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1. UVOD

Aroma je jedan od glavnih faktora koji utje¢e na kvalitetu vina, a rezultat je medusobnog
djelovanja brojnih hlapljivih spojeva. S obzirom na faze nastanka, spojevi arome dijele se u tri
glavne kategorije: (i) sortnu aromu, koja potjeCe od same sirovine, odnosno grozda; (ii)
fermentacijsku aromu, koja nastaje tijekom alkoholne i jabu¢no-mlije¢ne fermentacije; te (iii)
aromu starenja, koja je rezultat cuvanja vina u drvenim ba¢vama ili bocama, gdje se aromatski
spojevi ekstrahiraju iz drva bacve ili nastaju kao posljedica enzimskih i kemijskih reakcija.
Koncentracija spojeva arome ovisi o brojnim faktorima, kao Sto su agroklimatski uvjeti, sama

sorta i stupanj zrelosti grozda te uvjeti vinifikacije.

Fermentacijska aroma kvantitativno je najznacajnija kategorija spojeva arome vina, s
obzirom da tijekom alkoholne i jabu¢no-mlijecne fermentacije nastaje preko 50 % ukupnih
spojeva arome. Vecina tih spojeva nastaje kao rezultat metabolizma kvasaca, iz raznih
nehlapljivih i nemirisnih prekursora. Pritom koncentracija sintetiziranih spojeva arome u
najve¢oj mjeri ovisi o udjelu prekursora, samom soju kvasca koji provodi alkoholnu
fermentaciju, temperaturi fermentacije te drugim tehnoloskim postupcima, kao Sto je

primjerice primjena postupka maceracije.

Spojevi arome vina identificiraju se i kvantificiraju primjenom tehnike plinske
kromatografije (GC, engl. gas chromatography), gdje se smjesa hlapljivih spojeva razdvaja na
pojedinacne komponente primjenom razli¢itih stacionarnih faza (kolona), te eluiraju uz pomoc¢

inertnog plina nosioca i odgovarajuéeg temperaturnog programa.

Cilj ovog rada bila je izrada bazdarnih krivulja za predstavnike fermentacijske arome vina:
estere i viSe alkohole. Osim toga, cilj je bio i primijeniti izradene kalibracijske krivulje za analizu
fermentacijske arome mladog crnog vina Portugizac. Pritom su spojevi arome analizirani
primjenom plinske kromatografije s masenom detekcijom uz prethodnu mikroekstrakciju na
Cvrstoj fazi (SPME-GC/MS).



2. TEORIJSKI DIO

2.1. AROMA VINA

Vino je jedan od najkompleksnijih proizvoda prema sastavu hlapljivih aromatskih spojeva
(Jelen i Szczurek, 2010). Aromu vina tvori vise od 800 hlapljivih spojeva, od ¢ega samo nekoliko
desetina doprinosi samom mirisu vina (Panighel i Flamini, 2014). Razlike u karakteristikama
odredenih aroma mogu se objasniti razli¢itim omjerima koncentracija hlapljivih spojeva i
njihovih senzorskih pragova osjetljivosti. Pritom senzorski prag osjetljivosti predstavlja najnizu
koncentraciju pojedinog spoja koja stvara uocljivu razliku u aromi ili okusu (Noble, 1988).
Omijer koncentracije pojedinog spoja u vinu i njegovog senzorskog praga osjetljivosti rezultira
tzv. OAV (engl. odor activity value) vrijednosti, odnosno broju koji na vrlo lak nacin omogucava
procjenu doprinosa svakog spoja aromi vina: u slu¢aju da je OAV=> 1 zakljuCujemo da pojedini
spoj utjece na miris vina, dok vrijednost manja od 1 oznacava spojeve koji nemaju direktan

utjecaj na sam miris vina (Bosch-Fusté i sur., 2007).

NajcéeS¢a podjela hlapljivih spojeva u vinu je, prema fazama nastanka, na sljedece

kategorije:

e sortna aroma — spojevi arome koji potjecu iz grozda,

o fermentacijska aroma — spojevi arome koji nastaju metabolizmom kvasca i bakterija
tijekom alkoholne i jabu¢no-mlije¢ne fermentacije,

e aroma starenja — spojevi arome koji nastaju raznim fizikalnim i kemijskim

reakcijama koje se odvijaju u drvu ili boci (Bosch-Fusté i sur., 2007).

2.1.1. Sortna aroma vina

Sortna aroma obuhvaca spojeve koji potjeCu iz grozda i one koji nastaju tijekom primarne
obrade grozda (ruljanje, muljanje, maceracija i preSanje) kroz kemijske i enzimsko-biokemijske
reakcije. Najznacajniji predstavnici ove skupine spojeva su monoterpeni pri cemu je nekoliko
desetaka ovih spojeva identificirano u raznim sortama grozda, kao i njihovim vinima. Od
najvece vaznosti su linalol, geraniol, nerol, citronelol i a-terpineol. Ovi spojevi, kao i njihovi
oksidi, derivati furana i pirana, prvenstveno su nositelji sortne arome muskatnih vina, gdje je
utvrden raspon njihovih koncentracija od 5 do 30 mg/L (Pisarnitskii, 2001). Nadalje, primarni

aromatski spojevi koji mogu imati velik doprinos aromi vina i usko su vezani s kvalitetom bijelih



vina te se mogu Kkoristiti za razlikovanje monosortnih vina su, osim terpena, C6 spojevi (npr.
trans-2-heksenal, 1-heksanol, cis-3-heksen-1-ol i frans-2-heksen-1-ol) te C13-norizoprenoidi
(npr. B-damaskenon, a- i B-ionon) (Zalacain i sur., 2007). Spojevi primarne arome, njihov
senzorski prag osjetljivosti i koncentracije detektirane u vinima prikazani su u tablici 1.

Tablica 1. Popis pojedinacnih spojeva sortne arome s njihovim rasponom koncentracija u vinu,
senzorskim pragom osjetljivosti i opisom arome (Zalacain i sur., 2007; Swiegers i sur., 2005;
Francis i Newton, 2005; Komes i sur., 2006; Tao i Li, 2009)

Raspon Senzorski prag
Ime spoja koncentracija u osjetljivosti Opis arome
vinu (pg/L) (Hg/L)
Linalol 12,5-250 25 Cvjetna, lavanda, ruza
Geraniol 15-300 30 Ruza, slatka
Nerol 7,5-150 15 Biljna
B-citronelol 9-180 18 Citronela
a-terpineol 125-2500 250 Menta, biljna
B-damaskenon 0,025-0,5 0,05 Jabuka, ruza, med
a-ionon 1,3-26 2,6 Malina, slatka
B-ionon 0,045-0,9 0,09 Morska trava, ljubicica
trans-2-heksenal 0,3-6 0,6 Biljna
trans-2-heksen-1-ol 7,5-150 15 Zelena trava, biljna

Cimbenici koji utje¢u na formiranje primarnih aroma su prvenstveno agroklimatski uvjeti
(svjetlo, padaline, temperatura, polozaj vinograda i vrsta tla) i sama sorta grozda te stupanj
zrelosti i prinos grozda, odnosno udio spojeva s dusikom, koji su prekursori arome. Spojevi
sortne arome najcesce se opisuju kao: cvjetna, vocna, povrtna aroma odnosno miris po medu

i na svjeze grozde (muskat) (Pisarnitskii, 2001).

2.1.2. Fermentacijska aroma vina

Spojevi fermentacijske arome nastaju tijekom alkoholne i jabu¢no-mlijecne fermentacije.
Opcenito, fermentacija je oblik metabolizma u kojem se oslobada energija, a u kojem su i
supstrat (pocetni davatelj elektrona) i nusprodukt (konacni akceptor elektrona) organski
spojevi. Od disanja se, u osnovi, razlikuje po tome Sto ne zahtijeva sudjelovanje molekularnog
kisika (Jackson, 2008). Fermentacijski produkti pruzaju pozadinu aromi svakog vina

(Pisarnitskii, 2001). Iako postoje mnogi biokemijski putevi fermentacije, najceséi je onaj koji
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provodi kvasac Saccharomyces cerevisiae — alkoholna fermentacija. U alkoholnoj fermentaciji
etanol djeluje kao konacni akceptor elektrona, dok je glukoza preferirani donor elektrona. Iako
S. cerevisiae posjeduje sposobnost disanja, pretezno fermentira, ¢ak i u prisutnosti kisika.
Vecina organizama je sposobna fermentirati Secere, ali oni ¢e to Ciniti samo u uvjetima
nedostatka kisika. Takvo ponasanje djelomicno proizlazi iz toksicnog djelovanja uobicajenih
krajnjih produkata fermentacije, poput mlijecne kiseline i etanola. Pored toga, fermentacija je
popriliéno neucinkovit nacin oslobadanja energije. Na primjer, alkoholna fermentacija pretvara
tek oko 6 do 8 % energije kemijske veze glukoze u lako dostupnu metabolicku energiju (ATP
— adenozin trifosfat). Velik dio energije ostaje vezan u krajnjem akceptoru elektrona — etanolu
(Jackson, 2008).

Najvazniji predstavnici fermentacijske arome su visi alkoholi, esteri, karbonilni spojevi,

hlapive masne kiseline te hlapljivi fenoli, a u nastavku ¢ée biti detaljnije opisani.

2.1.2.1.  Visi alkoholi

Alkoholi s vise od dva ugljikova atoma obi¢no se nazivaju visim alkoholima. Mogu biti
prisutni u zdravom grozdu, ali rijetko se pojavljuju u znacajnim koli¢éinama. Pritom su iznimka
heksanoli, koji doprinose mirisu po vegetativnom, a koji su prisutni u visSim koncentracijama
ve¢ u samom grozdu. Ostali znacaijni visi alkoholi koji potjecu iz grozda, a ostaju nepromijenjeni
nakon alkoholne fermentacije su: 2-etil-1-heksanol, benzil alkohol, 2-feniletanol, 3-oktanol i 1-
okten-3-ol. Medutim, vecina visih alkohola, koji se nalaze u vinu, su nusproizvod fermentacije
kvasca (Panighel i Flamini, 2014; Jackson, 2008).

Visi alkoholi nastaju metabolizmom Secera u kvascima (anabolickim putem), kao i
katabolicki ili Ehrlichovim putem razgradnje aminokiselina (reduktivna denitrifikacija) (Jackson,
2008; Panighel i Flamini, 2014). Njihova je sinteza usko vezana s proizvodnjom etanola. Obi¢no
Cine oko 50 % aromaticnih sastojaka vina, ne ukljucujuéi etanol (Panighel i Flamini, 2014).
Podijeljeni su u dvije kategorije: (i) alifatski i (ii) aromatski, a izuzetno su vazni u vinu i
destilatima. Alifatski alkoholi ukljuuju propanol, izoamil alkohol, izobutanol i amil alkohol.
Aromatski alkoholi se sastoje od 2-feniletil alkohola i tirosola. Kvantitativno najvazniji visi
alkoholi su: 1-propanol, 2-metil-1-propanol (izobutil alkohol), 2-metil-1-butanol i 3-metil-1-
butanol (izoamil alkohol) (Swiegers i sur., 2005), a najées¢e imaju snazan, opor miris (Panighel
i Flamini, 2014). 2-feniletanol (fenetil alkohol) je najvazniji fenolni derivat (Panighel i Flamini,
2014). Visi alkoholi s razgranatim lancem, kao npr. Famil alkohol, amil alkohol i ~butanol,

sintetiziraju se u stanici kvasca Ehrlichovim putem, koji ukljucuje razgradnju aminokiselina



razgrantog lanca (leucina, izoleucina i valina) (Swiegers i sur., 2005; Jackson, 2008; Panighel
i Flamini, 2014).

Na stvaranje visih alkohola tijekom fermentacije znacajno utjece primijenjena vinarska
praksa (Jackson, 2008). Prvenstveno, koncentracija aminokiselina (prekursora za vise
alkohole) u mostu utjece i na vecu proizvodnju visih alkohola, gdje se ukupna proizvodnja visih
alkohola povecava kako raste koncentracija odgovarajué¢ih aminokiselina (Swiegers i sur.,
2005). Nadalje, koncentracija etanola, temperatura fermentacije, pH i sastav mosta, aeracija,
koli¢ina krutih Cestica, sorta i zrelost grozda te vrijeme kontakta s pokozicom grozda takoder
utje€u na koncentraciju visih alkohola u kona¢nom proizvodu — vinu (Jackson, 2008; Panighel
i Flamini, 2014; Swiegers i sur., 2005).

U malim koncentracijama (<300 mg/L) visi alkoholi u pravilu doprinose kompleksnosti
arome vina, dok pri visSim koncentracijama (> 400 mg/L) nadvladavaju sam miris vina te imaju
negativan utjecaj (Jackson, 2008; Panighel i Flamini, 2014). U tablici 2 navedeni su

najznacaijniji visi alkoholi u vinu i njihov raspon koncentracija te opisi njihove arome.

Tablica 2. Popis pojedinacnih spojeva visih alkohola s njihovim rasponom koncentracija u vinu,
senzorskim pragom osjetljivosti i opisom arome (Francis i Newton, 2005; Wang i sur., 2016;
Komes i sur., 2006; Fang i Qian, 2006; Vilanova i Martinez, 2007; Pino i Queris, 2010;
Makhotkina, 2011; Swiegers i sur., 2005)

Raspon Senzorski prag
Ime spoja koncentracija u osjetljivosti Opis arome
vinu (mg/L) (mg/L)
1-heksanol 4-80 0,8 smola, cvjetna, biljna
2-etil-1-heksanol 0,0088-2,4 8 biljna, cvjetna, citrus
Benzil alkohol 1,11-2,01 0,62 przeno, tostirano
2-feniletanol 10-80 7,5 Ruza, med, ljiljan
1-propanol 9-68 500 Omamljujuci, opor
Izobutil alkohol 9-100 500 Alkoholni, gorko
2-metil-1-butanol 0,001-0,01 40 alkoholni
Izoamil alkohol 16,5-472 30 Viski, slad, lak za nokte
Cis-3-heksen-1-ol 0,2-4 0,4 Biljna

Visi alkoholi takoder imaju neizravnu ulogu u razvoju vinskog bougueta, karakteristicnog
za vina nakon dugog perioda starenja. Reakcijama s organskim kiselinama visi alkoholi

povecavaju broj estera koji se nalaze u vinu. Tijekom fermentacije nastajanje estera odvija se



rapidno pod kontrolom enzima kvasca. Odredene reakcije esterifikacije se nastavljaju odvijati

tijekom starenja vina, ali mnogo sporijim, neenzimskim tempom (Jackson, 2008).

2.1.2.2. Acetali

Acetali nastaju reakcijom acetaldehida s hidroksilnom grupom etilnog alkohola, a visi
acetali iz drugih alkohola i aldehida (Isac-Garcia i sur., 2016). Obi¢no se proizvode tijekom
starenja i destilacije te doprinose senzorskom atributu nalik povréu. Iako je vise od 20 acetala
izolirano iz vina, njihova koncentracija i hlapljivost sugeriraju da imaju malen senzorski utjecaj

u vinima (Jackson, 2008).

2.1.2.3.  Esteri

U vinu se veina estera nalazi samo u tragovima, tako da su individualno prisutni u
koncentracija nizim od osjetilnog praga, dok kumulativho uglavhom ne prelaze koncentracije
viSe od 100 mg/L (Sumby i sur., 2010; Jackson, 2008). Bez obzira na to, ova skupina spojeva
je, nakon vode, etanola i visih alkohola, sljede¢a najznacajnija skupina, a od velikog su znacaja
za profil arome vina (Sumby i sur., 2010). Cinjenica da je vedina estera prisutna u
koncentracijama oko njihovog senzorskog praga osjetljivosti ukazuje na to da i male promjene

koncentracije mogu znacajno utjecati na aromu vina (Jackson, 2008).

Esteri se formiraju kao kondenzacijski produkti izmedu karboksilne skupine organske
kiseline i hidroksilne skupine alkohola ili fenola, uz eliminaciju molekule vode (Sumby i sur.,
2010; Jackson, 2008). Od svih funkcionalnih skupina u vinu, esteri su najzastupljeniji.
Identificirano je preko 160 razlicitih estera u vinu (Jackson, 2008). Esteri su produkt kvasaca
tijekom fermentacije (metabolizam lipida i acetil-CoA), a posebno su znacajni za voénu aromu

vina (Jackson, 2008; Swiegers i sur., 2005).

Esteri se mogu grupirati u ravnolancane (alifatske) ili ciklicke (fenolne) kategorije. Vecinu
fenolnih estera karakteriziraju niski senzorski pragovi osjetljivosti. Unato¢ tome, karakterizira
ih i slaba hlapljivost, a vrlo ¢esto su prisutni samo u tragovima u vinu, Sto ih uglavnom dini
senzorski zanemarivim. Alifatski esteri ¢ine vecu skupinu estera u vinu. Podijeljeni su na estere
mono-, di- i tri-karboksilnih kiselina (ovisno o broju karboksilnih skupina u kiselini) i estere
hidroksi- i okso-kiselina (ovisno sadrzi li masna kiselina hidroksilnu ili ketonsku grupu). Od svih
podjela, smatra se da samo esteri monokarboksilnih kiselina imaju aromatsku vaznost, a

najvazniji su oni na bazi etanola i zasi¢enih masnih kiselina, poput heksanske, oktanske i
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dekanske kiseline, kao i oni na bazi octene kiseline i visih alkohola, poput ~amil i ~butil
alkohola. Opcenito je poznato da su kraci alifatski etilni esteri nositelji voénih nota razliCitih
vrsta (uglavnom tropskog voca, banana, ananasa, ali i jabuke, kruske itd.), a poznatiji su pod
nazivom ,vocni esteri* (Jackson, 2008). Etilni esteri su grupa sa snaznim utjecajem na aromu
vina, s etil acetatom kao kvalitativno najces¢im esterom u vinu, zbog brzine njegovog
nastajanja iz etanola i octene kiseline. Zbog toga ovaj spoj ¢esto doprinosi aromi vina. Pri nizim
koncentracijama (<100 mg/L) daje Zeljenu i voénu notu vinu, no pri vi§im koncentracijama
nositelj je nepoZeljne arome laka za nokte i acetona. Kako se povecava duljina ugljikovodi¢nog
lanca, povecava se sapunasti miris, a estere nastale od C16 i C18 masnih kiselina karakterizira
masna aroma (Sumby i sur., 2010). Glavni etilni esteri koji su karakterizirani vo¢nim i cvjetnim
notama su: etil heksanoat i etil butirat (miris ananasa i kore jabuke), etil oktanoat, etil
dekanoat, etil dodekanoat, ~amil acetat ili 3-metilbutil acetat (miris po banani), benzil acetat
(miris po jabuci), heksil acetat i 2-feniletil acetat (Panighel i Flamini, 2014; Jackson, 2008).
Esteri di- i trikarboksilnih masnih kiselina obi¢no su u vinu prisutni u koncentracijama do 1
mg/L. UnatoC tome, zbog njihovog slabog mirisa, uglavnom nisu aromatski znacajni. Esteri
hidroksi- i okso-kiselina imaju nisku hlapljivost i, prema tome, imaju malu senzorsku ulogu
(Jackson, 2008; Makhotkina, 2011).

Po zavrsetku fermentacije, vocni esteri uglavnom prelaze svoje konstante ravnoteze. Kao
rezultat toga, mnogi acetatni esteri pocinju se hidrolizirati na svoje komponente: alkohole i
octenu kiselinu. Hidrolizi pogoduju vise temperature i nize pH vrijednosti. Za vina koja vecinu
svog mirisa dobivaju iz vocnih estera, starenje rezultira smanjenjem svjezine i kompleksnosti
arome. Suprotno tome, esteri visih alkohola se obi¢no zadrzavaju u stanicama kvasca, umjesto
da se ispustaju u okolni fermentirajuéi most. Kako je njihova koncentracija u vinu obic¢no ispod
njihove konstante ravnoteZze na kraju fermentacije, dolazi do spore sinteze estera visSih
alkohola. To se posebno odnosi na one na bazi razgranatih, kratkolancanih masnih kiselina
(Jackson, 2008).

Opcenito, najznacajniji esteri u vinu su etil acetat (voéna aroma), F~amil acetat, Abutil
acetat (aroma banane), etil kaproat, etil heksanoat (aroma jabuke) i 2-feniletil acetat (med,
vocna, cvjetna aroma) (Swiegers i sur., 2005), a u tablici 3 navedeni su jos neki predstavnici

estera u vinu i njihov raspon koncentracija te opis njihove arome.



Tablica 3. Popis pojedinacnih spojeva estera s njihovim rasponom koncentracija u vinu,
senzorskim pragom osjetljivosti i opisom arome (Francis i Newton, 2005; Makhotkina, 2011;
Swiegers i sur., 2005)

.. Senzorski
Raspon koncentracija
Ime spoja u vinu (crveno vino) . prig . Opis arome
(ng/L) osjetljivosti
(ng/L)
Etil acetat 22500-63500 12264 Ananas, lak za nokte
Izoamil acetat 118-4740 30 Banana, slatka, kruska
2-feniletil acetat 0-18500 250 Cvjetna, ruza, vocna
Izobutil acetat 1-2400 1600 Banana, vocna
Etill izobutirat 9,8-617 15 Slatka, gumena
Etill 2-metilbutirat 1,1-61 18 Jabuka
Etil izovalerat 2,2-138 3 Vocna
Etil butanoat 69,2-1118 20 Jabuka, jagoda, banana
Etil heksanoat 153-2556 14 Kora jabuke, vo¢na
Etil oktanoat 138-820 5 Voéna, masna, sapun
Etil dekanoat 14,5-423 200 Masna, cvjetna, sapun
Dietil sukcinat 3,9-10000 200 000 Vocna

Laktoni su posebna podskupina estera formirana intraesterifikacijom izmedu karboksilne i
hidroksilne skupine maticne molekule. Rezultat te reakcije je stvaranje cikliCkog estera. Kao i
kod ostalih estera, laktoni postoje u ravnoteZi s reaktantima (hidroksi-kiselinom). Vecina
laktona u vinu je gradena od esterificiranih ugljicnih prstena sa Cetiri atoma ugljika. Najceséi
su y-laktoni, gdje je C4 hidroksilna skupina uklju¢ena u esterifikaciju duz lanca. Laktoni mogu
dodi iz grozda, biti sintetizirani tijekom alkoholne fermentacije i starenja vina ili se ekstrahirati
iz hrastove bacve. Oni laktoni dobiveni iz groZzda uglavnom nisu ukljuéeni u razvoj sortnih
mirisa. U ovoj skupini je bitno istaknuti tzv. ,vinski lakton®, kojeg karakterizira drveni, slatki
miris kokosovog oraha. Poznato je 8 stereoizomera vinskog laktona koji imaju izrazito razlicite
pragove koncentracija, od 0,00001 ng/L pa do 1000 ng/L. Vecina laktona u grozdu se sintetizira
tijekom fermentacije, iako se neki stvaraju u grozdu tijekom karbonske maceracije. Nastaju
derivacijom iz amino ili organskih kiselina, osobito glutaminske i jantarne Kkiseline, a
najznacajniji predstavnici su soleron (4-acetil-4-hidrokibutanska kiselina-y-lakton) i pan-
tolakton (2,4-dihidroksi-3,3-dimnetilbutanska kiselina-y lakton) (Jackson, 2008).



2.1.2.4.  Hlapljivi fenoli

Hlapljivi fenoli nastaju iz prekursora, hidroksicimetnih kiselina, koje su prirodno prisutne u
mostu i vinu, a predstavljaju relativno brojnu skupinu spojeva, od kojih neke imaju snaznu
mirisnu aktivnost koja moZe utjecati na aromu brojnih fermentiranih pi¢a. U mostu se nalaze
tek u tragovima, a pretezno ih proizvode kvasci tijekom fermentacije (Castro Mejias i sur.,
2003; Swiegers i sur., 2005). Brettanomyces bruxellensis odavno je prepoznat kao Cest
kontaminant u vinu zbog svojih produkata neuobicajenih aromatskih svojstava (konjski znoj,
miris po staji i spaljenoj plastici), koji znacajno smanjuju kvalitetu vina. MoZe koristiti nekoliko
izvora ugljika, ukljucujuéi etanol. Kvasac proizvodi Sirok spektar metabolita, od kojih su
najznacajniji octena kiselina i etilfenoli, poput 4-etilfenola i 4-etilgvajakola. 4-etilfenol i 4-
etilgvajakol dva su spoja koja su posebno povezana s prisutnoscu i aktivnoS¢u ovog kvasca u
vinu (Conterno i sur., 2006). Postupci za kontroliranje nastanka nezeljene arome djelovanjem
kvasca B. bruxellensis su temeljito CiSCenje i odrzavanje higijene u vinariji, regulacija pH,
koristenje sumporovog dioksida, smanjeno izlaganje mosta kisiku i koristenje nekontaminiranih
bacvi (Wedral i sur., 2010).

Najvazniji hlapljivi fenoli koji mogu biti prisutni u vinu su vinilfenoli u bijelim vinima i
etilfenoli u crnim vinima. Neki od ovih spojeva imaju neugodne mirise te mogu utjecati
negativno na kvalitetu vina. Etilfenoli (4-etilfenoli i 4-etilgvajakol) su nositelji arome nalik na
mokru kozu i konjski znoj, dok su vinilfenoli (4-vinilfenol i 4-vinilgvajakol) odgovorni za aromu
na teske farmaceutske mirise (Castro Mejias i sur., 2003; Swiegers i sur., 2005). Hlapljivi fenoli
imaju relativno nizak senzorski prag detekcije i stoga se lako otkriju (Swiegers i sur., 2005). U
tablici 4 navedeni su najznacajniji hlapljivi fenoli u vinu i njihov raspon koncentracija te opis

njihove arome.

Tablica 4. Popis pojedinacnih spojeva hlapljivih fenola s njihovim rasponom koncentracija u

vinu, senzorskim pragom osjetljivosti i opisom arome (Farina i sur., 2007; Rapp, 1998)

Raspon koncentracija | Senzorski prag
Ime spoja u vinu (crveno vino) osjetljivosti Opis arome
(ng/L) (ng/L)
4-etilfenol 9-588 605* Po konju
4-etilgvajakol 11-290 110%* Po dimu, vaniliji, klincicu
4-vinilfenol 0-1150 770%* Medicinski, miris plastike
4-vinilgvajakol 0-496 440** Po dimu, vaniliji, klincicu

* prag osjetljivosti u crnim vinima
** prag osjetljivosti u bijelim vinima



2.1.2.5.  Karbonilni spojevi (aldehidi i ketoni)

Aldehidi su vazni karbonilni spojevi prisutni u raznim bioloskim sustavima. Vazni izvori
aldehida su alkoholna fermentacija i procesi lipidne oksidacije. Neki aldehidi su vazni spojevi
arome jer imaju izuzetnu kvalitetu mirisa s izrazito niskim senzorskim pragovima osjetljivosti
(Schmarr i sur., 2008). Ukupno su 24 razlicita aldehida (uglavnom alkila) identificirana u
vinima. Mogu se formirati tijekom proizvodnje vina ili biti ve¢ prisutni u grozdu. Opcenito su
C6 aldehidi (heksanal, (E)-2-heksenal, (Z)-3-heksenal i (Z)-2-nonenal) odgovorni za zelenu,
zeljastu i ponekad gorku aromu vina. Oni su uglavhom posljedica enzimskog cijepanja
oksidirane linoleinske i linolenske kiseline tijekom muljanja grozda prije fermentacije (Panighel
i Flamini, 2014).

Acetaldehid je glavni karbonilni spoj koji se nalazi u vinu, a detektiran je u koncentracijama
u rasponu od 10 do 75 mg/L. Karakterizira ga senzorski prag osjetljivosti od 100 mg/L. Aldehidi
doprinose aromi vina s deskriptorima poput ,trule jabuke" i ,,orasastih plodova", ali vrlo ¢esto
su znak oksidacije vina. U vinu se koli¢ina acetaldehida moze s vremenom povecati zbog
oksidacije etanola, aktivnosti filma kvasca i aeracije. Koncentracija acetaldehida se takoder
povecava s porastom temperature fermentacije. Kao posljednji prekursor prije stvaranja
etanola, acetaldehid je jedan od glavnih metabolickih intermedijera u fermentaciji kvasca.
Piruvat, krajnji produkt glikolize, pretvara se u acetaldehid djelovanjem enzima piruvat
dehidrogenaze. Acetaldehid se potom pretvara u etanol pomocu enzima alkohol
dehidrogenaze. U crnim vinima acetaldehid moze pridonijeti kompleksnosti arome, u uvjetima

dok je prisutan u koncentracijama nizim od 100 mg/L (Swiegers i sur., 2005).

Drugi vazan karbonilni spoj u vinu je diacetil, kojeg karakterizira aroma maslaca. Diacetil
je diketon, koji vinu daje masnu aromu. U malim koncentracijama moze se opisati kao orasast
ili tostiran. Prag osjetljivosti diacetila iznosi 0,2 mg/L. Iako kvasci biosintetiziraju nesto diacetila
(0,2-0,3 mg/L) u vinu, najveta koncentracija potjeCe iz metabolicke aktivnosti bakterija
mlijeCne kiseline tijekom jabucno-mlijeCne fermentacije (Swiegers i sur., 2005; Francis i
Newton, 2005).

2.1.2.6.  Hlapive masne kiseline

Prisutnost masnih kiselina u vinu primarno dolazi iz metabolizma kvasaca i bakterija.
Tijekom alkoholne fermentacije, kvasci stvaraju male kolic¢ine kapronske (C6), kaprilne (C8) i
kaprinske (C10) kiseline. Te masne kiseline (C6 do C10) karakterizira mlije¢ni miris, miris na

koze i obi¢no su prisutne u koncentracijama iznad senzorskog praga osjetljivosti u slucaju
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mikrobioloskog kvarenja vina (Makhotkina, 2011). Hlapive masne kiseline mogu imati pozitivhe
i negativne ucinke na aromu i okus, ovisno o koncentraciji, vrsti i stilu vina (Swiegers i sur.,
2005).

Koncentracija hlapivih kiselina u vinu obi¢no je izmedu 500 i 1000 mg/L (10-15% ukupnog
sadrzaja kiselina), a octena kiselina ¢ini oko 90 % hlapivih masnih kiselina. Ostatak hlapivih
kiselina, uglavhom propionska i kapronska, nastaju kao rezultat metabolizma masnih kiselina
kvasaca i bakterija (Swiegers i sur., 2005). Octena kiselina je od posebnog znacaja. U
povisenim koncentracijama daje vinu karakter poput octa, a postaje nepoZelina u
koncentracijama od 0,7 do 1,1 g/L, dok joj je optimalna koncentracija izmedu 0,2 i 0,7 g/L
(Swiegers i sur., 2005; Makhotkina, 2011). Koncentracije kapronske, kaprilne i kaprinske
kiseline u vinu ovise o soju kvasca, uvjetima fermentacije i sastavu mosta (Panighel i Flamini,
2014). U tablici 5 su navedene hlapive masne kiseline, uz raspon koncentracija u vinu,

deskriptore arome i senzorski prag osjetljivosti.

Tablica 5. Popis pojedinacnih spojeva karboksilnih kiselina s njihovim rasponom koncentracija
u vinu, senzorskim pragom osjetljivosti i opisom arome (Francis i Newton, 2005; Swiegers i
sur., 2005; Makhotkina, 2011)

Raspon Senzorski
) koncentracija u prag .
Ime spoja vinu (crveno vino) | osjetljivosti Opis arome
(ng/L) (ng/L)
Izobutanska kiselina 434-7682 2300 UZeglo, maslac, sir
3-metilbutanska kiselina 305-3507 33,4 Znoj, kiselo, uzeglo
Octena kiselina 69110-489370 200000 Kiselo
Butanska kiselina 434-4719 173 UzZeglo, sir, zoj
Propanska kiselina 34830-113400 8100 Oporo, uzeglo
Heksanska (kapronska) 853-9240 420 Znoj, u¥eglo, masno
kiselina
Oktanska (kaprina) 562-13000 500 Znoj, sir, uzeglo
kiselina
Dekansk-a (I.<apr|nska) 62,1-2100 1000 UZeglo, masno
kiselina
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2.1.3. Aroma starenja vina

Aroma starenja ili postfermentacijska aroma javlja se kao rezultat dozrijevanja i starenja
vina, a oblikuje se kroz enzimske i fizikalne reakcije vina u drvu ili u boci (Vilanova i sur., 2010;
Jackson, 2008). Starenje u drvenim bacvama proces je koji se koristi za stabilizaciju boje i
poboljSanje senzorskih karakteristika vina (Panighel i Flamini, 2014). Formiranje tzv. bouqueta
vina odvija se oksidacijom ve¢ postoje¢ih komponenti primarne ili sekundarne arome i/ili
kemijskom odnosno fizikalnom ekstrakcijom sastojaka iz drveta bacve (Jackson, 2008). Mnogi
spojevi se prenose iz drveta bacve u vino: polifenoli, laktoni, kumarini, polisaharidi,
ugljikovodici i masne kiseline, terpeni, C13-norizoprenoidi, steroidi, karotenoidi i furani
(Panighel i Flamini, 2014). Znacajne su reakcije izmedu aminokiselina i Secera u vinu, koje
dovode do formiranja spojeva poput melanoida i visih aldehida, koji dijelom stupaju u reakciju
s nekim alkoholima tvoreci acetale, hlapive spojeve vrlo finog mirisa (Jackson, 2008). Od
znaCaja su i derivati vanilina i vitispirani, od kojih je najznacajniji 1,1,6-trimetil-1,2-
dihidronaftalen (TDN), koji je nositelj arome po kerozinu i tartufima. Koncentracija TDN-a se
znacajno povecava tijekom starenja vina (Silva Ferreira i Guedes de Pinho, 2004). Indirektnu
ulogu u oblikovanju tzv. bougueta vina imaju visi alkoholi, koji pri nizim koncentracijama (0,3
g/L ili manje) opcenito doprinose kompleksnosti, a reakcijama s kiselinama povecavaju ukupni
broj estera prisutnih u vinu. Masne kiseline takoder pridonose sloZenosti vinskog bougueta, ali
nakon odredene koncentracije imaju negativan utjecaj (Jackson, 2008).

Tijekom starenja vina dolazi do znacajnih promjena arome. Najveci problem predstavlja
oksidacija vina tijekom koje dolazi do vaznih promjena poput posmedivanja odnosno promjene
boje. No vrlo Cesto dolazi i do narusavanja kvalitete vina, ¢ak i prije promjene boje, zbog
nastajanja nepozeljnih mirisa tijekom oksidacije. Spojevi odgovorni za aromu starih, oksidiranih
vina su 2-nonenal, eugenol, benzaldehid i furfural (Escudero i sur., 2002). Kemijske promjene
uzrokuju gubitak svjezih i vocnih aroma vina, prvenstveno reakcije hidrolize i oksidacije.
Hidrolizom dolazi do smanjenja koncentracije acetatnih i etilnih estera odgovornih za voéne
karakteristike vina (Garde-Cerdan i sur., 2008).
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2.2, METODE ANALIZE AROME VINA

Aromatski spojevi su Cesto prisutni u vrlo niskim koncentracijama i karakteriziraju ih vrlo
niski osjetilni pragovi (izmedu ng/L i ug/L). Tvari arome su vazne u vinu jer doprinose kvaliteti
konacnog proizvoda. Kombinacija razliCitih tvari arome poput alkohola, estera, organskih
kiselina, aldehida, ketona i terpena oblikuje karakter svakog vina i razlikuje jedno vino od
drugog. Radi boljeg razumijevanja ove kompleksne problematike, bitno je poznavati

koncentracije pojedinih spojeva arome, kao i njihove medusobne omijere.

Analiza spojeva arome obuhvaca primjenu plinske kromatografije (GC, engl. gas
chromatography) s raznim detektorima, najeS¢e masenim detektorom (MS, engl. mass
spectrometry). Opcenito, GC/MS je sinergisticka kombinacija dviju moc¢nih mikroanalitickih
tehnika (Sparkman i sur., 2011). Plinski kromatograf odvaja komponente smjese u vremenu,
a maseni spektrometar daje informacije koje pomazu u strukturnoj identifikaciji svake
komponente (Sparkman i sur., 2011; Wozniak i sur., 2020). Ova kombinacija ima nekoliko
prednosti: (i) omogucuje razdvajanje komponenti sloZzene smjese tako da se maseni spektri
pojedinih spojeva mogu dobiti za kvalitativne svrhe; (ii) moZe dati kvantitativne informacije o
tim istim spojevima (Sparkman i sur., 2011). Prema nacelima ,zelene analiticke kemije", GC
metoda povezana s MS detektorom najatraktivnija je metoda jer mobilna faza u GC-temeljenim
metodama ne moze uzrokovati onecis¢enje okoliSa, s obzirom da se radi o inertnom plinu.
Stoga se posvecuje velika paznja razvoju postupaka temeljenih na GC/MS metodi zbog dobre
selektivnosti i osjetljivosti ove tehnike za odredivanje analita prisutnog u tragovima u
kompleksnim bioloskim smjesama, poput vina. Takoder se smatra da su GC metode jeftinije i
ekoloski prihvatljivije od analiza temeljenih na tekucinskoj kromatografiji (LC, engl. liguid
chromatography). Tehnike ionizacije masene spektrometrije koje zahtijevaju analite u plinskoj
fazi idealne su za GC/MS jer je hlapljivost uzorka zahtjev plinske kromatografije (Wozniak i
sur., 2020). GC/MS tehnika je ograni¢ena na analite koji nisu samo hlapljivi i termalno stabilni,
ve¢ mogu podnijeti i teSke uvjete raspodjele plinskog kromatografa. Cak i uz ovo ogranicenje,
velik je broj komponenti koje se mogu odvojiti iz kompleksnih smjesa i identificirati pomocu
GC/MS tehnike. Osim toga, spojevi koji postoje samo u plinskoj fazi pri temperaturama nizim
od 100°C ne mogu biti odvojeni i ionizirani primjenom drugih tehnika osim GC/MS-a (Sparkman
i sur., 2011). Medutim, prije same kromatografske analize nuzno je provesti adekvatnu

pripremu uzorka, odnosno ekstrakciju spojeva arome.

Upravo zbog toga je razvijeno nekoliko analitickih metoda za ekstrakciju spojeva arome
vina. One obuhvacaju tzv. dinamicko headspace uzorkovanje, ekstrakciju tekuée-tekuce (LLE,

engl. liquid-liquid extraction), ekstrakciju u Cvrstoj fazi (SPE, engl. solid-phase extraction),
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istodobnu ekstrakciju i destilaciju te superkriti¢nu fluidnu ekstrakciju. Svaki od ovih postupaka
ima svoje prednosti i nedostatke. Vecina ovih metoda su dugotrajne, a ukljucuju iscrpne korake
koncentriranja, upotrebu Stetnih organskih otapala, kao i plinski kromatograf opremljen s
uredajima za headspace uzorkovanje (Demyttenaere i sur., 2003; Panighel i Flamini, 2014).
Tehnike koje ne zahtijevaju niti upotrebu otapala niti dugotrajnu pripremu uzorka, kao Sto su
mikroekstrakcija u ¢vrstoj fazi (SPME, engl. solid-phase microextraction) ili ekstrakcija pomocu
sorbensa nanesenog na magnet za mijeSanje (SBSE, engl. stir-bar sorptive extraction), su

uspjesno primijenjene za profiliranje arome vina (Zalacain i sur., 2007).

2.2.1. Ekstrakcija SPME tehnikom

SPME su 1990. godine razvili Pawliszyn i sur., a svake godine tisuce radova opisuju razlicite
aspekte ovog pristupa i primjene na razlicitim poljima (kemijska analiza, bioanaliza, znanost o
hrani, znanosti o okoliSu, farmaceutske i medicinske znanosti) (Panighel i Flamini, 2014).
Primjena SPME u analizi vina najprije se fokusirala na analizu ostataka pesticida i ostalih
kontaminanata (Demyttenaere i sur., 2003) te na studije sa standardnim otopinama (Rocha i
sur., 2001). U novije vrijeme SPME se koristi za sortnu karakterizaciju vina i u analizi vinskog
bouqueta koristeci razlicita vlakna. SPME se takoder primjenjuje za odredivanje specificnih
spojeva u tragovima, poput diacetila, hlapljivih i slabo hlapljivih sulfida i disulfida, laktona od
hrastovine u vinima starenim u bacvama, spoja iz ¢epova poput TCA (2,4,6-trikloranisol) i sl.
(Demyttenaere i sur., 2003).

Prednosti SPME tehnike su brojne, a najvaznije su da je primjena otapala u potpunosti
eliminirana, a vrijeme ekstrakcije moze se smanijiti na svega nekoliko minuta. Od ostalih
prednosti SPME metode vrijedi istaknuti: visoku osjetljivost i ponovljivost, brzinu,
jednostavnost, niski troSak, mogucnost automatizacije uzorkovanja, a pogodna je za
ekstrakciju i koncentriranje velikog broja hlapljivih i poluhlapljvih spojeva iz vodenih otopina
(Arthur i Pawliszyn, 1990; Panighel i Flamini, 2014; Demyttenaere i sur., 2003). U ovom
postupku se vlakna malog promjera, prekrivena stacionarnom fazom, stavljaju u vodeni
uzorak. Analit prelazi u stacionarnu fazu i potom se termalno desorbira u injektoru plinskog
kromatografa. SPME zahtjeva mali volumen uzorka, a spajanjem plinske kromatografije i
masene spektrometrije (GC/MS) omogucena je visoka osjetljivost detekcije spojeva. 1z tih
razloga se ova tehnika koristi za proucavanje profila hlapljivosti raznih sorta voéa, povréa i
pi¢a, ukljucujuéi grozde i vino (Panighel i Flamini, 2014; Demyttenaere i sur., 2003).
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2.3. Razvoj metode

Prilikom razvoja metode potrebno je uzeti u obzir samu prirodu uzorka, metodu
injektiranja, tip detektora, plin nositelj i samu kolonu kao stacionarnu fazu. Analizirani spojevi
moraju imati zadovoljavajucu hlapljivost i termalnu stabilnost. Takoder je iznimno vazna i
Cistoca uzorka (Jones, 2010). Cilj razvoja metode je izrada kalibracijskih krivulja, odnosno
mogucnost koristenja metode za kvantitativhu analizu nepoznatih uzoraka. Sama izrada
kalibracijskih  krivulja podrazumijeva upotrebu dCistih standarada, pripremu otopina
odgovarajucih koncentracija te analizu otopina s rastuc¢im koncentracijama pojedinog uzorka,
a regresijskom analizom se obraduju dobiveni rezultati i odreduje uspjeSnost samog postupka
kalibracije.

Opcenito, regresijska analiza je deterministicki model, koji omogucava predvidanje
vrijednosti za ovisnu varijablu (Y) kada je poznata neovisna varijabla (X). Model odreduje vrstu
odnosa izmedu X i Y. Eksperimentalne vrijednosti rijetko odgovaraju matematickom modelu,
a postoje i razlike izmedu promatranih i predvidenih vrijednosti koje daje model, a koje se
nazivaju rezidualima. Zbroj kvadrata reziduala mora se svesti na Sto manju mogucu mjeru da
bi se Sto bolje procijenili parametri modela, a to se moze uciniti upotrebom ,metode najmanijih
kvadrata®™ (Moosavi i Ghassabian, 2018). Najjednostavniji regresijski model je linearni model u
kojem je odnos X (poznat bez pogreske) i Y (poznat s pogreskom) ravna linija, Y = aX + b,
gdje je a nagib pravca, a b odsjeCak na y-osi. Odnos izmedu odgovora instrumenta i poznate
koncentracije analita (standarda), koji se koristi kao kalibracijska krivulja, moze se objasniti
slicnim regresijskim modelom. Pretpostavka za ovaj model je da je pogreska mjerenja ista i
normalno distribuirana za svaki uzorak (Moosavi i Ghassabian, 2018). Kalibracijska krivulja je
regresijski model koji se koristi za predvidanje nepoznatih koncentracija analita od interesa na
temelju odgovora instrumenta na poznate standarde. Linearnost kalibracijske krivulje obic¢no
se izrazava koeficijentom korelacije (r) ili koeficijentom determinacije (r?). Koeficijent korelacije
blizak vrijednosti 1 (r=1) smatra se dokazom da je kalibracijska krivulja linearna (Moosavi i
Ghassabian, 2018). Specifican pokazatelj reprezentativnosti regresije jest koeficijent
determinacije r?. Koeficijent determinacije je broj vedi ili jednak nuli, ali maniji ili jednak broju

jedan. Model je to reprezentativniji, Sto je koeficijent determinacije blizi jedinici.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. MATERIJALI
3.1.1. Uzorci vina

Uzorci vina Portugizac su izuzeti iz vinarija, a proizvedeni su tijekom berbe 2019. godine
tradicionalnim nacinom proizvodnje crnih vina (ruljanje/muljanje, maceracija i alkoholna

fermentacija, preSanje, dozrijevanje).

3.1.2. Kemikalije

Za mikorekstraciju na cvrstoj fazi i izradu kalibracijskih krivulja metodom plinske

kromatografije s masenom detekcijom (SPME-GC/MS), upotrijebljene su sljede¢e kemikalije:

e Etil acetat, Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD

e Etil butanoat, Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD

e /amil acetat, Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD

e Etil heksanoat, Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD

e Etil oktanoat, Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD

e Etil dekanoat, Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD

o 2-feniletil acetat, Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD
e Dietil sukcinat, Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD

e Fbutanol, Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD

e /amil alkohol, Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD

e 1-heksanol, Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD

e 2-feniletanol, Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD

e namil alkohol, Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD

e Etanol, HPLC grade, J. T. Baker, Deventer, Nizozemska
¢ Natrijev klorid, p.a., Carlo Erba Reagents, Val de Reuil, Francuska

3.1.3. Instrumenti i pomoc¢ni pribor

Plinski kromatograf (Agilent Technologies 6890 Network Chromatograph) sa
kvadrupolnim masenim detektorom (Agilent 5973 Inert Mass Selective detector),

Agilent Technologies, Santa Clara, California, SAD
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e Termoblok s magnetskom mijeSalicom Pierce Reacti-Therm Heating/Stirring, modul
18971, Rockford, Illinois, SAD

e Analiticka vaga (£ 0,0001 g), Mettler Toledo, Greifensee, Svicarska

e SPME vlakno: Fiber Assembly 100 um PDMS, Fused Silica, Supelco, Bellefonte,
Pennsylvania, SAD

e Mikropipeta, 10-100 yL, Eppendrof, Hauppauge, New York, SAD

¢ Silikonski ¢epovi za HSS bocice Macherey-Nagel, Diren, Njemacka

e Viale

e Magneti

e Graduirana pipeta od 10 mL

e Odmijerne tikvice od 25 mL i 50 mL

3.2. METODE

Odredivanje spojeva arome (esteri i visSi alkoholi) provedeno je primjenom plinske
kromatografije s masenom detekcijom (GC/MS) uz prethodnu mikroekstrakciju na ¢vrstoj fazi
(SPME, engl. solid-phase microextraction), prema modificiranoj metodi opisanoj u istrazivanju

Tomasevic i sur. (2017).
Istrazivanje je provedeno u dvije faze:

(i) izrada bazdarnih krivulja te

(i) primjena izradenih bazdarnih krivulja za analizu uzoraka vina.

3.2.1. Izrada bazdarnih krivulja

Priprema pojedinacnih otopina standarda

Pojedinacne otopine standarda visih alkohola i estera pripremiti vaganjem odredene
koli¢ine pojedinog standarda u tikvicu od 25 mL te otapanjem u 50 %-tnoj otopini etanola.
Navedene otopine standarda sluze za pripremu zajednicke, STOCK otopine koja se koristi za
izradu bazdarnih krivulja. Tako su pripremljene otopine standarda bile sljede¢ih koncentracija:
etil acetat 160 g/L; etil butanoat 7,39 g/L; Famil acetat 8,86 g/L; etil heksanoat 5,05 g/L; etil
oktanoat 12,49 g/L; etil dekanoat 2,12 g/L; 2-feniletil acetat 5,64 g/L; dietil sukcinat 78,84
g/L; Fbutanol 160,18 g/L; ~amil alkohol 286,06 g/L; 1-heksanol 7,30 g/L te 2-feniletanol 93,70
g/L. Razlog ovog dvostrukog razrjedivanja standarda jest njihova niska koncentracija u vinu,

odnosno u modelima za izradu bazdarnih krivulja.
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Priprema STOCK otopine

STOCK otopina predstavlja smjesu svih 12 standarda koji se koriste za izradu bazdarne
krivulje, a cilj izrade STOCK otopine je, osim dodatnog razrjedenja standarda, i
pojednostavljenje samog postupka pripreme pojedinih kalibracijskih modela. Drugim rijecima,
primjenom STOCK otopine dovoljno je jedno pipetiranje odredenog volumena da se dobije

odredeni nivo svih 12 ciljanih spojeva.

STOCK otopinu pripremiti pipetiranjem odredenog volumena pojedinog standarda, u tikvici
od 50 mL te nadopuniti 50 %-tnim etanolom do oznake. Koncentracije pojedinih standarda u
pripremljenoj STOCK otopini iznosile su: etil acetat 5 g/L; etil butanoat 50 mg/L; ~amil acetat
100 mg/L; etil heksanoat 60 mg/L; etil oktanoat 150 mg/L; etil dekanoat 30 mg/L; 2-feniletil
acetat 80 mg/L; dietil sukcinat 1,1 g/L; ~butanol 10 g/L; ~amil alkohol 15 g/L; 1-heksanol 100
mg/L te 2-feniletanol 2,5 g/L.

Priprema modela za izradu kalibracijske krivulie

Modele za izradu kalibracijske krivulje pripremiti pipetiranjem odredenog volumena STOCK
otopine u tikvicu od 25 mL (potrebno izracunati koliki je to volumen), dodati interni standard
ramil alkohol u koncentraciji od 20 mg/L te nadopuniti tikvicu 12 %-tnim etanolom do oznake.
10 mL tako pripremljene otopine (modela) pipetirati u vialu od 20 mL, u koju je prethodno
potrebno odvagati 2 g NaCl te staviti magnet. Nakon toga vialu zatvoriti silikonskim ¢epom i
staviti u termoblok na adsoprciju na SPME vlakno pri 40 °C, uz konstantno mijesanje, kroz 30
min. Nakon adsorpcije vlakno prenijeti u injektor plinskog kromatografa gdje se vrsi desorpcija
kroz 5 min. U tablici 6 su prikazane koncentracije pojedinih standarda u svih Sest pripremljenih

modela. Svaki model analiziran je u duplikatu.
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Tablica 6. Popis spojeva, pripremljene koncentracije (mg/L)* u pojedinom modelu

Ime spoja Model 1 | Model 2 | Model 3 | Model 4 | Model 5 | Model 6
etil acetat 10 20 40 80 160 320
etil butanoat* 50 100 200 400 800 1600
Fbutanol 10 20 40 80 160 320
Famil acetat 0,1 0,2 0,4 0,8 1,6 3,2
Famil alkohol 30 60 120 240 480 960
etil heksanoat 0,04 0,08 0,16 0,32 0,64 1,28
1-heksanol 0,06 0,12 0,24 0,48 0,96 1,92
etil oktanoat 0,1 0,2 0,4 0,8 1,6 3,2
etil dekanoat 0,018 0,036 0,072 0,144 0,288 0,576
dietil sukcinat 0,7 1,4 2,8 5,6 11,2 22,4
2-feniletil acetat 0,05 0,1 0,2 0,4 0,8 1,6
2-feniletanol 5 10 20 40 80 160

*svi su izrazeni u mg/L osim etil butanoata koji je izrazen u pg/L.

Priprema uzoraka vina

Postupak je isti kao i u slucaju pripreme model otopine: u tikvicu od 50 mL otpipetirati dio
uzorka vina te dodati namil alkohol (interni standard) u koncentraciji 20 mg/L te tikvicu
nadopuniti do oznake uzorkom. U vialu odvagati 2 g NaCl te dodati 10 mL uzorka s internim
standardom i zatvoriti ¢epom. Vialu postaviti u termoblok s magnetskom mjeSalicom te SPME
vlakno staviti na adsorpciju 40 °C kroz 30 minuta uz konstantno mijeSanje. Nakon 30 minuta
vlakno treba prenijeti u injektor plinskog kromatografa gdje se odvija desorpcija u trajanju od

5 minuta. Uzorci su takoder analizirani u duplikatu.

3.2.2. Kromatografski uvjeti

e Kolona plinskog kromatografa: BP20, dimenzije: 50 m x 0,22 mm, 0,25 pm (SGE
Analytical Science, Victoria, Australija)

¢ Injektor plinskog kromatogarafa: temperatura 250 °C, tlak 1,72 bara

e Plin nosioc: helij

e Protok plina nosioca: 1,2 mL/min

e Nacin injektiranja: splitless mode
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e Scan nacin rada masenog spektrometra: snimanje 7/z u intervalu od 35 do 300
e Temperaturni program pecnice: 40 °C, 5 min — 200 °C, 3 °C/min — 240 °C, 30 °C/min

3.2.3. Identifikacija i kvantifikacija

Identifikacija spojeva arome provedena je usporedbom vremena zadrzavanja razdvojenih
spojeva (Rt) s vremenom zadrzavanja pojedinih standarada te usporedbom masenog spektra
spoja i standarda uz Nist05 knjiznicu masenih spektara (Wiley & Sons, Hoboken, NJ, SAD).
Izrada bazdarnih krivulja, kao i sama kvantifikacija analiziranih spojeva u uzorcima vina
provedena je u programu Enhanced ChemStation (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,

SAD), primjenom metode internog standarda.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. KALIBRACIJSKE KRIVULJE

Prva faza ovog istrazivanja obuhvatila je izradu bazdarnih krivulja za analizu fermentacijske
arome, odnosno estera i viSih alkohola. Pritom je koristeno ukupno 12 razliCitih standarada,
odnosno izradene su kalibracijske krivulje za 12 razlicitih spojeva: osam estera (etil acetat, etil
butanoat, Famil acetat, etil heksanoat, etil oktanoat, etil dekanoat, 2-feniletil acetat te dietil
sukcinat) te Cetiri viSa alkohola (#butanol, ~amil alkohol, 1-heksanol te 2-feniletanol). Izrada
kalibracijskih krivulja sastojala se od injektiranja otopine 12 %-tnog etanola sa Sest rastuéih
koncentracija pojedinih spojeva te uvijek istom koncentracijom internog standarda (/~amil
alkohol u koncentraciji 20 mg/L), pri ¢emu je svaki model injektiran u duplikatu. Bazdarne
krivulje su izradene softverski, pri ¢emu vrijednosti na osi x predstavljaju omjere koncentracija
pojedinog spoja s koncentracijom internog standarda, a vrijednosti na osi y omjere povrsina
spojeva s povrsinom internog standarda. U tablici 7 su prikazani dobiveni rezultati, odnosno
jednadzbe pravaca pojedinih spojeva, dok su na slikama 1 i 2 prikazani izgledi navedenih
pravaca visih alkohola (slika 1) i estera (slika 2). Kao Sto se moze vidjeti u tablici, sve jednadzbe
su linearne, obzirom da ih karakterizira jednadzba pravca oblika y= ax + b. Nadalje, uz podatke
o linearnosti krivulje, u tablici je prikazan i koeficijent determinacije. Koeficijent determinacije
(r?) je zapravo specifican pokazatelj reprezentativnosti regresije, odnosno linearnosti
kalibracijske krivulje (Moosavi i Ghassabian, 2018). To je broj koji je vedi ili jednak nuli, ali
maniji ili jednak broju jedan. Model je reprezentativniji Sto je njegova vrijednost blize jedinici
(Moosavi i Ghassabian, 2018). Kao Sto se moze vidjeti u tablici 7, koeficijenti determinacije
svih spojeva su relativno visoki i blizu broja jedan. Ipak, postoje razlike medu spojevima,
odnosno pojedine kalibracijske krivulje su reprezentativnije tj. linearnije od drugih. Pritom je
vazno istaknuti one krivulje koje karakterizira koeficijent determinacije od 0,999, kao Sto su
amil alkohol i dietil sukcinat, te one sa vrijednosti r? od 0,988 (etil acetat, etil butanoat, ~amil
acetat, etil heksanoat, 1-heksanol, 2-feniletil acetat te 2-feniletanol). S druge strane, spoj Ciju
kalibracijsku krivulju karakterizira relativho nizak koeficijent determinacije je etil dekanoat sa
vrijednosti r> od 0,992. Obzirom da je vecina kalibracijskih krivulja karakterizirana vrlo viskom
koeficijentima determinacije (0,998 i 0,999), moZzemo zakljuciti kako je faza izrade
kalibracijskih krivulja uspjeSno provedena te su dobivene krivulje pouzdane za daljnje
koriStenje, odnosno primjenu na realnim uzorcima vina. Osim linearnosti, na slikama je jasno

vidljivo kako je sama SPME-GC/MS metoda pogodna za analizu visih alkohola i estera, s
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obzirom da nema znacajnih odstupanja izmedu paralela pojedinog nivoa kalibracije, tj. tocke
koje predstavljaju pojedine nivoe su prakticki preklopljene.

Tablica 7. Linearna jednadzba pravca (y=ax + b) i koeficijenti determinacije (r?) za svaki spoj

Ime spoja a b r?
etil acetat 2,379 -0,001363 0,998
etil butanoat* 22,49 0 0,998
Fbutanol 0,3424 0,07949 0,996
Famil acetat 44,72 0,1602 0,998
Famil alkohol 0,6317 0,2666 0,999
etil heksanoat 126,1 0,128 0,998
1-heksanol 4,524 0,002061 0,998
etil oktanoat 321,6 2,403 0,997
etil dekanoat 813,5 1,205 0,992
dietil sukcinat 4,6888 -0,0205 0,999
2-feniletil acetat 82,18 0,05276 0,998
2-feniletanol 1,009 -0,004153 0,998
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Slika 1. Izgled linearnih pravaca visih alkohola
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4.2. UZORCI VINA PORTUGIZAC

Drugi dio ovog istrazivanja vezan je uz samu primjenu kalibracijskih krivulja, odnosno
analizu visih alkohola i estera u realnim uzorcima, odnosno vinu. Pritom je koriSteno mlado
crno vino Portugizac, proizvedeno tijekom berbe 2019. godine konvencionalnim nacinom
proizvodnje crnih vina, koji ukljuCuje postupke ruljanja/muljanja, maceracije i fermentacije,
preSanja te dozrijevanja. Ukupno je analizirano pet uzoraka vina, koji su jednostavno
numerirani brojevima 1 do 5. Dobiveni rezultati prikazani su na slikama 3 do 14, pri ¢emu se
slike 3 do 10 odnose na koncentracije estera, a slike 11 do 14 na koncentracije visih alkohola
u analiziranim uzorcima. Ukupno je osam razliCitih estera identificirano i kvantificirano u
analiziranim uzorcima vina Portugizac, a pripadaju sljede¢im kategorijama: (i) acetatni esteri
(etil acetat, ~amil acetat i 2-feniletil acetat), (ii) etilni esteri (etil butirat, etil heksanoat, etil
oktanoat, etil dekanoat i dietil sukcinat).

Na slici 3 prikazane su koncentracije etil acetata odredene u uzorcima vina Portugizac. Kao
Sto se moze vidjeti, naviSe koncentracije utvrdene su uzorcima 1 i 2, dok je najniza
koncentracija odredena u uzorku 3. Etil acetat predstavlja koncentracijom najznacajniji ester
u vinu, a ovisno o prisutnoj koncentraciji znacajno moze utjecati na senzorske karakteristike
vina. Prema Ribéreau-Gayon i sur. (2006) senzorski prag osjetljivosti etil acetata iznosi 160-
180 mg/L, a nositelj je negativnih, ostrih nota te arome po laku za nokte i ljepilu. Takoder,
poznato je da pri nizim koncentracijama (60-90 mg/L) ovaj spoj doprinosi kompleksnosti arome

(Ribéreau-Gayon i sur., 2006), sto je slucaj u ovom istraZivanju.

Etil acetat

1 2 3 4 5

Uzorci

U N
o O o o

Koncentracija [mg / L]
= N w H
o o o o

o

Slika 3. Koncentracija etil acetata (mg/L) u analiziranim uzorcima vina Portugizac
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Koncentracije ~amil acetata u vinima Portugizac prikazane su na slici 4, pri ¢emu je najniza
koncentracija utvrdena u uzorku 2, a najviSa u uzorku 5. Senzorski prag osjetljivosti ~amil
acetata je 0,26 mg/L, a nositelj je pozeljnih nota po banani i kruski (Lambrechts i Pretorius,
2000). Obzirom na navedeno, jasno je da ovaj spoj utjeCe na aromu analiziranih vina obzirom
da je u svim uzorcima odreden u koncentracijama iznad senzorskog praga osjetljivosti.
Dobiveni rezultati u skladu su s prethodnim istrazivanjima u kojima su, analizom spojeva arome
mladog crnog vina, utvrdene koncentracije ~amil acetata u rasponu od 0,1-4,3 mg/L (Francis
i Newton, 2005).
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Slika 4. Koncentracija ~amil acetata (mg/L) u analiziranim uzorcima vina Portugizac

Koncentracije 2-feniletil acetata prikazane su na slici 5. Pritom je jasno vidljivo kako je
uzorak 3 karakteriziran njegovom najviSom koncentracijom, dok je slicno prethodnom spoju,
najniza koncentracija utvrdena u uzorku 2. Opcenito, 2-feniletil acetat je nositelj voéne arome
te mirisa po ruzi sa senzorskim pragom osjetljivosti od 0,25 mg/L (Swiegers i sur., 2005) te je
jasno da ne doprinosi aromi analiziranih vina. Kvantificirane koncentracije 2-feniletil acetata u
skladu su s istrazivanjem koje su proveli Wang i suradnici (2016), a koji su utvrdili raspon

koncentracija 2-feniletil acetata u iznosu od 0,97 u/L do 0,675 mg/L.
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Slika 5. Koncentracija 2-fenil acetata (mg/L) u analiziranim uzorcima vina Portugizac

Na slici 6 prikazane su koncentracije etil butirata. Kao Sto se moZe vidjeti, koncentracije
etil butirata ne mijenjaju se znacajno u uzorcima, a u uzorku 3 je utvrdena najniza
koncentracija. Senzorski prag osjetljivosti etil butirata iznosi 0,02 mg/L (Swiegers i sur., 2005),
a vinu daje notu jagode, jabuke i banane (Song i sur., 2013). S obzirom da je koncentracija u
svim uzorcima viSa od senzorskog praga osjetljivosti, moze se sa sigurnos¢u tvrditi da je etil
butirat od vaznosti za aromu analiziranog vina. Dobiveni rezultati su u skladu s prethodnim
istrazivanjem u kojem su, analizom crnog vina, utvrdeni rasponi koncentracije etil butirata od
0,01 do 1,8 mg/L (Swiegers i sur., 2005).
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Slika 6. Koncentracija etil butirata (mg/L) u analiziranim uzorcima vina Portugizac
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Koncentracije etil heksanoata prikazane su na slici 7, pri ¢emu je najviSa koncentracija
utvrdena u uzorku 1. Opcenito, etil heksanoat je nositelj vocnih aroma po jabuci i banani sa
senzorskim pragom osjetljivosti od 0,08 mg/L (Lambrechts i Pretorius, 2000). Prema slici 7
vidljivo je kako su koncentracije etil heksanoata viSe od senzorskog praga osjetljivosti u svim
uzorcima te je jasno da ovaj spoj utjeCe na aromu analiziranog vina Portugizac. Rezultati
dobiveni ovim istrazivanjem su u skladu s istrazivanjem koje su proveli Francis i Newton (2005),
u kojem je utvrdeno da je etil heksanoat, u mladom crnom vinu, prisutan u koncentracijama
od 0,15 do 0,62 mg/L (Francis i Newton, 2005).
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Slika 7. Koncentracija etil heksanoata (mg/L) u analiziranim uzorcima vina Portugizac

Slika 8 prikazuje koncentracije etil oktanoata u analiziranim uzorcima mladog crnog vina
Portugizac. NajviSa koncentracija je utvrdena u uzorku 1, a najniza u uzorku 2. Poput
prethodnih estera, etil oktanoat je nositelj vocne aromu, po ananasu i krusci, sa senzorskim
pragom osjetljivosti od 0,58 mg/L (Lambrechts i Pretorius, 2000). S obzirom da je u uzorku 1,
u kojem je utrvdena najviSa koncentraciju etil oktanoata, prisutna koli¢ina manja od
senzorskog praga osjetljivosti, moze se zakljuciti da ovaj spoj nije od vaznosti za aromu
analiziranog vina. U prethodnim istrazivanjima, provedenim na crnim vinima, etil oktanoat je
odreden u raspon koncentracija od 0,2 do 3,9 mg/L (Ferreira i sur., 1998), Sto je u skladu s

dobivenim podacima analize crnog vina Portugizac.
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Slika 8. Koncentracija etil oktanoata (mg/L) u analiziranim uzorcima vina Portugizac

Na slici 9 prikazane su koncentracije etil dekanoata odredene u uzorcima vina Portugizac.
Kao Sto se moze vidjeti, uzorak 1 pokazuje najvisu koncentraciju, a uzorak 2 najnizu. Senzorski
prag osjetljivosti etil dekanoata iznosi 0,2 mg/L (Tao i Li, 2009), a vinu daje ugodnu cvjetnu
notu (Lambrechts i Pretorius, 2000; Tao i Li, 2009). Etil dekanoat nije od znacaja za aromu
analiziranog vina Portugizac, s obzirom da je u svim uzorcima prisutan u koncentracijama i do
Cetiri puta nizim od senzorskog praga osjetljivosti. Prema istrazivanju, koje su proveli Tao i Li

(2009), koncentracije etil dekanoata u crnim vinima su do 0,1 mg/L (Tao i Li, 2009).
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Slika 9. Koncentracija etil dekanoata (mg/L) u analiziranim uzorcima vina Portugizac
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U analiziranim uzorcima vina Portugizac odredene su koncentracije dietil sukcinata, Sto je
vidljivo iz slike 10. Uzorak 4 karakterizira najviSa koncentraciju dietil sukcinata u usporedbi s
preostala Cetiri uzorka. Dietil sukcinat je jedan od glavnih spojeva odgovornih za voénu aromu
crnih vina, a nastaje tijekom alkoholne fermentacije (Ivanova i sur., 2013). Senzorski prag
osjetljivosti dietil sukcinata iznosi 200 mg/L (Makhotkina, 2011), Sto upucuje na to da nije od
vaznosti za aromu analiziranog mladog crnog vina Portugizac. Dobivene vrijednosti u skladu
su s istrazivanjem koje su proveli Cabredo-Pinillos i sur. (2008) u kojem je odreden raspon
koncentracije dietil sukcinata u crnim vinima od 0,1 do 220 mg/L (Cabredo-Pinillos i sur.,
2008).
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Slika 10. Koncentracija dietil sukcinata (mg/L) u analiziranim uzorcima vina Portugizac

Koncentracije ~butanola, odredene u analiziranim uzorcima vina Portugizac, prikazane su
na slici 11. Najveca koncentracija utvrdena je uzorku 2, a najmanja u uzorku 5. /Butanol u
vinu nastaje katabolitickim putem, iz aminokiselina valin i metionin, tijekom fermentacije
(Ivanova i sur., 2013). Senzorski prag osjetljivosti ~butanola iznosi 40 mg/L (Francis i Newton,
2005), a vinu daje miris po alkoholu (Song i sur., 2013). /Butanol je jedan od Cetiri alkohola
koji su odredivani u ovom istraZivanju. Opcenito se, za viSe alkohole, smatra da u
koncentracijama ispod 300 mg/L doprinose kompleksnosti arome vina, dok koncentracije iznad
400 mg/L djeluju negativno na aromu (Swiegers i sur., 2005). /Butanol je u vecini uzoraka
prisutan u koncentraciji viSoj od senzorskog praga osjetljivosti te je jasno da doprinosi

kompleksnosti arome vina Portugizac. Dobiveni rezultati u skladu su s prethodnim
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istrazivanjima, u kojima je analizirano mlado crno vino, a gdje je koncentracija /butanola bila
u rasponu 25,7-86,9 mg/L (Francis i Newton, 2005).
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Slika 11. Koncentracija ~butanola (mg/L) u analiziranim uzorcima vina Portugizac

Slika 12 prikazuje koncentracije ~amil alkohola kvantificirane u uzorcima vina Portugizac.
Uzorak 3 pokazuje najviSu koncentraciju ~amil alkohola, a uzorci 4 i 5 najnizu. ~Amil alkohol
jedan je od Cetiri najéeSée prisutnih viSih alkohola u vinima, uz 1-propanol, Fbutanol i 2-
feniletanol, a najéesce je prisutan u koncentracijama od 10 do 500 mg/L (Peinado i sur., 2004).
FAmil alkohol vinu daje aromu viskija i laka za nokte (Song i sur., 2013), a senzorski prag
osjetljivosti iznosi 30 mg/L (Swiegers i sur., 2005). Koncentracije prisutne u uzorcima mnogo
su viSe od senzorskog praga osjetljivosti ~amil alkohola te se moze zakljuciti da je ovaj spoj
od velike vaznosti za aromu mladog crnog vina Portugizac. Dobiveni rezultati u skladu su s
istrazivanjem koje su proveli Francis i Newton (2005), a u kojem su koncentracije ovog viseg

alkohola u mladim crnim vinima iznosile 84-333 mg/L (Francis i Newton, 2005).
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Slika 12. Koncentracija ~amil alkohola (mg/L) u analiziranim uzorcima vina Portugizac

Na slici 13 prikazane su koncentracije 1-heksanola u pet uzoraka mladog crnog vina
Portugizac. NajviSa koncentracija utvrdena je u uzorku 3, a najniza u uzorku 1. Sa senzorskim
pragom osjetljivosti 1-heksanola od 8 mg/L (Culleré i sur., 2004), moze se zakljuciti da ne
doprinosi aromi ispitivanog crnog vina Portugizac s obzirom da detektirane koncentracije u svih
pet uzoraka ne prelaze 1,4 mg/L. 1-heksanol vinu doprinosi sa zelenom travnatom aromom
(Tao i Li, 2009). Koncentracije, dobivene ovim istrazivanjem malo su niZze od onih utvrdenih
prethodnim istrazivanjem arome mladih crnih vina, a u kojima su odredene koncentracije 1-
heksanola u rasponu od 2,1 do 13,2 mg/L (Francis i Newton, 2005).
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Slika 13. Koncentracija 1-heksanola (mg/L) u analiziranim uzorcima vina Portugizac
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Posljedniji viSi alkohol, a ujedno i aromatski spoj odredivan u ovom istrazivanju, je 2-
feniletanol. Koncentracije 2-feniletanola, odredene u uzorcima mladog crnog vina Portugizac,
prikazane su na slici 14. U uzorku 3 prisutna je najviSa koncentracija, a u ostala Cetiri uzorka
vidljivo je da se koncentracija ne mijenja znacajno. 2-feniletanol je najznacajniji fenolno
derivirani visi alkohol prisutan u vinima. Formira se tijekom fermentacije, uslijed djelovanja
kvasca, iz Secera i aminokiselina (Ivanova i sur., 2013). Senzorski prag osjetljivosti 2-
feniletanola iznosi 14 mg/L (Culleré i sur., 2004), a vinu daje cvjetnu aromu ruze (Swiegers i
sur., 2005). S obzirom na koncentracije 2-feniletanola u analiziranim uzorcima (slika 14), jasno
se moze zakljuciti da je ovaj spoj znacajan za aromu mladog crnog vina Portugizac. Dobiveni
rezultati u skladu su s prethodnim istrazivanjima u kojima su, analizom spojeva arome mladog
crnog vina, utvrdene koncentracije 2-feniletanola u rasponu od 9,0-153,3 mg/L (Francis i
Newton, 2005; Cabredo-Pinillos i sur., 2008).
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Slika 14. Koncentracija 2-feniletanola (mg/L) u analiziranim uzorcima vina Portugizac
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5.

ZAKLIUCAK

Na temelju rezultata dobivenih u ovom istrazivanju, mozemo zakljuciti sljedece:

1.

Uspjesno je provedena prva faza istrazivanja, odnosno izrada bazdarnih krivulja,
obzirom da su svi dobiveni kalibracijski pravci karakterizirani visokim koeficijentima
determinacije, odnosno visokom linearnoscu.

Provedena je kvantifikacija 12 spojeva arome (osam estera i Cetiri viSa alkohola) u
mladim crnim vinima Portugizac

FAmil acetat je pritom utvrden kao najznacajniji ester za aromu ispitivanog mladog
crnog vina Portugizac, obzirom da je su svim uzorcima utvrden u koncentracijama
znatno visim od senzorskog praga osjetljivosti. Osim navedenog, za aromu analiziranih
vina bitni su etil butirat i etil heksanoat koji su takoder prisutni u visokim
koncentracijama. Ostali esteri su odredeni u koncentracijama ispod senzorskog praga
osjetljivosti i ne smatraju se znac¢ajnima za aromu analiziranih uzoraka.

Od analiziranih visih alkohola, aromi mladog crnog vina Portugizac najvise doprinose £
amil alkohol i 2-feniletanol, koji su u svim uzorcima prisutni u visokim koncentracijama.
Aromatskom profilu vina Portugizac takoder doprinosi i ~butanol, prisutan u uzorcima
u koncentraciji viSoj od senzorskog praga osjetljivost, dok se Cetvrti analizirani visi

alkohol, 1-heksanol, nije pokazao znacajnim za aromu analiziranog vina.
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Izjava o izvornosti

Izjavijuiem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoyj izradi

nisam Koristio drugim izvorima osim onih koji su u njemu navedeni.
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