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SAZETAK

Veliki broj vina, kako crnih tako i bijelih, sadrze razli¢ite hlapive spojeve koji imaju
izrazito niske osjetilne pragove. Predmet istrazivanja ovog diplomskog rada bili su hlapivi
spojevi koji su odgovorni za negativne mirise vina. U skupini predmetnih spojeva nalaze se:
2,4,6 trikloranisol, 2,4,6 tribromanisol, geosmin, 4 etil fenol, 4 etil guaiakol i 4 vinil fenol. S
tim ciljem razvijena je metoda za analizu istih koji imaju negativan utjecaj na miris vina, te je
ustanovljena prisutnost ovih spojeva u 40 vina hrvatskih proizvodaca od ¢ega 30 crnih i 10
bijelih. Razvijena metoda je kvantitativna plinska kromatografska metoda unutarnjeg
standarda uz SPME (mikroekstrakciju na ¢vrstoj fazi) kao pripremu uzorka te uz detekciju na
masenom detektoru. Modifikacijom i doradom razvijene metode ista bi se mogla koristiti pri
daljnjim analizama i detekciji navedenih kontaminanata kako bi se u buducnosti smanjila
njihova prisutnost u vinu. Upotrebom masenog detektora boljih karakteristika (kvadrupolni

analizator mase) bi se prag detekcije i kvantifikacije mogao poboljsati.

Kljuéne rije€i: vino; negativni mirisi; mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi; GC/MS

ABSTRACT
Determination of negative ,,off flavors“ in wine.

Volatile compounds with low olfactory threshold are highly important for wine quality.
The subject of this graduated thesis was determination of volatile compounds responsible for
negative flavours in wine. Compounds of interest are: 2,4,6-trichloroanisole, 2,4,6-
tribomoanisol, geosmin, 4-ethylphenol, 4-ethylguaiacol and 4-vinylphenol. SPME-GC-MS
method was developed for analysing these compounds and they were identified in 40 samples
of wines produced by Croatian winemakers, 30 red and 10 white. The developed method was
guantitative gas chromatography internal standard method with the sample preparation using
SPME (solid phase microextraction) and detection using mass detector. Further modification
and development of this method, such as use of more powerful mass detector (quadrupole),
which would improve limits of detection and quantification, could help detecting these

undesirable compounds and limiting their presence in wine.

Keywords: Wine; Off-flavours; SPME; GC-MS



1. UvOD

Vino je jedini prirodni napitak koji posjeduje kompleksni spektar aroma, mirisa i okusa.
Pod pojmom aroma najcesce se misli na kombinaciju primarnog i sekundarnog mirisa vina.
Primarna aroma vina zavisi isklju¢ivo od kultivara od kojeg se proizvodi vino. Sekundarna
aroma nastaje u tijeku proizvodnog procesa gdje kvasci imaju veoma vaznu ulogu, ali pored
njih kod sekundarne arome mogu biti vazni i drugi ¢imbenici poput bacve u kojoj vino
odlezava. Postoji i tercijarna najsuptilnija aroma koja nastaje starenjem i odleZzavanjem vina, a
naziva se buke (Web 4).

Miris vina ima veliki znacaj za kvalitetu kona¢nog proizvoda i od velike je vaznosti za
uspjeh vina na trziStu. Tijekom proizvodnje grozda i uslijed neadekvatnih uvjeta prerade
grozda, dozrijevanja i ¢uvanja vina moze do¢i do nastajanja spojeva Koji imaju negativan
utjecaj na miris vina. Glavne organolepticke mane vina uklju¢uju molekule koje imaju
pragove percepcije koje se krecu od 100 mg/L za neke spojeve do koncentracije u ng/L za
npr. 2,4,6 trikloranisol (Boutou, Chatonnet, 2007).

Bolesti vina su $tetne promjene kemijskih i organolepti¢kih svojstava vina, a ¢esto su
uzrokovane mikroorganizmima. Naj¢e$¢e su to promjene vanjskog izgleda, boje, bistroce,
mirisa i okusa. Mikroorganizmi (kvasci, bakterije i plijesni) metaboliziraju odredene spojeve
prisutne u vinu, a njihovim promjenama nastaju kemijski spojevi koji lose utjecu na kvalitetu
vina. Do bolesti vina dolazi inficiranjem Stetnim mikroorganizmima u tijeku prerade grozda,
vinifikacije i dozrijevanja vina. Stoga je higijena podrumskih prostora i posuda te svih
pomagala u podrumima jedina i najvaznija mjera u sprjecavanju nastajanja bolesti vina. Neki
mikroorganizmi nalaze se i u zarazenom (bolesnom) grozdu, stoga bi se takvo grozde trebalo
odvojeno preradivati i voditi rauna da je 1 takvo grozde 1 vino,,zarazno* , te ne dozvoliti da

dode u kontakt sa zdravim grozdem ili vinom (Renduli¢ i sur., 2010).



Siva plijesan vinove loze (Botrytis cinerea), bolest koja se pojavljuje narocito pred berbu,
izazivajuci sivu trulez Citavih grozdova. Jedan je od najceSc¢ih ¢imbenika koji utjecu na losiju
kvalitetu vina. Na zarazenim bobicama pojavljuju se najprije smede pjege koje se povecavaju
1 zahvacaju cijelu povrsinu bobice. Ukoliko je vrijeme suho, tada se takve bobice smezuraju i
suSe. Medutim, ako je vrijeme vlazno s mnogo oborina, na bobicama se pojavljuje pepeljasto
siva navlaka, koja predstavlja konidiofore s konidijama koje Sire zarazu s bobice na bobicu.
Poznata je kao saprofit na razli¢itim mrtvim i odumiraju¢im biljnim dijelovima a kao parazit

dolazi na razlicite biljke i biljne organe (izbojke, listove, plodove itd.) (Web 13).

Slika 1. Botrytis cinerea na grozdu

Izvor : (Web 12)

Utjecaj trulezi grozda na organolepticke mane grozda, a samim time i vina kao kona¢nog
proizvoda moze biti uzrokovano od hlapivih spojeva poput geosmina i 2 — metilisoborneola
odgovornih za zemljani i pljesnivi miris koji su identificirani pomocu plinske kromatografije i

olfaktometrijski u organskim ekstraktima trulog grozda i mosta (La Guerche i sur., 2006).

Samo organolepticko ispitivanje vina u mnogim slucajevima nije dovoljno kako bi se
odredio to¢an uzrok. Zbog toga suvremena analitika sve viSe dobiva na vaznosti kod
otkrivanja nezeljenih aroma i njihovih spojeva. Aroma tipi¢na za pojedinu sortu sastoji se od
relativno malog broja spojeva koji nastaju u dozrelim bobicama grozda u malim
koncentracijama koje prema literaturi iznose u ppb(part per billion) = mikrogram po litri
(ug/L) ili ppt (part per trillion) = nanogram po litri (ng/l). Podizanjem standarda proizvodnje

vina i analize vina tijekom dozrijevanja moze smanjiti njihovo prisustvo (Web 1)



1.1. Najvaznija svojstva i porijeklo negativnih hlapivih spojeva vina

Bolesti 1 mane ponekad je moguce privremeno sprijeciti, ali ih nije moguce u potpunosti
ukloniti. Upravo zbog toga redovita provjera i njega preradenog grozda, posuda i podruma
moze na vrijeme sprijeCiti daljnji razvoj novonastale bolesti i mane. Svaka bolest i mana ima
drugaciji utjecaj na vino, neke se lako uklone, a neke mogu promijeniti vino toliko da postane
neupotrebljivo za konzumaciju. Predstavnici te skupine spojeva su 2,4,6 trikloranisol (TCA)
i 2,4,6 tribromanisol (TBA). Njihovo pojavljivanje u vinu se najée$¢e povezuje s upotrebom
prirodnih plutenih ¢epova iako se mogu pojaviti i tijekom proizvodnje vina uslijed djelovanja

razli¢itih plijesni i bakterija u podrumu (Varazdinac, 2015).

Koncentracije hlapivih spojeva do sad istrazenih u radovima. Kao i njihova vremena

retencije i ostali parametri vazni kod njihove identifikacije nalaze se u tablici 1.

Tablica 1. Kljuéni parametri kod odredivanja hlapivih spojeva na GC/MS uredaju

Spojevi Optimalna Kvantifikacijski Kvalifi Vrijeme Koncentracija Limit detekcije
odgovorni temperatura ionm/z kacijsk | retencije (ng/L) (ng/L)
za za iion (min)
negativnu odredivanje m/z
aromu vina (°C) (%)
2,4,6- 70 215 217 33,9 0,9 0,1 0,6
trikloranisol (6) (6) (6) (6) (5) (6) (3)
(TCA) 40 195 28,2 2,6 20(6) | 0,95 | 0,3-0,5(7.)
(7) () 3) (5) (5)
0,05 <0,5
-400 (7)
(7)
2,4,6 - 46(6) 349(6) 347 (6) 44,6 1,9 0,1 0,2 0,7
tribromanisol (6) (5) (5) (6) (3)
( TBA) 39,95 34,4 20 0,9 0,5
3) (5) (6) (6) (7.)
Geosmin 70 115 129 (12) | 32,09 30 0,1- 1
(Gsm) (6) (6) (3) (6) 22,6 (6)
(6)
35 112(7) 39,55 2-400 1,5
() (8) () ()
34,4 5 <0,5
(6) () (7)
4-etil fenol 45-60 107,122 20,89 0,605, 7 ug/L
(4EF) (6) (10) (3) 0,368, (3)
0,425
(11.)
4vinil fenol 120(9) 57,21 36
(4VF) (8) mikrog/1(9)
4 etil 137(9)
guaiakol(4EG)

*(3) — (Boutou, Chatonnet, 2007); (5) — (Boutou i sur., 2004); (6) — (Sadoughi i sur., 2015); (7) — (Weingart i sur., 2010);
(8) — (Lisanti i sur., 2014); (9) — (Lépez i sur., 2002); (10) — (Cabrita, 2012); (11) - (La Guerche i sur., 2006)



Geosmin i 2-metilisoborneol (MIB) su spojevi koji vinu daje negativhu aromu na
plijesan, a nastaju u pljesnivom grozdu prije samog procesa prerade grozda ili tijekom
proizvodnje. U mnogo slucajeva mane nastaju kao posljedica kompleksnog medudjelovanja
kemijskih reakcija i1 mikrobioloske izmjene tvari. Takve reakcije su nerijetko vrlo
komplicirane, $to oteZava uocavanje, sprjeCavanje i uklanjanje nedostataka nastalih u vinu
(Web1).

1.1.1. 2,4,6 trikloranisol (TCA), 2,4,6 tribromanisol (TBA)

Benzene 1,3,5 trichloro — 2 methoxy ili 2,4,6 trikloranisol kemijske formule C;HsCI30,
spoj identificiran kao krivac za neugodan miris vina. Kloroanisoli, posebno 2,4,6-trikloranisol
(TCA) i 2,3,4,6 tetrakloranisol (TeCA) su najc¢esce identificirani u vinima, a karakteristican je
ustajao miris ili miris po ,,Cepu®. Pretjerana uporaba dezinficijensa na bazi hipoklorita moze
dovesti do kontaminacije organskog materijala u kontaktu s vinom ili u podrumu nakon

formiranja 2,4,6-triklorfenola.

TCA ima relativno niski mirisni prag detekcije u vodi 300 pg/L i 30 pg/L, dok se
koncentracije u vinu ovisno o vrsti vina kre¢u izmedu 1,5 i 3 ng/L (Boutou i sur., 2004). Limit
detekcije za TCA iznosi oko 0,5-2 ng/L (Hayasaki i sur., 2005). Mirisni prag ovih spojeva u
vinu nalazi se u koncentracijama od 3 ng/L (Boutou, Chatonnet, 2007). Tako niske
koncentracije su teze za zamisliti, ali je analogna jednoj ¢ajnoj zli¢ici U par tisuca olimpijskih
bazena ili jednoj sekundi u 32.000 godina (Web 14).

Kloroanisoli su ve¢ 1978. godine potvrdeni kao glavni kontaminanti kod pokvarenih vina
koristenjem GC/MS metode. AWRI (Australian Wine Research Institute) je otkrio da su
razli¢iti uzroci klorofenolnog zagadenja vina poput kloriranih dezinficijensa (Hayasaka,
2005). Takva vrsta negativnog mirisa moze utjecati i na loSu reputaciju samih proizvodaca
koji mogu imati velikih financijskih problema zbog pojave TCA u vinu. Stoga je iznimno
vazno razumjeti i1 pratiti kemijsku pozadinu negativnih spojeva tijekom kontrole kako

plutenih ¢epova koji se koriste kod ambalaziranja vina tako i samog vina.

Medutim, kako istrazivanja potvrduju da TCA prisutan u vinu moze nastati iz pluta, ali i
pod utjecajem drugih faktora kao $to su prijevoz, skladistenje i rukovanje takoder mogu

povecati koncentraciju TCA u konac¢nom proizvodu (Alzaga i sur., 2003).



_ TCP TCA
Fenoli OH
oH ,CH:L
Cl
O/
Dezinficijensi MikrobioloZka
na bazi klora aktivnosti
Cl
0
Lignin iz kore pluta  Agrokemikalije
Poliklorirani fenoli

Slika 2. Proces nastanka 2,4,6 trikloranisola

Izvor : (Web 14)

Pragovi percepcije, zajedno s uvjetima zagadenja tijekom proizvodnje vina, pohrane i
starenja boca ve¢ su ranije proucavani te se doslo do zakljucka da je "ustajao”, pljesniv miris
bio primjetan na miris u vinu pri koncentraciji od samo 4 ng/L TBA, a da se kvarenje moze

detektirati na jo§ nizim koncentracijama (Chatonnet i sur., 2004).

OCHs;
Br Br

Br

Slika 3. Strukturna formula 2,4,6 tribromanisola

Izvor : (Web 17)



1.1.1. Geosmin

Organski spoj kemijske formule Ci,H2,0, koji vrsta aktinobakterije poznate kao
Streptomyces otpusta nakon smrti naziva se geosmin. Streptomyces, rod vlaknastih gram-
pozitivnih  aerobnih  bakterija slozenog oblika porodice Streptomycetaceae (red
Actinomycetales) ukljucuje vise od 500 vrsta koje se javljaju u tlu i vodi (Web 6).

Slika 4. Streptomyces coelicolor

Izvor: (Web 7)

Streptomyces se koriste u podru¢ju medicine, jer proizvode prirodne antibakterijske i
antifungalne lijekove. Ljudski nos je posebno osjetljiv na ovaj miris, a mozemo detektirati
koncentracije niske kao 0,7 mikrograma po litri. Visoke koncentracije geosmina pronadene su
u crnom i rose vinu te se navodi kako je geosmin relativno stabilan spoj i u kiselijim vinima.
(Darriet i sur., 2000.)

Deve su navodno ¢ak i osjetljivije na geosmin od ljudi, a to je jedan od razloga zasto su u
mogucnosti pronaéi vodu u pustinji i to na udaljenosti do 50 milja. Ove aktinobakterije vole
vlaZzna podrucja, Sto omogucuje devama da slijede njihov miris prema vodi u najbliZoj oazi.
Aktinobakterije se pricvrste na Zivotinju kako bi si osigurale transport do sljedece oaze, a

samim time i1 novo tlo za razmnozavanje (Web 3).

Geosmin daje karakteristiCan ali ponekad nezeljeni "zemljani" okus na ciklu. Do danas se
ne zna da li je geosmin nusprodukt metabolizma cikle ili ga sintetiziraju mikroorganizmi u tlu
te ga cikla usvaja tijekom dozrijevanja. U jednom od istrazivanja potvrduje se teorija da je

cikla sposobna endogeno sintetizirati geosmin (Lu i sur., 2003).



Ustajao, zemljani miris vrlo je Stetan za kvalitetu vina, a posebno za njegov miris uz
karakteristiénu aromu svjeze obradene zemlje, vlaznog podruma u bijelim i crnim vinima
razli¢itog porijekla. Ekstrakcija 1 proc¢iS¢avanje vina sa sumnjom na miris geosmina pokazali
su da nakon analize plinskom kromatografijom i olfaktometrijskim mjerenjem imaju
jedinstvenu jaku smrdljivu zonu. Spoj odgovoran za ovaj miris identificiran je pomocu
plinske kromatografije-masene spektrometrije kao geosmin (trans-1,10-dimetil-trans-9-

decalol).

Geosmin moze biti prisutan u vinima na razinama visSim od percepcije mirisnog praga.
Osim toga, prisutnost ovog spoja u soku preuzetom iz svjeze zdrobljenog grozda ukazuje na
to da mikroorganizmi koji se razvijaju na grozdu mogu doprinijeti prisutnosti ovog spoja u
vina (Darriet i sur., 2000).

CH4

OH :
CH,

Slika 5. Strukturna formula geosmina
[ (4S,4aS,8aR)-4,8a-dimethyloctahydronapthalen-4a(2H)-ol].

Izvor : (Web 8)

Detalji biosinteze geosmina jo§ u potpunosti nisu razjasnjeni, iako je otkrice enzima
germakradienol sintaze svakako pomaze otkriti biokemijski put koji vodi do njega.
Germakradienol sintaza vjerojatno katalizira ciklizaciju farnezil pirofosfata, koji je prekursor
u biosintezi geosmina. Biosinteza geosmina po€inje s farnezil difosfat(FPP), vrlo vazan
element u biosintezi sterola i seskuiterpena. Enzim germakradienol-geosmin sintaza (GGS)
sadrzi dvije vrlo slicne kataliticke domene. Jedna domena pretvara FPP u germakradienol,
koja difundira u drugoj domeni u blizini, a ukljucuje djelovanje najmanje tri enzima: ciklaze,

A-reduktaze i hidroksilaze, gdje se pretvorba dovrSava do geosmina (Web 9).



1.1.2. 4 - etil fenol, 4 - etil guaiakol, 4 - vinil fenol

Hlapivih fenoli, tj. 4-etil fenol (4-EF), 4-etil guaiakol (4-EG) i 4-vinil fenol (4-VF) su
jedan od najznacajnijih problema u modernoj proizvodnji vina. Problemati¢ni su zato Sto
mogu dati vinu negativan miris odnosno aromu, koji se opisuje kao medicinski, farmaceutski,

miris na dim ili miris konjusnice (Boutou, Chatonnet, 2007).

4- etil fenol je para-supstituirani fenolni spoj kemijske formule CgH100. Zbog potencijala
Brettanomycesa da uzrokuje kvarenje vazno je razumjeti uvjete pod kojima se razvijaju 4-etil
fenol 1 4-etil guaiakol. Ukljucenost kvasaca u proces proizvodnje vina stekla je vecu
pozornost tijekom godina jer oni igraju klju¢nu ulogu u odredivanju kvalitete vina. Kvasac
roda Brettanomyces ili njegov teleomorf Dekkera su medu mnogim koji se javljaju u prirodi
(Botelho, 2013).

U istrazivanju provedenom u dolini Okanagan u Kanadi na 188 vina koja su dozrijevala u
bac¢vama utvrdeni su odgovarajuci rasponi 4-EG 28-45ug/L i 1-437 pg/L u vinima drzanim u
bocama (srednja vrijednost = 99 ug/L). Koncentracije 4-etil fenola i 4-etil guaiakola u
prosjeku su bile 56 ug/L i 29 ug/L, uz > 97 do 99% vrijednosti ispod odgovaraju¢eg mirisnog
praga za te spojeve (Rayne i sur., 2008).

Slika 6. Brettanomyces bruxellensis u fermentaciji

Izvor : (Web 15)



Za razliku od 4EF, 4-etil guaiakol koji ima prilicno ugodan miris dimljene slanine, zac¢ina
ili klin¢i¢a, takoder spominje se i aroma trule vegetacije i plastike. Brettanomyces se vrlo
Cesto izolira na grozdu ali i ha opremi u vinariji. Grube i neravne povrsine su idealne povrsine
za rast i razvoj Brettanomycesa. Hrastove ba¢ve i drugo porozno posude koje se koristi u
vinarijama, teSko se Ciste 1 dezinficiraju. lako metode ¢iS¢enja postaju sofisticirane (poput
vodene pare i ionizonizacije), mikrostruktura hrastovih bacava pruza visok stupanj zastite i
osigurava okruzenje u kojem Brettanomyces moze opstati i biti prenesen iz vina u vino
tijekom proizvodnje (Rayne i sur., 2008). Do rasta Brettanomycesa moze doc¢i ako su niske
koli¢ina slobodnog sumpornog dioksida u kombinaciji s visokim pH vina te visokim

temperaturama tijekom dozrijevanja vina.

Takoder smatra se da Brettanomyces ima sposobnost razmnozavanja nakon punjenja
boca, pogotovo ako vino sadrzi preostale fermentabilne Secere, takva fermentacija je puno
¢esca situacija ako se vino slabo filtrira. Javlja se gotovo uglavnom u crnim vinima, crna vina
za razliku od bijelih imaju mnogo vecu razinu polifenola, kumarinske i ferulinske kiseline
(Web 16).

OH OH ,
|

/ H, (OCH,| (H [OCH4) / H, [mHgl

H

p- kumar nska

Vinilfenol (guaiakol)
\ (ferulinska Jkiselina i \ b (guai ! \

reduktaza

1
H—C=CHCOOH H=C=CH, ' CH,CH,
Derivati cinaminske kiseline s 4- etil derivati
p-kumarinska(ferulinska ) _Y”,“ ern{atl ) 4~ etil fenol (guaiakol)
kiselina 4-vinilfenol (guaiakol)

Slika 7. Put nastanka 4-etil fenola i 4-etil guaiakola u vinu
Izvor : (Web 16)

Vinski kvasac Saccharomyces i neke bakterije mlije¢ne kiseline, kao §to su Lactobacillus
imaju enzime koji razgraduju kumarinsku i ferulinsku kiselinu do intermedijera 4-vinil fenola
i 4-vinil guaiakola (korak 1 od slici 7). Ovi spojevi se zatim enzimatski razgraduje
Brettanomyces tijekom perioda od nekoliko mjeseci do jakog mirisa 4-etil-fenola i 4-etil

guaiakola (Korak 2 naslici 7).



Senzorska procjena i analize pokazuju da senzorne percepcije praga 4-EF ovise o stilu i
strukturi vina, odnosno koncentraciji i intenzitetu drugih spojeva u vinu koji bi ga mogli
prikriti (npr. hlapivi hrastovi spojevi) ili naglasiti (npr. 4-EG). Navodi se da kvarenje
uzrokovano Brettanomycesom obi¢no javlja kada je vino skladiSteno duze vrijeme ili kada
fermentira u hrastovim ba¢vama. Za rast i razvoj treba mu koncentracija od samo 275 mg/L
Secera da fermentira. Preostali Se¢er u suhom crnom vinu moze se kretati izmedu 420 1 1000

mg/L (Rayne i sur., 2008).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj diplomskog rada je bio razviti metodu za analizu hlapivih spojeva odgovornih za
negativne mirise vina, te ustanoviti prisutnost ovih spojeva u 40 vina hrvatskih proizvodaca
koji se nalaze na trzistu Republike Hrvatske. Razvijena i koriStena metoda je kvantitativna
plinsko kromatografska metoda unutarnjeg standarda uz SPME (mikroekstrakcija na ¢vrstoj
fazi) kao pripremu uzorka te uz detekciju na masenom detektoru. Slicnim metodama se
navedeni spojevi ve¢ analiziraju ali za metodu na konkretnom uredaju koji je na raspolaganju

nije bilo dostupnih saznanja.
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3. RAZV0OJ GC/MS METODE

Kromatografska tehnika pogodna za analizu razli¢itih hlapivih spojeva vina je plinska
kromatografija sa masenim spektrometrom (GC/MS) kao detektorom. Plinska kromatografija
sa spektrometrom masa (GC/MS) predstavlja ,,zlatni standard” jer identificira prisutnost
odredene tvari u danom uzorku. Sastoji se od dvije glavne jedinice, plinskog kromatografa
(GC) 1 spektrometra masa (MS). Razlike u kemijskim svojstvima izmedu razli¢itih molekula
omogucuje razdvajanje molekula kako uzorak prolazi kolonu. Molekule trebaju razli¢ito
retencijsko vrijeme ili vrijeme zadrzavanja za izlazak (eluiranje) iz GC-a Sto MS-u omogucuje
da uhvati tj. ionizira, zaokrece i detektira ionizirane molekule posebno. Spektrometar masa
razdvaja svaku pojedinu molekulu u ionizirane fragmente i potom ih detektira koriste¢i omjer
masa i naboja. Ovom metodom analiziraju se spojevi koje je moguée dovesti u plinovito
stanje pri temperaturama nizim od 400 °C a da se pri tome ne raspadnu (Petrovié¢, 2009).

Shema plinskog kromatografa sa spektrometrom masa prikazana je na Slici 8.

Gas Chromatograph-Mass Spectrometer (GC-MS)

Injector lon source
Mass Spectrometer

.

Carrier gas

Slika 8. Shematski prikaz GC/MS

Izvor: (Hayasaka i sur., 2005)
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3.1. Masena spektrometrija (MS)

Tehnika kojom se analiziraju molekule na temelju njihovih masa (i naboja). MS se koristi

za: odredivanje sastava nepoznatog uzorka (kvalitativna analiza)

e odredivanje izotopskog sastava uzorka
e odredivanje strukture molekula promatraju¢i fragmentaciju molekula
e odredivanje koli¢ine neke tvari u uzorku (kvantitativna analiza)

e odredivanje fizikalnih i kemijskih svojstava tvari (Djakovié, 2015).

Maseni spektrometar je instrument koji generira ione iz molekula te mjeri njihovu masu.
Osmisljen je kako bi ucinio tri stvari: pretvorio neutralne atome ili molekule u pozitivne (ili
rijetko negativne) iona, odvaja ione na temelju omjera njihove mase (m) i naboja (z), mjera

relativne gustoce svakog iona.

detektor
X+ i
ako je potrebno, /
grijanje hlapivih «'
uzoraka

laganije Cestice u uzorku

2 nabijene Cestice
| elektronski snop )

Z+
unos

uzorka teze Cestice u
uzorku
izvor magnetsko polje odvaja
elektrona: ./ o~ Cestice po njihovom m/z omjeru

elektricno polje ubrzivaca
Cestica koje prethodi
magnetskoj regiji

magnet

Slika 9. Princip rada masenog spektrometra

Izvor: (Djakovi¢ , 2015)
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3.1.1. lonska zamka spektrometrije masa vs. kvadrupolni analizator mase

lonska zamka je mali dio s nekoliko elektroda koje su spojene s izmjeni¢nim i
istosmjernim naponom. Ion koji ude u zamku oscilira u zamci kompleksnim putanjama, koje
se kontroliraju elektrodama s istosmjernim naponom. Ova metoda je brza i ima nisko
razluc¢ivanje. Kvadrupolni analizator mase Cine Cetiri valjkaste paralelne elektrode. Ioni se
propustaju izmedu Cetiri elektrode, a na elektrode je prikljucen izvor izmjeni¢ne struje. Kroz
analizator mogu pro¢i samo odredeni ioni, a analiza se provodi mijenjanjem frekvencije

napona.

lonska zamka ima nekoliko glavnih prednosti u odnosu na kvadrupolni analizator mase.
Bitna razlika kod detekcije iona je u tome da je ionska zamka c¢ini vise osjetljiva od
kvadrupolnog analizatora. Kod kvadrupolnog se stabilizira samo jedna masa iona (Novak,
Allegretti Ziv¢eié, 2013).

zlazre
ond

(My)

I."\}oc ona Kvadrupol

(My, My, Mg)]

Fokusiranje snopa lona

Slika 10. Kvadrupolni analizator mase

Izvor : (Novak, Allegretti Ziv¢ié, 2013)
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. Kemikalije

U eksperimentalnom dijelu za pripremu koncentriranih i modelnih otopina za kalibraciju

upotrijebljene su slijede¢e kemikalije:

- Etanol C;HsOH, apsolutni, Mr=46,07, LOT: 1515509002 ,J.T.Baker, Nizozemska

- Etanol C;HsOH, apsolutni, Mr=46,07 ,J.T.Baker, SAD

- 4 — Ethylphenol, Mr = 122. 17, purum > 97% GC, Fluka, Japan.

- 4 — Ethylguaiacol, >98%, FCC, FG. CAS Number 2785-89-9, W243604 Aldrich,
SAD.

- P-cresol, Fenol 4- metil, puriss. p.a., >99.0% (GC), CAS Number 106-44-5,
42429 Sigma-Aldrich, SAD.

- Geosmin, 0,1 mg/ml u metanolu, C3888.12-100-ME, CHIRON AS, Norveska.

- 4vinylphenol, 10 wt% solution in propylene glycol, W373923 Aldrich, SAD.

- 2,4,6-trikloranisol 100 ppb u 100% etanola,tvrtka Exi,Portugal.
(http://www.exi.pt/)

- 2,4,6 — tribromanisol 100 ppb u 100% etanola, tvrtka Exi, Portugal.
(http://www.exi.pt/)

- Trikloranisol deuterirani(TCA-d)-(Portugal),tvrtka Exi, Portugal.
(http://www.exi.pt/)

- Sodium cloride, NaCl, CASno® 7647-14-5,Carlo Erba Reagents, Milano.

4.2. Instrumenti i pribor

Analiza uzoraka se provela na GC-MS uredaju Saturn 2000R, Varian (Zavoda za
vinarstvo i vinogradarstvo, HCPHS), odnosno kombinacijom plinske kromatografije i masene
spektrometrije uz SPME kao pripremu uzorka metodom unutarnjeg standarda upotrebom
metode razvijene u sklopu izrade diplomskog rada. Navedenom metodom analizirano je 30
crnih i 10 bijelih vina starijih godista (berba 2014. i starija) zacepljenih prirodnim plutenim
¢epom. Uzorci vina su nasumicno uzeti iz arhive Zavoda za vinarstvo i vinogradarstvo,

Hrvatskog centra za poljoprivredu, hranu i selo.
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Slika 11. Saturn 2000R, Varian GC/MS

Kod pripreme uzorka za analizu koriStena je magnetna mijeSalica IKA® RET basic

(Njemacka) te precizna vaga Melter Toledo(Svicarska) .

Slika 12. Magnetna mijesalica i vaga
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4.3. Uzorci

Cjelokupni popis vina sa svim podatcima o godini berbe, Sifre pod kojima su uzorci

analizirani, sorti vina, volumenu te vrsti zatvarada nalaze se u tablici 2.

Tablica 2. Popis uzoraka s informacijama o sorti, godini berbe, vrsti zatvaraca i

volumenu
REDNI | NAZIV VINA SIFRA GODINA VOLUMEN VRSTA ZATVARACA
BROJ UZORKA BERBE BOCE (L)
1. | Cabarnet sauvignon D70LNV 2013. 1 PRIRODNO PLUTO
2. | Babi¢ D70M6M 2012. 1 PRIRODNO PLUTO
3. | Cabarnet sauvignon D70MIP 2011. 1 PRIRODNO PLUTO
4. | Plavac mali D70SGX 2014. 1 PRIRODNO PLUTO
5. | Plavac 5A40BC79 2013. 1 PRIRODNO PLUTO
6. | Tera cuj D70T78 2013. 1 PRIRODNO PLUTO
7. | Morci¢ D70T7) 2014. 1 PRIRODNO PLUTO
8. | Putalj crljenak kastelanski | D70M2A 2012. 1 PRIRODNO PLUTO
9. | Crnovino 7740D903 2011. 1 PRIRODNO PLUTO
10.| Crno vino D70SWM 2012. 1 PRIRODNO PLUTO
11.| Plavac EC485C19 2014. 1 PRIRODNO PLUTO
12.| Cabarnet sauvignon D70T3X 2013. 1 PRIRODNO PLUTO
13.| Cuvee plavina +lasina F8OFA12E 2013. 1 PRIRODNO PLUTO
14.| Vino 74E4852C 2011. 1 PRIRODNO PLUTO
15.| Lasina 4AB1C9F3 2013. 1 PRIRODNO PLUTO
16.| Teran 86E62D78 2014. 1 PRIRODNO PLUTO
17.| Plavac D70T9G 2013. 1 PRIRODNO PLUTO
18.| Plavac skaramuca 5C396619 2014. 1 PRIRODNO PLUTO
19.| Cuvee D70T3G 2013. 1 PRIRODNO PLUTO
20.| Plavac mali C9A4008B7 2013. 1 PRIRODNO PLUTO
21.| Soare CO5E8148 2013. 1 PRIRODNO PLUTO
22.| Plavac mali D4022EE1 2011. 1 PRIRODNO PLUTO
23.| Teran 3A193B93 2012. 1 PRIRODNO PLUTO
24.| Cuvee 36B2E4B8 2014. 1 PRIRODNO PLUTO
25.| Frankovka BEF271FC 2012. 1 PRIRODNO PLUTO
26.| Babic E62BDBF4 2013. 1 PRIRODNO PLUTO
27.| Grenache 45365317 2013. 1 PRIRODNO PLUTO
28.| Merlot 33818494 2012. 1 PRIRODNO PLUTO
29.| Crno vino D70SB9 2008. 1 PRIRODNO PLUTO
30.| Lasina D70LD6 2012. 1 PRIRODNO PLUTO
31.| Grasevina SF8FE2DA 2014. 1 PRIRODNO PLUTO
32.| Marastina 7BA4B467 2013. 1 PRIRODNO PLUTO
33.| Chardonnay D70SU1 2013. 1 PRIRODNO PLUTO
34.| Traminac mirisavi D70R3H 2013. 1 PRIRODNO PLUTO
35.| Pinot bijeli FDFO7AC5 2014. 1 PRIRODNO PLUTO
36.| Grasevina 42C5DC83 2013. 1 PRIRODNO PLUTO
37.| Rajnski rizling 929C16EE 2013. 1 PRIRODNO PLUTO
38.| Posip E66F92FE 2010. 1 PRIRODNO PLUTO
39.| Posip 6ADAAFE2 2011. 1 PRIRODNO PLUTO
40.| Debit D70NXC 2012. 1 PRIRODNO PLUTO
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4.4. Razvoj GC/MS metode

Koristeno SPME vlakno, 100 um polydimethylsiloxane, Supelco, SAD, Lot: P282951. U

analizi je koriSteno za adsorpcijski period od 20 min u gornjem dijelu vialice, nakon Cega je

stavljeno na desorpcijski period od 15 min u GC injektor.

Izbor vlakna i parametara ekstrakcije preuzeti su iz literature (Fischer, C., Fischer, U.,

1997). Pri namjeStanju osjetljivosti MS te razvoja temperaturnog programa GC metode

koncentriralo se na razdvajanje dTCA i TCA kao najzahtjevnijeg zadatka. Takoder je

kvantifikacija TBA bila zahtjevna s obzirom na male koncentracije (ppt).

Counlg]

K
Star

Integration)
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aich

End

Integration

zifch

Slika 13. Kromatogram detekcije TCA u vinu

Na slici 13. moze se vidjeti kromatogram gdje je promjenom temperaturnog programa
smanjena temperatura injektora sa 260°C na 250°C, 50°C — 2min, 200°C — 15°C/min, 260 °C

- 20°C/min te je ukupno trajanje metode iznosilo 21 minutu uspjeli posti¢i bolju detekciju

TCA. Sama identifikacija se bazirala na tome da se analiziraju¢i odnos iona 195 i 197 te

povecanjem osjetljivosti uspio integrirati pik odgovarajuce veli¢ine.
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Slika 14. Integracija TCA

Provjera preklapanja spojeva od interesa s spojevima iz vina takoder je bila jedan od

vaznih zadataka jer je tokom razvoja metode doslo do preklapanja nekih neZeljenih spojeva sa

Zeljenim hlapivim spojevima od interesa. Pa se tako TCA preklapao sa butil kaprilatom, 4EF

se preklapao sa oktanskom kiselinom, a geosmin je bio problemati¢an za identifikaciju zbog

preklapanja sa butandioik dietil esterom. Promjenom MS parametara uspjesno je detektiran

spoj kao geosmin karakteristi¢nih iona: 112,125,149 bez ikakvih preklapanja $to je moze

vidjeti na slici 20.
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Slika 16. Kromatogram modelne otopine TCA u vinu
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Kona¢ni temperaturni program 50°C — 2 min—> 155°C, 15°C/min - 1 min—>

170°C, 5°C/min ==> 260°C, 20°C/min- 3 min. Program je namjesSten tako da trajanje cijele

analize iznosi 20,50 min.

Provjera metode napravljena je na nacin da je u vino poznatog sastava dodana odredena
koncentracija modelnih otopina pojedinog spoja. Provjera je napravljena na uzorku D70SB9

crno vino ¢iji se dobiveni rezultati nalaze u tablici 3 i 4.

Tablica 3. Rezultati analize GC — MS uzorka D70SB9

4—etil fenol | 4 —etil guaiakol | 4 —vinil fenol | Geosmin | TBA | TCA
1,748 0,260

0 0 0 N/A

Tablica 4. Rezultati analize nakon dodatka spojeva od interesa

4—etil fenol 4—etil guaiakol | 4 —vinil fenol | Geosmin | TBA | TCA
2,881 1,014 0 8,989 38,49 | 22,36

TCA je identificiran nakon dodatka standarda i na slici 17. mozemo vidjeti kromatogram

s potvrdom TCA u vinu.

#| ®] o) Ko 20 @ A EW

Slika 17. Kromatogram dokaza TCA u vinu
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Napravljena je i analiza uzorka bijelog vina poznatog sastava dostavljenog od mr.sc.
Renate Leder. Rezultati analize vina poznatog sastava nalaze se u tablici 5, dok su rezultati

analize istog uzorka analizirani na razvijenoj metodi u tablici 6.

Moze se zakljuciti da se svi rezultati nalaze u dopustenom rasponu, dok jedino TBA

pokazuje malo vise koncentracije.

Tablica 5. Rezultati analize vina poznatog sastava

4-etil fenol 4-etil guaiakol Geosmin TBA TCA
(mgfl) (mg/l) (ng/l) (ng/l) (ng/l)
0,359 0,446 135 17,2 13,8
(0,419-0,299) | (0,560-0,332) (205-66,3) (26-8,4) | (17,4-10,2)

Tablica 6. Rezultati analize vina razvijenom metodom

4-¢til fenol 4-etil guaiakol Geosmin TBA TCA
(mg/1) (mg/l) (ng/l) (ng/l) (ng/l)
0,323 0,380 82,66 28,52 16,67
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4.4.1.Kalibracija metode

Kalibracijski dijagram dobiven je mjerenjem pikova serije standardnih, modelnih otopina
pri to¢no odredenim uvjetima. Standardne otopine su pripremljene u 5 koncentracija

prikazane u tablici 7 .

Modelne otopine pripremljene su u tikvicama od 100 mL u koju su ovisno o
kalibracijskoj tocki dodane odredene koncentracije pojedinog spoja. Takoder u svaku
modelnu otopinu dodano je 100uL internog standarda para krezola koncentracije 1000 mg/L i
50 uL internog standarda deuteriranog trikloranisola. Kalibracijske krivulje pojedinog spoja

nalaze se u prilogu 1.

Tablica 7. Koncentracije modelnih, radnih otopina

TCA, TBA 4EF 4EG 4VF GSM
(ng/l) (mg/l) (mg/l) (mg/l) (ng/l)
Model 1,2 0,325 0,226 0,15 9
otopina 1
Model 3,2 0,975 0,679 0,45 24
otopina 2
Model 7,2 1,95 1,358 0,9 54
otopina 3
Model 12 3,25 2,263 1,5 90
otopina 4
Model 40 5,85 4,075 2,7 210
otopina 5

*TCA- Trikloranisol; TBA- Tribromanisol; 4EF- 4 etil fenol; 4EG- 4 etil guaiakol; 4VF- 4 vinil fenol;
GSM- geosmin
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4.4.2. Priprema uzoraka za analizu

U odmjernu tikvicu od 100 mL dodano je 50 mL uzorka, nakon toga 100 uL internog
standarda para krezola koncentracije 1000 mg/L. Potom je uzorak promijeSan i nakon toga

nadopunjeno vinom do oznake.

Slika 18. Priprema uzorka za analizu na magnetnoj mijesalici

10 mL uzorka stavljeno u 20 mL SPME bo¢icu s 3 g NaCl —a i 50 pL internog standarda
deuteriranog trikloranisola koncentracije 3 ng/L direktno u SPME bocicu. Tako pripremljeni
uzorak stavljen je grijati na 52°C i magnet na 300 okretaja u minuti, 20 minuta. Analiza traje

20 minuta, a uzorak se injektirao svakih 40 minuta.
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4.4.3. ldentifikacija i kvantifikacija (MS parametri)

Spojevi su kvantificirani pomo¢u omjera podrucja glavnih karakteristicnih iona za
pojedini spoj vidljivih u tablici 8. Koli¢ina svakog spoja dobivena je usporedbom sa

standardnim modelnim otopinama koje su napravljene u 5 koncentracija.

Tablica 8. MS parametri koriSteni za odredivanje pojedinog spoja u uzorku

Spoj Vrijeme Kvantifikacijski | Interni
retencije ioni standard
Fenol 4- metil 7.014 106.9, 108 +
4 - etil fenol 8.007 107,122 -
4 - vinil fenol 8.523 91, 120 -
4 - etil guaiakol 9.197 137, 152 -
d TCA 9.780 199,215 +
2,4,6 trikloranisol 9.812 195 -
2,4.6 tribromanisol | 13.810 344, 346 -
Geosmin 10.837 112, 125, 149 -

*d TCA- deuterirani trikloranisol

4.4.4. Kromatografski uvjeti

Kromatografska kolona koja je koriStena ima sljedece karakteristike: RTX®35,duljine 30

metara, 0.25mmID, 0.25um debljina aktivnog sloja.

Slika 19. Kromatografska kolona
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5. REZULTATI | RASPRAVA
5.1. Razvoj GC-MS metode

U analizi koristeno SPME vlakno, 100 um polydimethylsiloxane. Za adsorpcijski period
od 20 min u koriteno je u gornjem dijelu vialice, nakon Cega je stavljeno na desorpcijski

period od 15 min u GC injektor.

Izbor vlakna i parametara ekstrakcije je preuzeto iz literature (Fischer, C., Fischer, U.,
1997). Pri namjestanju osjetljivosti MS te razvoja temperaturnog programa GC metode
koncentriralo se na razdvajanje dTCA i TCA kao najtezeg zadatka. Kvantifikacija TBA bila je

takoder zahtjevna s obzirom na male koncentracije (ppt).

Provjera preklapanja spojeva od interesa s spojevima iz vina takoder je bila jedan od
vaznih zadataka jer je tokom razvoja metode doslo do preklapanja nekih nezeljenih spojeva sa
Zeljenim hlapivim spojevima od interesa. Pa se tako TCA preklapao sa butil kaprilatom, 4EF
se preklapao sa oktanskom kiselinom, a geosmin je bio problemati¢an za identifikaciju zbog
preklapanja sa butandioik dietil esterom. Promjenom MS parametara uspjes$no je detektiran
spoj kao geosmin karakteristicnih iona 112,125,149 bez ikakvih preklapanja sto je moze
vidjeti na slici 20.
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Slika 20. Detekcija geosmina
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Rezultati GC/MS analize uzoraka nalaze se u tablici 9, a koncentracije su izraCunate

metodom srednje vrijednosti dviju paralela istog uzorka.

U svim uzorcima crnog vina pronaden je 4 etil fenol i 4 etil guaiakol u rasponu od 0,008-
1,734 mg/l za 4 etil fenol, a 4etil guaiakol se nalazio u rasponu od 0,001- 0,248 mg/l. U samo
jednom uzorku bijelog vina pronadena je koncentracija od 0,322 mg/l za 4 etil fenol dok je u
ostalima bio ispod limita detekcije. Vinil fenol je detektiran samo u jednom uzorku u
koncentraciji od 0,24 mg/l, kao i TBA u koncentraciji od 35,39 ng/l. Geosmin je takoder
detektiran u samo jednom uzorku a to bi se mozda moglo povezati sa analizom fizikalno

kemijskih parametara gdje je utvrdeno da ima nizu koncentraciju ukupnog alkohola.

Izvor kontaminacije TCA 1i/ili TBA je mogué¢ zbog koriStenja plutenih ¢epova kao
zatvaraca boca. Pluto je koristeno kao zatvara¢ za boce vina ve¢ od 17. stoljeca zbog svojih
jedinstvenih fizikalnih svojstava, ukljucuju¢i dugotrajnu fleksibilnost, hidrofobnost i
nepropusnost za zrak (Fischer, C., Fischer, U.,1997), ali je Sansa vrlo mala te se moze
zakljuciti da je izvor kontaminacije neki drugi problem koji se mozZe podrobnije istraziti.
Senzorski pragovi osjetljivosti za 2,4,6-TCA mogu varirati od 4 ng/l (Amon i sur.,1989) do 10

ng/l (Tanner i sur., 1981) u bijelom vinu i 50 ng/l u crnim vinima (Tanner i sur., 1981).

TCA imaju vrlo niski senzorski prag percepcije u vinu, ali je koncentracija koja se moze
detektirati da ukazuje na TCA moze takoder ovisiti o svojstvima i sastavu vina. TCA se moZe
kretati u rasponu od 0,03-10,0 ng/l (Evans, i sur., 1997; Ribéreau-Gayon i sur., 1998) dok
koncentracija TCA za koju se smatra da moZe proizvesti nedostatak u vinu puno veca, u

rasponu od 10 do 40 ng/l (Silva i sur., 2000)
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Tablica 9. Rezultati GC/MS analize uzoraka

:Eg'}“ Sifrauzorka | e | 4eg VF GEO TBA TCA dTca Pcresol
(mg/l) | (mg/l) (mg/l) | (ng/l) (ng/1) (ng/1) (ng/1) (mg/l)

1. D70LNV 007 |0021 |0 0 0 0 15 1
2. D70M6M | 0,1 0,001 |0 0 0 0 15 1
3. D70MIP 014 |0 0 0 0 0 15 1
4, D70SGX 039 | 0,06 0 0 0 0 15 1
5. SA40BC79 | 0,19 | 0,04 0 0 0 0 15 1
6. D70T78 030 |0,19 024 | 063 0 0 15 1
7. D70T7J 073 | 024 0 0 0 0 15 1
8. D70M2A N/A | 0004 |oO 0 0 0 15 1
9. 77400903 | 0,54 | 0,03 0 0 0 0 15 1
10. D70SWM | 0,22 | 0,06 0 0 0 0 15 1
11. EC485C19 | 0,60 | 0,08 0 0 0 0 15 1
12. D70T3X 1,33 | 0,05 0 0 0 0 15 1
13. FSOFA12E | 0,55 | 0,04 0 0 35,39 0 15 1
14, 74E4852C | 0,17 | 0,04 0 0 0 0 15 1
15. | 4AB1C9F3 | 0,28 | 0,04 0 0 0 0 15 1
16. 86E62D78 | 0,14 | 0,06 0 0 0 0 15 1
17. D70T9G 024 | 0,04 0 0 0 0 15 1
18. 5C396619 | 0,09 | 0,03 0 0 0 0 15 1
19. D70T3G 1,09 | 0023 0 0 0 0 15 1
20. C9A4008B7 | 0,03 | 0,03 0 0 0 0 15 1
21. COSE8148 | 0,01 | 0,01 0 0 0 0 15 1
22. D4022EEL | 0,64 | 0,19 0 0 0 0 15 1
23. 3A193B93 | 0,22 | 0,06 0 0 0 0 15 1
24. 36B2E4B8 | 0,54 | 0,06 0 0 0 0 15 1
25. BEF271FC | 0,1 0,05 0 0 0 0 15 1
26. E62BDBF4 | 0,49 | 0,16 0 0 0 0 15 1
27. | 45365317 | 0,03 | 0,25 0 0 0 0 15 1
28. 33818494 | 0,05 | 0,02 0 0 0 0 15 1
29. D70SB9 1,73 | 0,25 0 0 0 0 15 1
30. D70LD6 0,06 | 0,04 0 0 0 0 15 1
31. SFSFE2DA | 0,32 | 0,13 0 0 0 0 15 1
32. 7BA4B467 | N/A | 0,01 0 0 0 0 15 1
33. D70SU1 N/A | 0003 |0 0 0 0 15 1
34, D70R3H N/A | 0004 |oO 0 0 0 15 1
35. FDFO7ACS | N/A | 0,002 | 0 0 0 0 15 1
36. | 42c5DC83 | N/A | 0,003 | 0 0 0 0 15 1
37. 929C16EE | N/A | 0,02 0 0 0 0 15 1
38. E66FO2FE | N/A | 0,035 | 0 0 0 0 15 1
39. G6ADAAFE2 | N/A | 0,003 | O 0 0 0 15 1
40. D70NXC N/A | 0001 |0 0 0 0 15 1
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6. ZAKLJUCAK

Razvijena je GC-MS metoda za analizu hlapivih spojeva: 2,4,6 trikloranisol, 2,4,6
tribromanisol, geosmin, 4 etil fenol, 4 etil guaiakol i 4 vinil fenol koji daju negativnhu aromu

vinu.

Analizom je zakljueno da je SU U Svim uzorcima crnog vina pronadeni 4 etil fenol u
rasponu od 0,0-1,73 mg/l za 4 etil fenol. U samo jednom uzorku bijelog vina pronadena je

koncentracija od 0,32 mg/l za 4 etil fenol dok je u ostalima bio ispod limita detekcije.
4 etil guaiakol se nalazio u rasponu od 0,001- 0,25mg/I.
4 - vinil fenol je detektiran samo u jednom uzorku u koncentraciji od 0,24mg/I.
TBA je detektiran takoder samo u jednom uzorku u koncentraciji od 35,39 ng/l.

Geosmin je detektiran u samo jednom uzorku u koncentraciji 0,63ng/L. To bi se moglo
povezati sa analizom fizikalno kemijskih parametara gdje je utvrdeno da ima nizu

koncentraciju ukupnog alkohola.

Modifikacijom i doradom metode ista bi se mogla koristiti pri daljnjim analizama i
detekciji navedenih kontaminanata kako bi se u buduénosti smanjila njihova prisutnost u vinu.
Upotrebom masenog detektora boljih karakteristika (kvadrupolni analizator mase) bi se prag

detekcije i kvantifikacije mogao poboljsati.
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7. DODACI

7.1.Prilozi

Slika 21. Kalibracijska krivulja TBA

Slika 22. Kalibracijska krivulja geosmina
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Slika 23. Kalibracijska krivulja TCA

Slika 24. Kalibracijska krivulja internog standarda d TCA

Slika 25. Kalibracijska krivulja 4- etil guaiakola
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Slika 26. Kalibracijska krivulja 4 -vinil fenola

Slika 27. Kalibracijska krivulja 4 - etil fenola

Slika 28. Kalibracijska krivulja p - krezola
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7.2. Rezultati analize fizikalno kemijskih parametara u vinu

Ekstrakt bez Ukupna ~ Hlapive  Nehlapive
Relativna Ukupni Ekstraktbez  reducirajucih Kiselost kiselost Kiselost ~ Slobodni Ukupni
Godina gustoca Ukupni Stvami Stvami Ekstrakt Reducirajuci Reducirajucih Secera (ko (kao  (kao  sumpomi sumpomi
berbe  (20/20°C) alkohol alkohol alkohol suhi  Seceri Secera i nehlapive vinska)  octena)  vinska)  dioksid  dioksid
SIFRA kiselosti ~ Pepeo pH
D70V 2013, 0993 132 13 104 4 4 U4 188 21 34 b 04 56 3 66

D70MBM 2012 09943 144 42 119 36 37 299 B1 2333 b6 03 b2 3 3
D7OMIP 2011 09%6 13 129 017 32 24 308 w125 35 69 02 b6 9 5
D705GX 2014, 0995 13 1228 w012 Ul 25 24 77 19 34 55 05 49 b 49
SAMOBCTS 2013, 09949 137 135 1062 31 46 285 U3 28 38 5 06 42 U 57

DA0TI8 203, 09927 125 125 %83 BS 14 31 18 27 34 5 04 51 b i)
DATI 2014, 09%5 1,7 16 912 21 21 7 215 3 34 b4 08 54 b 4
D70M2A 2012 0% 15 1§ 11 33 44 299 5426 36 53 06 45 § 5%
77400903 2011, 0996 145 143 16 37 37 3 64 29 38 5 07 46 13 §
D70SWM 2012 09933 B 19 W05 263 16 257 0 21 34 b7 08 57 1

ECABSC1Y 2014, 09925 138 BT 108 266 15 21 92 2433 15 05 69 3 8
D70TX 2013, 0% 15 14 96 Bl 17 74 28 17 35 5 04 46 10 0
FSOFATZE 2013, 0994 125 123 %8 264 47 ] 78 25 34 54 04 49 17 9
T4E4g52C 2010 09%4 16 13 93 301 53 58 w429 37 52 07 44 13 i
4ABICSFS 2013, 09938 126 123 %7 258 54 14 BI 2133 b1 05 5 VI
S6E62078 2014 1,007 b4 108 928§ 1M 18 Ell %3 24 3 84 06 171 § 4
D70T%6 2013, 0% 1BB7 1334 106 34 49 285 us 28 38 49 06 41 i 52
50396619 2014, 0% 14 13 92 B 21 269 24 28 37 53 06 45 13 40
D70T6 2013, 09932 133 12 1039 269 16 263 06 27 35 b0 07 57 1 62
(9A40087 2013, 095 17 16 91 287 18 219 Bl 27 36 57 07 48 18 4
(05E8148 2013, 09928 133 12 1039 259 14 255 99 23 35 65 07 56 15 Q

DAO22EEL 2011, 09937 17 126 %94 %6 1 256 1225 37 52 06 44 1 5
JA193B93 2012, 0994 135 134 1061 298 18 i n 25 31 86 05 8 28 66
BEF27IFC 2012 099%5 17 115 %08 78 29 259 198 22 32 68 05 b1 ¥ 1%
£628DBF4 2013, 09949 128 126 %97 298 3 2718 25 2435 b 07 53 2 7

45365317 2083, 0992 146 w5 1B 31 269 08 22 33 b7 05 b1 b 52
33818494 2012, 09949 131 128 1013 304 41 13 n8 22 34 b1 04 59 2% 89
D705B9 2008, 09929 131 129 W21 BS 19 45 97 24 35 b5 13 49 b 3

D706 2012 09937 134 B3 105 B 3 21 nh 23 35 52 06 45 1 il
SFSFE2DA 2014, 0933 1,7 16 913 24 16 18 58 22 32 b4 04 b 0 19
TBABA6T 2013, 09937 114 112 86 24 28 206 55 28 34 b 03 56 § 19

D70SUL 203, 0919 134 B3 w51 Al 2 29 59 2333 74 04 1 5 m
DI0R3H 203, 09923 137 BBS 1064 BS 43 2 181 24 3% 46 04 41 8 2%
FDFOTACS 2014, 09928 125 123 %% 232 35 20,7 e 2131 65 03 b1 15 b1
L0008 2013, 099 1 ug %2 2l 4 191 26 19 31 1 03 b5 A 94
929CI6EE 2013, 0992 126 124 97 1Y 45 194 B5 173 b4 04 59 9 %
E6F92FE 2010, 09902 134 14 1054 198 16 192 B9 2133 58 05 53 41
BADAAFE2 2011, 09977 142 14 1054 397 135 72 28 37 38 56 09 44 7 19
DTONXC 2012 0993 15 14 %2 11 1 171 25 15 31 5 03 46 2 W
3682488 2014, 09%7 123 12 %9 35 52 83 96 26 32 92 04 §7 7109
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