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1. Uvod

Armenija je jedna od najstarijih zemalja na svijetu, koja postoji joS iz doba Babilona. Armenija
ima veoma plodnu zemlju, a pri tome je vinogradarstvo jedno od najvaznijih grana armenske
poljoprivrede. Proizvodnja vina predstavlja vazan doprinos gospodarstvu Armenije. Autor B.
Pyotrovsky otkrio je da se u Armeniji vinogradarstvo i vinarstvo pocelo razvijati joS u 7. stoljecu.
Isto tako tijekom iskopavanja Spilje Areni-1 u Armeniji otkriven je prvi najstariji stroj za
proizvodnju vina. Znanstvenici su utvrdili da je stroj za proizvodnju vina star 6000—-8000 g. prije
Krista. Armenija proizvodi viSe od 50 vrsta vina i 7 brendova Sampanjca i pjenusavih vina.
Armenija ima velik broj autohtonih sorti grozda kao $to su Areni, Tozot, Itsaptouk, Nazeli,
Voskehat, Khrdy chakat, Vardagouyn Yerevani, Degin Yerevani, Marmary, Mskhaly, Karmir

Kakhnay i dr. (Aroutionian i sur., 2015.; Dallakyan i sur., 2014.; Scannell).

Armenske sorte grozda imaju veliku geneticku raznolikost. Studiji su proucavali raznolikost
Armenskih vinovih loza, sortu Vitis. Proucavanje se provodilo u Znanstvenom centru za uzgoj
voca, pri ¢emu je analizirana geneticka povezanost izmedu Armenskih vinovih loza s
registriranim internacijonalnim europskim sortama Vitis. Pri analizi 59 uzoraka sorte Vitis iz
Armenije, rezultati su pokazali da je 20 uzoraka s istim genotipovima, 5 uzoraka koji su
identificirani su homonimi, a 28 uzorka su jedinstveni (Dallakyan i sur., 2015.; Dallakyan i sur.,

2014.).

Armenska vina su bogata polifenolima. Koncentracija fenolnih tvari u grozdu ovisi prvenstveno
o raznolikosti vinove loze, klimatskim i okoliSnim faktorima (Margaryan i sur., 2014.; Margaryan i

sur., 2015.).
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2.1. GROZDE

2.1.1. Podrijetlo i botanicka svojstva vinove loze

Vinova loza Vitis vinifera je jedna od najstarijih kultiviranih biljnih vrsta. Vitis vinifera je
predstavnik roda Vitis, stoga je rod Vitis relativno velik, koji sadrzi nekoliko desetaka vrsta od
kojih je viSe od polovice vezano za Sjevernu Ameriku, a ostale vrste su vezane za IstoCnu Aziju.
lzuzetak roda Vitis je vrsta Vitis vinifera koja je predstavnik Europe i zapadne Azije pa se zbog
toga josS naziva euroazijska loza. Samo pripadnici euroazijske vrste mogu nositi naziv vinova loza

(Andabak, 2017.).

Smatra se da je vrsta Vitis vinifera nastala tijekom ledenog doba, a rod Vitis je prezZivjeo jer je bio
izoliran i odvojen od leda. Pri izolaciji i razli¢itih vremenskim uvjeta je dosSlo do evolucije
razli¢itih vrsta. S obzirom da je hrvatsko podrucje ve¢im dijelom prirodno staniste Sumske loze
Vitis sylvestris, moze se predpostaviti da su plodovi loze Vitis sylvestris bili hrana nasim davnim

predcima (Andabak, 2017.).

Euroazijska vrsta (Vitis vinifera) se dijeli na Vitis vinifera var. silvestris (europska divlja loza) i Vitis

viniferu var. sativa (europska kulturna loza) (Spaji¢, 2017.).

Vitis sylvestris, tzv. Sumska loza ima mali rastresit grozd sa sitnim bobicama, uglavhom crne

boje. Nalazi se u umjerenom pojasu Europe i zapadne Azije (Andabak, 2017.).

2.1.2. Mehanicka i kemijska svojstva grozda
Prema Zakonu o vinu grozdem se podrazumijeva zdrav, zreo, prezreo, prosusen ili prirodno
smrznut plod vinove loze, priznatih kultivara namijenjen proizvodniji vina ili drugih proizvoda od

grozda i vina, a &iji sok sadrzi minimalnu koli¢inu $ecera od 64 °Oechsla (NN 96/2003.).

Grozde je jedina i osnovna sirovina za proizvodnju vina. Za proizvodnju kvalitetnih i vrhunskih
vina nije bitna samo sorta grozda koja se koristi za proizvodnju, nego ovise i klimatski uvjeti,

vrsta zemljista, stupanj zrelosti grozda, zdravstveno stanje loze i grozda i dr. (Prce, 2014.).

Grozd se sastoji od peteljke i bobica. Bobica se sastoji od pokoZice, siemenke, mesa s grozdanim

sokom (Slika 1).
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Slika 1 Presjek bobice grozda (Molnar, 2017.)

Peteljka predstavlja osnovni skelet grozda na kojem se nalaze bobice. Tijekom vegetacije,
peteljka je zelene boje, i tada se preko peteljke sprovode hranjive tvari iz ¢okota u bobice
grozda. U stadiju pune zrelosti, peteljka mijenja boju, stoga nije viSe zelena nego prelazi u
smedu boju i pocinje odrvenjavati. U toj fazi peteljka smanjuje ili potpono prestaje sprovoditi

hranjive tvari iz ¢okota u bobice grozda (Radovanovi¢, 1986.).

Po kemijskom sastavu peteljka je vrlo sliéna listu vinove loze. Peteljka sadrZi vrlo malo Seéera,
svega 10 g/kg. Peteljka se ocituje vrlo niskim aciditetom, a to je bitno kod proizvodnje crnih
vina, jer prisustvo peteljke u masulju smanjuje kiselost. U peteljci je prisutan velik udio
polifenola. Zbog prisustvo peteljke u masulju pri proizvodnji crnih vina, crna vina su bogatija
polifenolima od bijelih. Zbog kemijskog sastava peteljke, veoma je bitno koji i kakvi strojevi ée se
primjenjivati pri preradi grozda. Strojevi koji tjiekom prerade grozda vise osteéuju peteljku ili je
gnjece, njeni sastojci ¢e viSe prelaziti u vino i tada imaju znatno vedi utjecaj na okus i kvalitetu
vina, jer su takva vina najéesSc¢e opora i trpka. Ve¢im gnjecenjem peteljke, voda iz peteljke vise

prelazi u vino i pri tome ga razblazuje (Radovanovié, 1986.).

Odnos peteljke i bobica u grozdu je veoma bitan, jer prisustvo veée koli¢ine peteljke smanjuje

radman mosta i vina.
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Bobica je glavni dio grozda i sastoji se od pokoZice, mesa i sjemenke. Bobica sluzi za jelo u
svjezem ili prosusenom stanju ili za preradu u vino ili druge proizvode. Bobica tijekom vegetacije
je zelene boje, tada je u bobici prisutan velik udio kiselina, a veoma mali udio Secera. Bobice
tijekom vegetacije same obavljaju proces fotosinteze, i postupno mijenjaju boju iz zelene u Zutu,
crvenkastu ili plavu boju. Tada se u bobicama postupno mijenja udio kiselina i Secera, udio
kiselina se smanjuje, a udio Secera u bobicama postupno raste. Neka groZzda se razlikuju po
krupnodi bobica. Grozde sa sitnim bobicama se najcesce koristi za proizvodnju kvalitetnih i
vrhunskih vina, a grozde s krupnim bobicama se najceSée koristi za proizvodnju stolnih vina.
Grozde s krupnim bobicama je grozde visokog prinosa ali male kvalitete, te se zbog toga
najcesce koristi za proizvodnju stolnih vina. Kod bobica je bitna i ¢vrstoéa pokoZice zbog
transporta grozda do vinarija, jer tijekom transporta dolazi do pucaja pokoZice i gnjecenja
bobica i dolazi do izlijevanja soka grozda. Ako je duzi transport grozda, a visoke temperature, pri
gnjecenju, pucanju pokoZice i izlijevanju groZdanog soka moze dodi do pocetka fermentacije ili

oksidacije (Radovanovic¢, 1986.).

Pokozica je vanjski dio bobice, koji oblaze meso. U pokozZici se nalaze veoma bitni kemijski
sastojci koji utjecu na kvalitetu i daju okus, aromu i boju vinu. Na povrsini pokozice nalazi se

vostani sloj koji Stiti koZicu od isusSivanja (Prce, 2014.).

Meso je glavni dio bobice groida, meso bobice se sastoji od velikih stanica s membranom, cija
unutrasnjost je ispunjena grozdanim sokom, tj. mostom. Meso po kemijskom sastavu najvise
sadrzi vode 75-80%, zatim Secera 10-27%, 0,5-1% kiselina, 0,3-1% mineralnih tvari, 0,3-0,65%
celuloze, 0,1-0,4% tanina i 0,02-0,15% dusi¢nih tvari (Spaji¢, 2017.; Radovanovi¢, 1986.).

Mehanicka svojstva grozda obuhvataju:

e sastav grozda (srednja tezina grozda, broj bobica u grozdu, tezina bobice i peteljke),
e sastav bobice (tezina 100 bobica, tezina 100 sjemenki, tezina mesa u 100 bobica, broj
sjemenki u 100 bobica, teZina pokoZice u 100 bobica, tezina sjemenki u 100 bobica,

pokazatelj sastava bobica — odnos tezine mesa bobice prema tezini pokozice),
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e struktura grozda (% peteljki u grozdu, % pokoZice u grozdu, % sjemenke u groidu, %

mesa u grozdu.

Aromati¢ni sastojci groZzda se ne nalaze samo u pokozZici, nego i u mesu grozda (Radovanovic,

1986.).

Seceri u groidu, kao i u svim biljkama, nastaju fotosintezom. Djelovanjem sunceve energije, uz
prisutnost ugljikovog dioksida i pomocu klorofila, na listu i bobici nastaje Skrob koji se konvertira
u Secer. Na koli¢inu nastalog Secera utjece sorta, stupanj zrelosti, klimatski uvjeti, bolest, Stetnici

i dr. (Macinkovi¢, 2017.; Ribereau-Gayon i sur., 2006.).

Najvazniji Se€eri i s najve¢im udjelom su heksoze D-glukoza i D-fruktoza. Na pocetku dozrijevanja
grozda vise je glukoze, ali se sazrijevanjem i djelovanjem epimeraze odnos mijenja u korist
fruktoze. Seceri su jedan od indikatora zrelosti groZda, koji se kontrolira prije branja. Mjerenje
udjela Se¢era u mostu, odnosno grozdu provodi se mjernim instrumentima. Mjerni instrumenti
koji se koriste su refraktometar ili mostna vaga (Oechslova i Baboova). Refraktometar je
najprimjenjiviji instrument u vinogradima za mjerenje udjela Secera u bobicama, jer je mali |
lako prenosivi instrument, pri tome se direktno ocitava udio Seéera u bobicama. Za odredivanje
udjela Seéera potrebno je par kapi grozdanog soka. Mostna vaga se viSe primjenjuje u
laboratorijima jer je veéi instrument. Za odredivanje udjela Se¢era u mostu je potrebna veda

koli¢ina uzorka, dok je za refraktometar dovoljno par kapi.

Ukupna koncentracija glukoze i fruktoze u zrelom grozdu iznosi od 150 do 250 g/I, a mozZe biti i

veda u slucaju prezrelog ili prosusenog grozda (Ribereau-Gayon i sur., 2006.).

2.2 VINO

2.2.1. Definicija i kemijski sastav

Prema Zakonu o vinu, vino je poljoprivredni prehrambeni proizvod dobiven potpunim ili
djelomi¢nim alkoholnim vrenjem masulja ili mosta, od svjeZeg i za preradu u vino pogodnog

grozda (NN 96/2003.).
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Prema Zakonu o vinu, vina se dijele prema:

1. Vina u uZem smislu rijeci:
e mirnavina,
e pjenusava vina,
e Diservina,

e gaziranavina.

2. Specijalna vina:
e desertnavina,
e agromatizirana vina,

e likerska vina.

3. Prema boji, vina se dijele na:
e Dbijela,
e ruZicasta (rose, opolo),

e crna (crvena).

4. Prema sadrzaju neprevrelog Seéera vina se dijele:

e mirna vina na: suha, polusuha, poluslatka i slatka,

e pjenusava, biser i gazirana vina na: vrlo suha, suha, polusuha, poluslatka i slatka.

Prema kakvodi, mirna vina se dijele na:

1. Stolna vina:

e stolno vino bez oznake zemljopisnog podrijetla,

e stolno vino s kontroliranim zemljopisnim podrijetlom.

2. Kvalitetna vina:

e kvalitetno vino s kontroliranim zemljopisnim podrijetlom.
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3. Vrhunska vina:
e vrhunsko vino s kontroliranim i ograni¢enim vinorodnim podrucjem,
e vrhunsko vino s kontroliranim i ogranic¢enim specifi¢cnim vinorodnim podrucjem,

e predikatna vina s kontroliranim zemljopisnim podrijetlom (NN, 96/2003.).

2.3. KEMUJSKI SASTAV VINA

2.3.1. Ugljikohidrati

Seéer je osnovni sastojak groida, te na osnovu koncentracije $ecera i kiselina odreduje se

tehnoloska vrijednost i stupanj zrelosti grozda.

Najzastupljeniji Seceri u mostu i vinu su heksoze, D-glukoza i D-fruktoza. Udio Secera u mostu
ovisi o sorti grozda, okolinskim i vremenskim uvjetima. Visokokvalitetne sorte mogu imati od 22

do 28% Secera, a kvalitetne sorte imaju 18-22% Secera (Prce, 2014.).

Grozde osim glukoze i fruktoze sadrzi i druge Secéere, kao Sto su pentoze. Pentoze su prisutne u
crnim vinima u vrlo malim koli¢inama (0,3-2 g/l), i pri tome ne utjecu na slatkoc¢u vina, jer je

njihov indeks slatkoce 0,4 (Ribereau-Gayon i sur 2006.).

Od oligosaharida u vinu su prisutni disaharidi saharoza, maltoza, rafinoza i melibioza, osim
saharoze koja je najbitnija, ostali se nalaze samo u tragovima. Pored oligosaharida, potrebno je
istaknuti pektine i Skrob te sluzave tvari koje su prisutne u vinu, a znatno otezavaju taloZenje i

bistrenje (Prce, 2014.).

2.3.2. Alkoholi

Osim vode, alkohol je jedna od najzastupljenijih komponenti koja se nalazi u vinu. Kolicina
alkohola u vinima se izrazava u volumnim udjelima. Etanol (C;HsOH), u vinu mora iskljucivo
potjecati iz alkoholne fermentacije. Fermentacijom Secera uz prisustvo kvasca nastaje etanol. U
iznimnim sluéajevima, koji su propisani Zakonom o vinu, ako su jako kiSne godine ili sl.
dozvoljeno je dodavati odredenu koli¢inu saharoze koja je potrebna za alkoholnu fermentaciju.
Dodavanje saharoze je dozvoljeno samo za odredenu skupinu vina, jer npr. za proizvodnju

vrhunskih vina nije dozvoljeno dodavanje saharoze. Za proizvodnju 1 volumnog postotka
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alkohola potrebno je oko 16 g/l Secera. Male koli¢ine alkohola mogu nastati i u stanicama

grozda u anaerobnim uvjetima pod utjecajem enzima alkohol dehidrogenaze.

U vinu se nalazi velik broj raznih vrsta alkohola koji se mogu podijeliti u dvije osnovne skupine:

alifatske i aromatske.

Alifatski alkoholi se dijele na monovalentne i viSevalentne. Najizrazeniji i najzastupljeniji

monovalentni alkoholi u vinu su etanol i metanol (Ribereau-Gayon i sur., 2006.).

Metanol je u vinima prisutan u vrlo malim koli¢inama oko 30-35 mg/Il, i nema narodit utjecaj na
senzorska svojstva vina. Metanol ne nastaje alkoholnom fermentacijom nego se javlja kao
nusprodukt enzimatske hidrolize metoksilnih skupina pektina tijekom fermentacije. Najvise
metanola ima u crnim vinima 152 mg/|, zatim rose vina koja sadrze oko 91 mg/|, a najmanji udio
metanola je u bijelim vinima 63 mg/|. Takoder, vina od hibridnih sorti imaju viSe metanola nego
ona napravljena od grozda Vitis vinifere. Metanol je veoma otrovan, te nakon kozumirajna, brzo
se oksidira do mravlje kiseline ili do aldehida i oba ova spoja su toksi¢na za sredisnji Zivcani
sustav, a posebno metanolov aldehid koji razara opticki Zivac i moze uzrokovati sljepilo (Prce,

2014.; Macinkovic, 2017.).

Vina osim monovalentnih alkohola sadrze viSevalentne (glicerol, 2-3 butandiol, manit) i vise

alkohole (izoamil, 1-propanol, izobutanol, amilni alkohol, 2- feniletanol) (Spaji¢, 2017.).

Visi alkoholi nastaju tijekom alkoholnog vrenja, a neki su sadrZani i u bobicama grozda. Visi
alkoholi kao Sto su: propilni, butilni, amilni, heksilni, heptilni i njihovi izomeri u vinima se nalaze
u minimalnim koli¢inama. Visi alkoholi, a prije svega esteri su bitne komponente vina, jer vinima
daju posebnu aromu, npr. izoamil acetat mladim vinima daje aromu banane (Ribereau-Gayoni i

sur., 2006.; Sokoli¢, 1993.).

Terpeni spadaju u nezasi¢ene monovalentne alkohole koji imaju vaznu ulogu u formiranju

arome vina (Prce, 2014.).

Polioli ili viSevalentni alkoholi su alkoholi s vise hidroksilnih skupina. Najvazniji trovalentni
alkohol je glicerol, koji je tre¢i najzastupljeniji spoj u vinima i nastaje tijekom alkoholne
fermentacije. Koncentracija glicerola je obi¢no oko 5 g/l, ali moZe dosti¢i koncentraciju i do 20
g/|, ovisno o koncentraciji Secera u mostu i alkoholnoj fermentaciji. Koncentracija glicerola ovisi i

10



2. Teorijski dio

o koncentraciji alkohola. Ako je manja koncentracija alkohola, bit ée i manja koncentacija
glicerola u vinu, a ako je veca koncentracija alkohola, bit ¢e vec¢a koncentracija alkohola u vinu.
Na koncentraciju glicerola utjece i prisutnost plemenitih plijesni. GroZzde napadnuto plemenitom
plijesni, pri proizvodnji vina ¢e biti veéa koncentracija glicerola. Glicerol pri visokim
temperaturama ne isparava, $to znaci da glicerol predstavlja suhu tvar vina odnosno ekstrakt
vina. Glicerol vinu daje punod¢u okusa, harmoni¢nost i mekocu. Pri degustaciji vina, degustatori
provjeravaju prisutnost glicerola u vinu, naginjudi i ispravljajuéi ¢asu, prateci da li se na stijenki

¢aSe pojavljuju uljaste tzv. suze (Sokoli¢, 1993.).

2.3.3. Kiseline

Prema Zakonu o vinu, vino mora sadrZavati najmanje 4,5 g/l, a najvise 14 g/I ukupnih kiselina

izrazenih kao vinska kiselina (NN 96/ 2003.).

Kiseline koje se nalaze u vinu su: vinska, jabu¢na, mlije¢na, octena, askorbinska, oksalna, glikolna

i glukonska kisalina.

Na koncentraciju kiselina u grozdu i vinu utjece vise faktora, npr. sorta grozda, klimatski uvjeti,
geomorfoloski uvjeti, stupanj zrelosti u kojem je grozde obrano i sl. Koncentracija kiselina u
grozdu se mijenja tijekom zrenja bobica. Najveéa koncentracija kiseline je na pocetku
sazrijevanja, i ona se povecava do odredene granice, nakon c¢ega blago i postupno opada.
Smanjenje i opadanje koncentracije kiselina se odvija uslijed oksidacije kiselina. U bobicama
moze dodi i do neutralizacije pojedinih kiselina, tijekom pridolaska pojedinih alkalija iz zemljista i
Cokota u grozdove. Vinska kiselina se u grozdu nalazi u visokim koncentracijama, i relativno je
jaka kiselina i znatno utjece na pH. Dok su bobice grozda u fazi zrenja, vinska kiselina se nalazi u
slobodnom stanju, sve dok bobice grozda ne dodu u fazu pune zrelosti, tada vinska kiselina nije
u slobodnom stanju, te prelazi u soli vinske kiseline, tj. tartarate (Radovanovi¢, 1986.; Vine i sur.,

1999.).

Jabuéna kiselina je sastojak velikog broja plodova voca, pa tako i grozda. Jabuéna kiselina je
hlapiva kiselina, podlijeze oksidaciji, pri cemu nastaju voda i ugljikov dioksid. U prvim fazama
sazrijevanja jabucna kiselina dostiZze svoj maksimum, koji se kreé¢e izmedu 15 g/l i 25 g/l, dok u

fazi pune zrelosti bobica, njena koncentracija iznosi 3-5 g/I.
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Jabucéna kiselina se dobro otapa u vodi i alkoholu, i ona lako prelazi iz mosta u vino. U vinima,
jabucna kiselina je nepostojana i lako podlijeze transformacijama utjecajem kvasaca, bakterija
mlije¢no-kiselinskog vrenja. Djelovanjem bakterija mlije¢no-kiselog vrenja jabucna kiselina
prelazi u slabiju kiselinu, tj. mlije¢nu kiselinu. U godinama kada su loSiji klimatski uvjeti i u
sjevernim krajevima vina su kiselija i najzastupljenija je jabucna kiselina. Takva vina su

neharmonicna i po okusu podsjecaju na zelenu biljku.

Mlije€na kiselina u vinima se javlja kao sekundarni produkt alkoholne fermentacije, a nastaje i

kao rezultat oksidacije etanola djelovanjem bakterija mlije¢no-kiselinskog vrenja.

Limunska kisellina se javlja u grozdu i vinu, isto kao vinska i jabu¢na, samo u znatno manjoj
koncentraciji. Tijekom razvoja bobica i faze sazrijevanja koncentracija limunske kiseline se ne
mijenja mnogo. U mostu se moZe naci u koncentraciji oko 0,7 g/l. Limunska kiselina je
nepostojana jer vrlo lako podlijeze transformacijama djelovanjem bakterija mlije¢ne kiseline

(Radovanovi¢, 1986.).

Askorbinska kiselina u vinima ima vaznu ulogu u sprijeCavanju oksidacije fenolnih spojeva

(Ribereau-Gayon i sur., 2006.).

Ukupna kiselost u vinima izraZzava se u gramima po litri kao vinska kiselina, a odreduje se

postupkom neutralizacije, titracijom s NaOH (Prce, 2014.).

Oktanske i dekanske kiseline se nalaze u vinima, i utjeCu na tijek alkoholne fermentacije.
Oktanske i dekanske kiseline ¢esto imaju negativan utjecaj na vina. Mogu djelovati sinergisticki s
etanolom i pri tome usporavati alkoholnu fermentaciju. Pored toga oktanska i dekanska kiselina
inhibiraju transport heksoze, sto dovodi do usporavanja ili zaustavljanja alkoholne fermentacije.
Rad kvasca S. cerevisiae eksponencijalno ovisi o koncentraciji oktanske i dekanske kiseline.
Dekanska kiselina ima jaCe djelovanje od oktanske kiseline. Na djelotvornost oktanske |

dekanske kiseline utjecu temperatura i pH (Petravi¢-Tominac i sur., 2017.).

2.3.4. Esteri

Esteri nastaju reverzibilnom reakcijom izmedu alkohola i kiselina i kemijskom esterifikacijom
tijekom dugotrajnog odlezavanja i starenja vina. Koncentracija hlapljivih estera u vinu je veoma

mala i ona iznosi nekoliko mg/Il. Esteri vinima daju svjezinu i ugodne arome. Od estera octane
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kiseline u vinima su najprisutniji: etil acetat, propil acetat, izopropil acetat, izoamil acetat,
izobutil acetat i 2-feniletil acetat. Od estera masnih kiselina, u vinima su najprisutniji: etil

propionat, etil heksanoat, etil valerijat, etil oktanoat i etil dekanoat (Spaji¢, 2017.).

2.3.5. Fenolne tvari

Fenolne tvari imaju velik utjecaj na aromu vina, boju, okus, stabilnost, pored toga fenolni spojevi
djeluju kao antioksidansi, imaju vitaminska svojstva i utjeCu na proces starenja vina. Fenolne
tvari imaju antioksidativna svojstva zbog prisutnosti hidroksilnih skupina u molekuli fenola.
Hidroksilne skupine su dobri proton donori koji mogu reagirati s reaktivnim oksigenom i

nitrogenom, i na taj nacin sprijeciti nastanak novih radikala (Kesi¢ i sur., 2015.).

Fenolni spojevi u groZzdu se nakupljaju u sjemenkama i u kozici, koli¢ina fenolnih spojeva ovisi o
stupnju zrelosti grozda, sorte grozda, vinove loze i sl. Glavnu ulogu imaju u enologiji gdje su
odgovorne za razlike izmeZu crvenih i bijelih vina. Utvrdeno je da fenolni spojevi imaju
antioksidativni potencijal, baktericidna, antioksidativna i zdravstvena svojstva, i Stite organizam
od kardiovaskularnih bolesti (Joscelyne Louise i sur., 2009.; Kesi¢ i sur., 2015.; Vinkovi¢-Vrcek i

sur., 2011.).

Fenolni spojevi su spojevi s ciklickim benzenovim prstenom na koji je vezana jedna ili vise
hidroksilnih skupina. U bobicama grozda je identificirano velik broj fenolnih spojeva, pri ¢emu se
oni mogu podijeliti u dvije grupe flavonoidnu i neflavonoidnu. Flavonoidi su skupina kemijskih
spojeva male molekularne mase koji se nalaze u grozdu. tj. najéeSc¢e su vezani s nekim Seéerom.
Flavonoidni fenoli su podijeljeni na flavonole, flavanole i antocijane, a neflavonoidi su podijeljeni
na fenolne kiseline i njihove estere. Razlika izmedu flavonoida i neflavonoida je u orijentaciji i
broju fenolnih podjedinica unutar molekule (Margaryan i sur., 2014.; Joscelyne Louise i sur.,

2009.).

Neflavonoidi su komponente koje se nalaze u bobicama grozda i u vinima. U vinima su
identificirane neke neflavonoidne komponente u malim koncentracijama, koje su dospjele u
vino iz hrastovih bacvi, u kojem vina odlezavaju. Fenoli se nekad javljaju u vezanom obliku za

Secere ili antocijane (Joscelyne Louise i sur., 2009.; Cigi¢, 2016.).
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U neflavonoidne fenolne komponente spada i hidroksibenzoeva kiselina koja ukljucuje p-
hidroksibenzoevu kiselinu, siringicnu kiselinu, galnu kiselinu. Hidroksi benzoeve kiseline se

nalaze u ligninu hrastovih bacvi (Joscelyne Louise i sur., 2009.).

Flavoni su najvazniji fenolni spojevi koji se nalaze u pokoZici bijelog i crnog grozda, Zute su boje.
U grozdu se nalazi u obliku hidroksi-3 flavoni ili flavonoli. Flavonoli se u grozdu mogu naci u
obliku glukozida i glukozidnom obliku. U pokozZici crnog groZzda najzastupljeniji predstavnici
flavonola su: monoglukozidi kempferola i miricetina kao i monoglukonorozid kvercetola,
izokvercitozid. U crnim vinima su konstatirani aglukonski oblici flavonola, jer glukozidni oblici
lako podlijezu procesu hidrolize. Flavonoli se nalaze u pokozici kao pigment Zute boje. S obzirom
da pri proizvodnji bijelih vina, grozde ne podlijeze procesu maceracije nego samo muljanju
grozda i presanju, u bijelim vinima flavonola nema ili se nalaze u tragovima (Radovanovi¢, 1986.;

Joscelyne Louise i sur., 2009.).

Od fenolnih kiselina u grozdu i vinu utvrdene su benzoeve kiseline i cimetne kiseline. Od
benzoevih kiselina konstantirane su: p-hidroksibenzoeva, protokatehinska, vanilinska, galna,
silicilna, gentizinova kiselina, i dr. Od cimetnih kiselina zastupljene su: p-kumarna kiselina, kafa
kiselina i kumarna kiselina. Benzoeve i cimetne kiseline mogu biti slobodne ili u obliku estera.
Prisusutvo benzoevih kiselina u vinu nije poznata, te se predpostavlja da su nastale tijekom
starenja vina, djelomi¢cnom degradacijom antocijana, dok je cimetna kiselina u vinu poznata i

nalazi se vezana s antocijanima i vinskom kiselinom (Radovanovié, 1986.).

Tirozol je alkohol fenolne prirode koji se nalazi u vinima, a nastaje tijekom fermentacije iz
aminokiseline tirozina, pri ¢emu ga sintetiziraju kvasci. Tirozol utje¢e na organolepticka svojstva

vina (Radovanovié, 1986.).

Za analizu polifenola u vinima, najviSe se primjenjuje HPLC (high performance liquid
chromatography) metoda. HPLC metoda nije pristupacna za rutinsku analizu, ali se primjenjuje i

spektrofotometrijska analiza za analizu ukupnih fenola i antocijana (Margaryan i sur., 2014.).

Fenolni sadrZzaj u grozdu i vinima prvenstveno ovisi o0 mjestu vinograda, sustava uzgoja, klime,
vrste tla, vremenu berbe, proizvodnog procesa, uvjetima skladistenja i starenja vina (Artak i sur.,

2018.).
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Poznato je da u armenska vina s najveéim sadrzajem ukupnih fenola spada vino Tozot

(Margaryan i sur., 2014.).

U Armeniji su analiticari napravili analizu ukupnih fenolnih tvari u armenskim sortama grozda u
kozZici i u sjemenkama grozda (Tablica 1). 1z dobivenih rezultata vidljiv je ukupni sadrzaj fenolnih

tvari u koZici grozda i u nekim sortama dvostruko veci u odnosu na sjeme grozda.

Tablica 1 Rezultati armenskih analiticara dobiveni pri analizi armenskih vina (Aroutiounian i sur.,

2.3.6. Antocijani

2015.).

UKUPAN SADRZAJ

SORTE UKUPAN SADRZAIJ FENOLA U

- FENOLA U KOZICI GROZPA )EMENKAMA
GROZDbA 3

(mg/ke) GROZPDA (mg/kg)

Sev Aldara 2033.18 = 37.20* 1430.69 + 194 .44=
Karmrahyut 1172.46 + 6.69=" 1970.84 + 69.40"
Avagi 2 1513.07 = 207.17 656.17 = 131.96%f
Tozot 1434.73 + 24 287 55545 + 74 33w
Sev Khardji 1008.18 + 122.10%= 760.08 + 358.25°F
Vardabuyr 869.90 = 184.40"4 832.40 = 107.70°
Sev Sateni 920.40 + 106.704 736.70 = 55.01%
Armenia 710.30 = 101.90° 842.04 + 166.80°

Movsesi clone
B

1108.10 + 141.10=="
1249.12 + 112.65™

404.10 = 67.70"
230.62 = 21.79*

X1 794.80 + 44,90 41595 + 28.70°
E 956.53 % 146,15 458.36 = 96.0*
Movsesi 1164.02 = 110.06%=" 203.23 + 68.75*
Hadisi 876.06 + 15,19 381.53 £ 53.21%
Movsesi 1008.90 + 207.4(Q4="= 226.20 = 36.90"
Aghavnadzori

Lyustra 671.8 = 117.60* 558.40 = 63.30=
Seyrak Areni 968.90 + 103.03% 154.53 = 26.27°
Nalbandyan 482.10 £ 91.0¢ 559.42 + 94 30

Boja je jedan od najvaZnijih senzorskih svojstava odnosno atributa crvenih vina, gdje su glavni
izvori crvene boje vina antocijani. Antocijani spadaju u skupinu flavonoida, to su pigmenti
crvene boje koji se nalaze u pokoZici grozda, a kod nekih sorti groZzda nalaze se i u mesu bobice.
Antocijani su dobro topivi u vodi, hidrolizom Sedernog dijela antocijana nastaju aglikoni

(nesecerni produkt hidrolize) koji se nazivaju antocijanidini. Najvazniji predstavnici
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antocijanidina su: cijanidin, delfinidin, petunidin, peonidin, malvidin, pelargonidin. Antocijanidin
da bi tvorio antocijan mora imati vezanu barem jednu molekulu Secera. Od molekula Secera
vezanih na antocijane naj¢esci su glukoza, ramnoza, ksiloza, galaktoza i arabinoza, a osim Secera,
na antocijane mogu biti vezane i organske kiseline, pri tome nastaju acilirani antocijani (Artak i

sur., 2018.).

Petnidin Malwidin Peonidin

Slika 2 Strukturne formule antocijanidina (izvor: web 5)

Antocijani iz bobica groZzda u postupku maceracije prelaze u vino. Na boju vina utjece
koncentracija antocijana, koja je presla u vino tijekom maceracije. Na boju vina, odnosno
stabilnost antocijana utjece: pH vina, temperature, Seéeri, prisutnost kisika, koncentracija SO,

koja se dozira u vino, prisustvo metalnih iona (Joscelyne Louise, 2009.; Radovanovi¢, 1986.).

pH ima velik utjecaj na boju vina. Nizi pH odnosno, veca kiselost vina daje izrazito crvenu boju,
dok povecenjem pH, tj. smanjenjem kiselosti, boja vina prelazi u plavu boju. Ova reakcija je
reverzibilana, Sto znaci da se na boju vina moZe lako utjecati promjenom pH vrijednosti.
Prisustvo SO, takoder ima utjecaja na boju crnih vina. Dodavanjem sumpor dioksida u vino,

izmedu sumpor dioksida i antioksidansa dolazi do reverzibilne reakcije, antocijani prelaze u
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leukooblike. Kada sumpor dioksid nestane, boja vina ponovno prelazi u crvenu boju

(Radovanovi¢, 1986.).

Koncentracija Seéera u vinima ima utjecaj na stabilnost antocijana. Koncentracije od 40% Secera
imaju pozitivan ucinak na stabilnost antocijana, a male koncentracije Se¢era 0—-20% imaju
negativan ucinak na antocijane. Male koncentracije Secera imaju negativan ucinak na
antocijane, jer Sederi tada nemaju utjecaj na aktivitet vode. Isto tako, termostabilnost

antocijana se linearno smanjuje u prisustvu poveéane koncentacije fruktoze (Besten, 2007.).

Najvaznija svojstvo antocijana je njihovo antioksidativno djelovanje, sto znaci da mogu reagirati

s reaktivnim kisikovim radikalima.

Na boju vina, odnosno na antocijane utjeCe pH vina, temperatura, prisutnost kisika,

koncentracija SO, koja se dozira u vino (Joscelyne Louise, 2009.).

2.3.7. Tanini

Tanini su fenolne tvari koje se nalaze u sjemenkama grozda, peteljci i pokozici bobice grozda.
Tanini vinima daju gorcinu i trpkost. Koncentracija tanina u bijelom mostu iznosi maksimalno 0,2
g/l, a u crnom mostu od 1 do 2,5 g/l i vise. Koncentracija tanina u bijelom vinu kre¢e se do
maksimalno 0,5 g/I, a u crnom vinu 4 g/l. Koncentracija tanina u vinima ovisi o vrsti vina, a prije
svega i o vremenu kontakta peteljke, sjemena i pokozice s mostom. Zbog toga bijela vina ne

sadrze tanine ili ih sadrZe u jako malim koncentracijama (Joscelyne Louise, 2009.).

Taninske tvari mogu biti hidrolizirajuce, kao derivati pirogalola ili kondenzirani oblici, derivati
porokatehina. Hidrolizirajuéih tvari nema u grozdu, ali se mogu nadéi u vinu, tako sto dospiju u
vino tijekom procesa proizvodnje, uporabom raznih sredstava pri tretiranju vina. Kondenzirajuce
tvari su sastojci grozda, koji tijekom proizvodnje vina prelaze u vino. U kondenzirane oblike
tanina spadaju: flavan 3-ol (katehin); flavan-3; flavan-4-diol (leukoantocijanidol). Katehin i
leukoantocijanidoli su veoma sli¢ni, ali neki monomeri leukoantocijanidola zagrijavanjem
prelaze u antocijane. Katehin i leukoantocijanidoli podlijezu procesu polimerizacije, katehini pri
tome stvaraju glikozidne oblike, a leukoantocijanodoli stvaraju aglikone ili se javljaju kao

glukozidi. Slabo polimerizirani oblici katehin i leukoantocijanidola imaju sposobnost stvaranja
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vrlo trpkog i oporog okusa kao i sklonost k taloZzenju bjelancevina. Taninske tvari u vinu imaju
ulogu u zastiti vina od oksidacije, tako Sto djeluju inhibitorno na enzime. Pored toga tanini s
antocijanima u crnim vinima daju karakteristi¢nu rubin crvenu boju. Tijekom starenja vina dolazi

do gubitka antocijana i tada osnovu boje crnih vina daju tanini (Radovanovié, 1986.).

2.3.8. Aroma vina

Aromu vinima daju aromati¢ne komponente koje se nalaze u vinima. Koncentracija aromati¢nih
komponenata koja se nalaze u groZdu prije svega ovise o sorti vina, ekoloSkim uvjetima.
Koncentracija arome, odnosno miris nekog grozda ili vina ovisi o koncentraciji aromatskih
jedinjenja, stupnju zrelosti grozda, zdravstvenom stanju grozda. Tvari arome u bobicama grozda
nastaju kao kemijski spojevi, a tijekom vinifikacije prelaze u vino, reagiraju medusobno ili s

nekim drugim kemijskim spojevima i pri tome vinu daju specificnu aromu, tzv. ,,bouquet”.
U vinima postoje tri vrste arome: primarna, sekundarna i tercijarna aroma.

Primarna aroma je aroma koja dolazi iz grozda, mosta i prelazi u vino. Najvazniji hlapljivi spojevi
primarne arome grozda, su monoterpeni. Monoterpeni su lako hlapljive komponente, a ujedno i

najvazniji nositelji sortne arome.

U monoterpene spadaju:

e geraniol,
e linalol,
e nerol,

e qa-terpineol,
e citronelol,
e hotrineol.
Sekundarna aroma je aroma koja se stvara tijekom procesa fermentacije.

Tercijarna aroma je aroma koja se stvara tijekom odlezavanja vina ili tijekom starenja vina u

hrastovim bacvama, prelazi iz bacve u vino (Radovanovi¢, 1986.; Prce, 2014.).
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2.3.9. Enzimi

Enzimi su tvari koje pokreéu kemijske reakcije fermentacije, tijekom vinifikacije i starenja vina,

stvarajuéi bouquet. Enzimi su u procesu vinifikacije zaduZeni za reakcije oksidacije i hidrolize.

U procesu proizvodnje vina, postoje dvije velike skupine enzima: depolimerizacijski i

deesterifikacijski enzimi.

Depolimerizacijski enzimi cijepaju a-1,4 glukozidne veze, pri cemu oni cijepaju poligalakturonski
lanac. U depolimerizacijske enzime se ubrajaju poligalakturonaze, pektat lijaze i pektin lijaze.
Deesterifikacijski enzimi cijepaju esterske veze metanola i karboksilnih skupina galakturonske
kiseline, pri ¢emu se oslobada metanol. Deesterifikacijski enzimi prevode visokoesterificirane
pektine u niskoesterificirane pektine i pektinsku kiselinu. Pored depolimerizacijskih i
deesterifikacijskih enzima, u procesu vinifikacije bitni su saharaza, pektinaza i dr. Saharaza ima
ulogu u hidrolizi saharoze u glukozu i fruktozu, a pektinaza je vaina pri bistrenju vina jer

hidrolizira pektinske tvari na poligalakturonsku kiselinu i metanol (Spaji¢, 2017.).

2.3.10. Mineralne tvari (pepeo)

Mineralne tvari vina, odnosno pepeo su anorganske tvari koje ulaze u sastav vina, a zaostaju
nakon isparavanja vode i potpunog spaljivanja suhe tvari vina. Najprisutnije mineralne tvari koje
se nalaze u mostu i vinu su: kalij, kalcij, magnezij, Zeljezo i fosfor. Mineralne tvari vinima daju
bolju aromu i bouquet, a u mostu se nalazi u koli¢ini od nekoliko g/I. Koli¢ina pepela u vinu ovisi
o sorti vinove loze, kakvodi i zrelosti groZzda, sastavu tla, mikro i makroklimatskim uvjetima, te
tehnologiji prerade grozda u vino. Crna vina sadrze vedi udio pepela u odnosu na bijela vina, jer
pri proizvodnji crnih vina, most je u duZzem kontaktu s peteljkama, sjemenom i pokoZicom

grozda (Macinkovi¢, 2017.).

2.3.11. Antioksidacijska stabilnost
Antioksidansi su spojevi koji inhibiraju ili odgadaju oksidaciju tvari. Antioksidansi neutraliziraju
slobodne radikale dajuéi im svoj elektron ili inhibiraju stvaranje slobodnih radikala, pri tome

imaju svojstva kojima djeluju kao reducirajuce sredstvo (Prce, 2014.).

Polifenoli u vinima imaju zastitnu ulogu, odnosno antioksidativna svojstva, Sto se pripisuje

njihovoj sposobnosti sparivanja elektrona slobodnog radikala Sto se jo$ naziva i antiradikalna
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aktivnost. Osim ove aktivnosti polifenoli pokazuju sposobnost vezivanja iona prijelaznih metala
(Fe**, cu®, zn®, Mg®). To visestruko djelovanje je odgovorno za ukupnu uéinkovitost

polifenolnih spojeva, a zajedno se naziva antioksidacijska aktivnost.

Antioksidansi su tvari koje Stite stanice od oksidacijskog djelovanja slobodnih radikala,
sprje¢avaju oksidaciju slobodnih radikala u stanici. Slobodni radikali su kemijski spojevi velike
reaktivnosti, uzrok njihove velike reaktivnosti je posljedica prisustva nesparenih elektrona u
vanjskoj elektronskoj orbitali. Slobodni radikali mogu oStetiti lipidnu membranu stvarajuci
ugljikov radikal koji reagira s kisikom i daje peroksidni radikal koji dalje reagira s masnim

kiselinama stvarajuci nove ugljikove radikale.

2.4. PROIZVODNJA CRNIH VINA

Enologija je znanstvena disciplina koja se bavi proucavanjem kemijskog sastava vina,
proizvodnjom i cuvanjem kakvoée vina s ciljem poboljSanja iskoriStenje sirovine i moguénost

dobivanja vina konstantne kakvode.
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VINIFIKACIJA CRNIH VINA

fermentacija

transport s sredstvo za

# doziranje kvasca filmcijn
hladna maceracija

muljanje - runjenje

dozrijevanje u
drvenim ba¢vama

» masulj bistrenje mosta

rvi pretok
(tﬁog gd kvasca)

==
talog bistrenja mosta 28
punjenje vina u boce stabilizacija Distrenje vina ¢.qctvo 7a 5%
Bz
mikrofiltracija plocasti filter

Slika 3 Tehnoloski postupci pri proizvodnji crnih vina (Andabak, 2017.)

2.4.1. Berba grozda

Proizvodnja vina zapocinje berbom grozda. 15 dana prije berbe grozda, u vinogradu se
provjerava sadrzaj Secera i kiselina u bobicama grozda. Kada koncentracija Se¢era u bobicama
dostigne svoj maksimum, odnosno kada se 3 dana zaredom sadrzaj Secera u bobicama ne

mijenja, znaci da je grozde dostiglo svoju tehnolosku zrelost i poéinje berba grozda.

Mjerni instrumenti koji se koriste za mjerenje sadrzaja Seéera su refraktometar (Slika 4) ili

mostna vaga (Slika 5) (Oechslova i Baboova).
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o

Slika 4 Refraktometar (izvor: web 1) Slika 5 Mostna vaga (izvor: web 2)

Berba grozda moze biti ru¢na ili pomodu strojeva. Svaki od nacina berbe ima svoje prednosti i
nedostatke. Ru¢no branje, s jedne strane je kvalitetnije i bolje, jer pri branju beraci mogu
ukloniti oboljelo grozde, sortirati grozde koje je nezrelo, mogu pazZljivije postupati s grozdem
koje ima slabiju koZicu i koje lako puca. Pored navedenih prednosti, ru¢no branje dovodi do

vecih troskova koji su potrebni za isplatu radne snage.

Berba pomocu strojeva je puno brza u odnosu na ru¢no branje, nema dodatnih troskova oko
radne snage, ima vecu mogucénost branja nocu, Sto je velika prednost, jer se ubrano grozde ne
izlaze visokim temperaturama i pri tome nema opasnosti od oksidacijskog kvarenja. Berba
strojevima se moZe organizirati tako da kada groZde stigne u vinariju odmah ide na preradu, i
nema potrebe za skladistenjem. Berba pomocu strojeva ima nekoliko nedostataka kao Sto su
ostecenje listova i vinove loze strojevima, nema mogucnosti sortiranja i uklanjanja bolesnog i
osSte¢enog grozda. Berba grozda pomocu strojeva nije mogudéa u jako brdovitim i strmim

predjelima.

Ubrano grozde se u vinarije prevozi u kasetama ili u rinfuzi. Ubrano grozde je potrebno Sto prije
prevesti u vinariju i Sto prije zapoceti preradu grozda. Ako su visoke temperature, moze zapoceti
prijevremena fermentacija, ili ako je dug transport od vinograda do vinarije, moze dodi do
pucanja, gnjecenja bobica grozda i istjecanja grozdanog soka, odnosno samotoka. Pucanjem
bobica grozda i istjecanje grozdanog soka, predstavlja gubitke, te dolazi do oksidativnih procesa,
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Sirenja mikroorganizama i divljih kvasaca. Samotok je najkvalitetniji dio grozdanog soka, t;j.
mosta. Pri prijemu groZda u vinariju, odreduje se koncentracija Secera i ukupnih kiselina u
grozdu. Grozde se u vinarijama prihvata u prihvatni bunker ili odmah direktno ide u stroj za

runjanje i muljanje grozda (Prce, 2014.; Spaji¢, 2017.).

2.4.2. Muljanje i ruljanje
Muljanje i ruljanje su prve od tehnoloskih operacija koje se provode u vinifikaciji. Vinifikacija

obuhvata procese koji se odvijaju pri pretvorbi grozda u vino.

Muljanje i ruljanje su tehnoloske operacije gdje se bobice grozda gnjece i muljaju, pri ¢emu se
dobija masulj. Masulj je zgnje€eno i izmuljano groZde. Dobiveni masulj ide na proces maceracije.
Maceracija je postupak odlezavanja mosta s sjemenkama i koZicom groida. U procesu
maceracije dodaju se pektoliti¢ki enzimi koji razgraduju pektin u koZicama bobica, u kojima se
nalaze bojene tvari, na taj nacin se u potpunosti oslobadaju bojene tvari (antocijani), tanini,
vitamin, fenolne i druge tvari koje su prisutne u koZici grozda, a stvaraju aromu, boju,
karakteristican miris vinu. Dobiveni masulj, se poslije muljanja i ruljanja, sumpori da bi se
zastitile bojene tvari od oksidacije, reducirao rad i razmnozavanje nepozeljnih divljih kvasaca i
bakterija. Masulj se sumpori s 8-10 g/hl kalijeva metabisulfita ili 80-100 ml/hl 5% otopine

sumporaste kiseline.

Slika 6 Muljaca (izvor: web 3)
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2.4.3. Akoholna fermentacija

Poslije sumporenja masulja, masulju se dodaju selekcionirani kvasci za alkoholnu fermentaciju.
Na bobicama grozda se nalaze kvasci koji su na povrSinu bobice dospjeli iz tla putem zraka,
Cestica praSine, insekata. Koli¢ina tih kvasaca nije dovoljna za alkoholnu fermentaciju, te se zbog
toga masulju dodaju selekcionirani kvasci za usmjereno vrenje i dobivanja vina zadovoljavajuéih
karakteristika i kakvoée. Alkoholna fermentacija je proces prevodenja Secera u etanol i CO,, uz
oslobadanje velike koli¢ine energije, odnosno prevodenja mosta (masulja) u vino djelovanjem
kvasaca. Alkoholna fermentacija moZe biti spontana i pomodu selekcioniranih kvasaca.
Spontanu fermentaciju provode kvasci koji se nalaze u mostu, a selekcionirani kvasci se dodaju

(Prce, 2014.).

Osim ovih primarnih produkata nastaju i manje koli¢ine sekundarnih produkata: glicerol,
jantarna kiselina, acetaldehid, visi alkoholi, hlapljive kiseline, aminokiseline i metanol. Alkoholna
fermentacija je anaeroban proces, pri tome, stvaraju se nepovoljni uvjeti za rast i razmnozavanje
nepozeljnih mikroorganizama. Alkoholna fermentacija je anaeroban proces, ali za pocetak
alkoholne fermentacije kvascima su potrebni aerobni uvjeti. U aerobnoj fazi fermentacije (Slika
7) kvasci koriste kisik iz zraka i pri tome potpuno razlazu Secer do ugljikova dioksida. Oslobodena
energija se koristi za razmnoZavanje selekcioniranog kvasca. Dok u anaerobnoj fazi (Slika 8)
Seceri se razlazu do etanola i ugljikovog dioksida i pri tome se oslobada znatno manja koli¢ina

energije.

CeHp 2O +60; — 6 C0O2+6 HO + 2817 )

Slika 7 Aeroban proces fermentaciije

CH 0, — 2C,HsOH +2CO, + 138 ]

Slika 8 Anaerobni proces fermentacije
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Uz alkoholnu fermentaciju odvija se i process maceracije. Tijekom procesa maceracije i uz
alkoholnu fermentaciju dolazi do jaCeg stvaranja boje. Boja se najintenzivnije ekstrahira u prvih
3-5 dana vrenja nakon tog perioda ekstrakcija bojenih tvari naglo opada i zavrSava. Nakon tog
perioda intenzivnije se ekstrahiraju tanini, pa predugim ostavljanjem masulja na vrenju u vino se

otapa viSe tanina zbog ¢ega vino postaje oporo i trpko (Prce, 2014.).

U vinifikaciji postoji vise vrsta maceracije, klasicna, karbonska, flash ekspanzija, delastage i
maceracija zagrijavanjem. Odabir vrste maceracije i optimalne duljine ovisi o: tipu vina koje se
Zeli proizvesti, vremenu kada ée se ono konzumirati (delastage postupkom se dobivaju vina s
voénom aromom, koja se mlada konzumiraju), karakteristikama (intenzitet tanicnosti i
harmonija strukture nisu kompatibilni), kvaliteti primarne sirovine i uvjetima tijekom maceracije
(fermentacije). Samo se u zatvorenim posudama moZe macerirati dulje vrijeme. U otvorenoj je
posudi most u kontaktu sa zrakom, lakse fermentira, ali su rizici kvarenja (bakterije) veci i velik je

gubitak alkohola (Molnar, 2017.).

Na pocetku alkoholne fermentacije ne smije biti previse visoka temperatura (20 °C) jer su kvasci

osjetljivi u fazi porasta temperature.

Kod alkoholne fermentacije postoje dvije vrste vrenja:
e glavno (burno),
e naknadno (tiho).

Glavno vrenje karakterizira toplo vrenje, tj. vrenje koje se odvija na temperaturama 20-25 °C. Za
mlada vina (za brzu potrosnju), koja trebaju biti lijepe rubin crvene boje i sacuvanih voénih
aromatskih karakteristika, preferira se umjerena temperatura (do 25 °C). Ako se preferira

tani¢nost, to su uglavnom vina za starenje, potrebna je temperatura 25-30 °C.

Suvremena tehnologija preporuca hladno vrenje, jer je na visokim temperaturama vrenje burno
i CO, naglo izlazi i odnosi aromatic¢ne tvari i alkohol. Prestanak vrenja oznacava prijelaz mosta u
mlado vino. Alkoholna fermentacija je postupak koji se provodi u drvenim posudama (bac¢vama)
ili inoks posudi, a mogu se koristiti i betonske posude. Plasticne posude se mogu koristit, ali nisu

preporucljive jer na njima ostaje boja (Prce, 2017.).
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S obzirom da se nakon 3-5 dana ekstrakcija bojenih tvari zavrSava, a duzim zadrzavanjem mosta
s koZicom bobice groZda se povedéava ekstrakcija tanina koja mozZe imati nepovoljni uc¢inak na
vino i zaustavlja se proces maceracije. Dobiveno vino, odnosno samotok se odvaja od ¢vrstog
dijela. Dobiveno vino se koristi za proizvodnju kvalitetnog i vrhunskog vina, a zaostali ¢vrsti
ostatak ide na preSanje. PreSanje je postupak odvajanja preostalog mosta, odnosno vina iz

¢vrstog dijela. Cvrsti ostatak koji zaostaje nakon pre$anja naziva se trop.

Izdvojeno vino se pretace u cisterne ili ba¢ve. To vino je uglavnom izfermentirano, ali moze

zaostati dio neprevrelog Secera, tako da se tada nastavlja tiho vrenje, tj. naknadna fermentacija.

2.4.4. Malolakticna fermentaciija

Malolakti¢na fermentacija je proces koji nastupa poslije alkoholne fermantacije, a u nekim
sluCajevima se moZe javiti usporedo s alkoholnom fermentacijom. Malolakti¢na fermantacija se
naziva jos i jabucno-mlijecna fermentacija. Tijekom malolakti¢ne fermentacije jabucna kiselina
se pomocu bakterija mlije¢no-kiselog vrenja prevodi u mlijecnu kiselinu. Bakterija koja prevodi
jabucnu kiselinu u mlije¢nu naziva se Leuconostoc oenos. Jabucna kiselina je jaca i zbog toga se
ona prevodi u mlije¢nu kiselinu, koja je slabija i vina postaju harmonicnija, manje kisela i meka.
Prisustvo jabucne kiseline povecava aciditet vina, a mlada vina su ostra, neharmonicna i tupa.
Malolakticnom fermentacijom moguce je smanijiti kiselost vina 1-1,8 g/l ili 10-24 % od prvobitne
koliCine.

Na pocetak i na tijek malolakti¢cne fermentacije ima utjecaj: koli¢ina alkohola, koli¢ina sumpor
dioksida, temperature i aciditet vina. Mlije¢no kiselinska fermentacija se cesto provodi u
hladnijim krajevima, jer su tamo vina kiselija, s ve¢im udjelom jabucne kiseline. U toplijim

krajevima se ne provodi jer bi se tada stvorila tupa vina.

Bakterije jabuéno-mlije¢ne fermentacije su vrlo osjetljive na sumpor dioksid. Sumpor dioksid ne
djeluje na bakterije malolakticne fermentacije samo u slobodnom obliku, nego i u vezanom.

Zbog toga, u nekim zemljama se most sumpori u minimalnim koli¢inama.

Prisutnost tanina ima utjecaj na bakterije mlije¢ne fermentacije. Dodavanje tanina u vino radi

poboljsanja bistrenja ili prelazak tanina iz hrastovih bacvi, narocito ako nisu bile dobro ovinjene,

26



2. Teorijski dio

imaju utjecaj na bakterije malolakti¢ne fermentacije i na razgradnju jabucne kiseline (Sokolovié,

1993.; Radovanovic¢, 1986.).

Vina u kojima je uspjeSno provedena malolakticna fermentacija imaju aromu po maslacu,
orasastim plodovima, medu, vaniliji, za€inima, po zemlji, imaju zaokruZenost, svileni tanini
(meki) se duZe zadrzavaju na jeziku. Ako se malolakticna fermentacija provodi pod
nekontroliranim uvjetima, bakterije mlije¢ne kiseline mogu rezultirati intenzivnom mlije¢nom
aromom, aromom uZegnutog jogurta, slatkastim i octikavim okusom, animalnim notama,

mirisom vlaZne koZe, upaljene Sibice i trulog (Sokolovi¢, 1993.; Radovanovi¢, 1986.).

2.4.5. Filtracija, stabilnost i njega vina
Poslije zavrsene malolakti¢ne fermentacije, vino se pretace u bacve ili cesterne, odnosno odvaja
se od taloga. Kod pretoka vina u druge bacve ili cisterne, bacvu je potrebno dopuniti vinom, ili

nekim inertnim plinom, kako ne bi doSlo do kontakta vina s kisikom tijekom odlezavanja.

Pri stabilizaciji vina, poslije alkoholne i malolakticne fermentaije, vino je potrebno izbistrit i
istalozit krupne cestice. Prvo se taloZze krupnije Cestice u vinima, to je proces spontanog
bistrenja, i traje dosta vremena. U vino se dodaju sredstva koja kemijskim i fizikalno-kemijskim
djelovanjem odstranjuje nestabilni dio sastojaka. Na efikasnost bistrenja utjecu: aciditet

odnosno pH vina, temperatura, priprema, nacin i vrsta sredstva koja se dodaju u vino.
Sredstva koja se dodaju za bistrenje vina mogu biti:

e organska,

e mineralna

Organska sredstava koja se dodaju u vino su Zelatin, tanini, riblji mjehur, agar-agar, a od
mineralnih  sredstava: bentonite, silicijumova kiselina, Spanska zemlja i kaolin,
kalijumferocijanid. Od organskih i mineralnih sredstava, najéesce se primjenjuju Zelatin, tannin i
bentonit. Ako se vino bistri dodavanjem sredstava za bistrenje, uvijek se prvo dodaje Zelatin, koji
se rasiri po cijeloj povrsini vina, a zatim se dodaje bentonit koji sakuplja mikroéestice, a usput i
Zelatin i sve skupa ih povuce na dno cisterne ili bacve.
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Na efikasnost bistrenja utjece aciditet odnosno pH vina, temperatura, priprema i nac¢in unosenja

sredstva u vino.

Nakon bistrenja vina, vino je potrebno stabilizirati na niskim temperaturama. To je postupak
hladenja vina do temperature bliske temperaturi smrzavanja i ostavljanje na toj temperaturi
nekoliko dana. Rezultat toga je ubrzano taloZenje soli vinske kiseline (tartarata) takozvanog
vinskog kamena, koji ima utjecaj na bistrinu i na aciditetno stanje vina. Vinski kamen je prirodno
prisutan u vinu, ali se na taj nacin znatno ubrzava te se pored tartarata na dno taloze i druge
nestabilne tvari te mikroorganizmi. Poslije provedbe hladne stabilizacije vino je potrebno

filtrirati dok je jos hladno.

Za zavrsnu filtraciju mogu se koristiti naplavni filtri, a najéesée se primjenjuju mambranski filteri,

cros flow ili color fiber filteri.

Njega i Cuvanje vina obuhvacdaju niz raznovrsnih postupaka, koji imaju za cilj zastitu vina od

kvarenja i mana vina (Radovanovi¢, 1986.; Prce, 2014.).

2.5. ANALIZA AROMATSKIH TVARI

2.5.1. Plinska kromatografija

Kromatografija je fizikalna separacijska metoda izdvajanja komponenti iz uzorka. U
kromatografskim metodama, sastojci smjese (uzorka) se raspodjeljuju izmedu dvije faze, od
kojih je jedna nepokretna (stacionarna), a druga se kre¢e u odredenom smjeru (pokretna ili
mobilna faza). Uzorak je otopljen u pokretnoj fazi (tekuéina, plin, fluid pri superkriti¢nim

uvijetima) i krece se uzduz nepokretne faze koja moze biti u koloni ili na ravnoj plohi.

Kromatografska metoda se moze podijeliti prema tipovima mobilnih i stacionarnih faza,

odnosno na fizikalnom stanju same pokretne faze, to su:
e plinska kromatografija (GC),
e tekudinska kromatografija (LC; HPLC),

e fluidna kromatografija pri superkriti¢nim uvijetima.
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Za pokretnu fazu u plinskoj kromatografiji se moZe koristiti i pojam plin nosioc, dok se u

kromatografiji ispiranjem (eluiranjem) pokretna faza naziva i eluens.

Plinska kromatografija je najrasSirenija separacijska metoda kod koje je pokretna faza plin (plin
nosioc). U plinskoj kromatografiji (GC) uzorak se injektira na pocetku kromatografske kolone,
gdje isparava, a eluiranje se vrsi pomoéu protoka inertnog plina kao mobilne faze. Odvajanje
sastojaka na GC koloni uvjetovano je razlikom u njihovoj hlapivosti. Plin nosioc nema interakcije
s analiziranim komponentama ve¢ sluzi isklju¢ivo kao transportno sredstvo. Inertni plinovi koji
se najce$cée primjenjuju su: helij, dusik i vodik. Eluiranje se vr$i pomocu protoka inertnog plina
kao mobilne faze. Odvajanje sastojaka na GC koloni uvjetovano je razlikom u njihovoj hlapivosti

(Macinkovig, 2017.; Simuni¢, 2017.).
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protoka
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spremnik plina |
nosafa kolonska ped

Slika 9 Shematski prikaz plinskog kromatografa (izvor: web 4)

Plinski kromatograf je izgraden od nekoliko osnovnih dijelova (Slika 9):
e izvor stalne struje plina nosioca — boca ili generator,

e uredaj za unosenje uzorka (injektor),
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e kromatografska kolona smjestena u termostatiranom prostoru (peci),

e detektor - uredaj za registriranje izeluiranog sastojka u struji plina nosioca kao funkcije

vremena,

e pisac —integrator — racunalo.

Eluiranje je glavna tehnika plinske kromatografije, gdje se kolona kontinuirano regenerira s
inertnim plinom nositelj. Odredena koli¢ina ispitivane smjese uvodi se strujom inertnog plina
(plin nositelj) u kromatografsku kolonu. Prolaskom kroz kolonu, smjesa se razdjeljuje izmedu

nepokretne faze i struje plina nositelja (pokretna faza).

Plin nositelj mora biti kemijski inertan kako ne bi doslo do reakcije s uzorkom, i pri tome mora
biti suh i procis¢en od necistoc¢a koje bi mogle utjecati na funkciju rada uredaja. Izbor plina
nositelja najées¢e je odreden tipom detektora koji se upotrebljava. Protoci plina se obicno
reguliraju pomodéu dvostupanjskog regulatora tlaka na plinskoj boci i regulatorom tlaka

postavljenim na samom uredaju.

U plinskoj kromatografiji, injektor sluzi za unosSenje uzorka u sustav za analizu. Da bi se u
konacnici dobio dobar rezultat analize, uzorak se u sustav za analizu unosi brzo, u maloj kolicini,
pomocu mikrolitarske Sprice. U uredaj se pomoéu mikrolitarske Sprice, dodaje uzorak, kroz
gumenu ili silikonsku membranu u zagrijani dio uredaja koji je smjesten na vrhu kolone. Kako bi
isparavanje uzorka bilo potpuno, temperatura prostora gdje dolazi do rasprskavanja i
isparavanja uzorka mora biti za 50 °C viSa od temperature vreliSta najslabije hlapive

komponente u uzorku (Macinkovi¢, 2017.).

Kao detektor u plinskoj kromatografiji moze posluziti svaki uredaj koji na osnovu nekog
kemijskog ili fizikalnog svojstva izeluirane komponente registrira njenu prisutnost u plinu
nositelju. Detektor mora pokazati brz odziv na male promjene koncentracije sastojaka za

vrijeme njihove eluacije iz kromatografske kolone.
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U plinskom kromatografu detekcija se moze temeljiti na:
e toplinskoj vodljivosti,
e plamenoj ionizaciji,
e radioaktivnoj ionizaciji,
e fotoionizaciji,
e kemijskim reakcijama,
e elektroliti¢koj vodljivosti,
e |Ri UV spektrofotometriji,
e spektrometriji masa,
e nuklearnoj magnetskoj rezonanciji,

S obzirom na vrstu detekcije, plinski kromatograf moZe davati signal za svaki sastojak u eluatu,
osim za Cistu mobilnu fazu ili da daje odziv samo na odredene grupe komponenata u eluatu i sl.

(Primorac, 2015.).

Plinska kromatografija je primjenjena za odredivanje kvantitativnog udjela aromati¢nih

sastojaka.
2.5.2. Spektrofotometar

Spektrofotometar je uredaj koji se koristi za analizu spektra elektromagnetnog zracenja.

Spektrofotometar je instrument koji sadrZi monokromator ili disperzni element koji izabire
razli¢ite valne duljine. Valne duljine zradenja je moguée mijenjati. Spektrofotometar je

instrument koji ima sloZeniju optiku.

Spektrofotometar se sastoji od izvora zracenja, monokromatora i detektora. Monokromator je
tako izveden da je moguée mijenjati valnu duljinu zraenja koje propusta. Biljezenjem
intenziteta zracenja koje je uzorak apsorbirao, propustio ili reflektirao, ovisno o valnoj duljini,

nastaje spektar.
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Dijelovi opti¢kog instrumenta:

e izvor zracenja,

selektor valnih duljina,

spremnik za uzorke,

detektor,
e procesor signala (uredaj za ocitavanje).

Spektrofotometar je koriSten za analizu polifenola, antocijana i antioksidacijske aktivnosti vina

Armenije.

2.5.3. SPME spektar

SPME analiza je tehnika koja se koristi za analizu Sirokog spektra hrane, prvenstveno iz razloga
Sto zahtijeva manju manipulaciju, i zbog ekonomske prihvatljivosti. Sve viSe se primjenjuje za
pripremu Cvrstih i teku¢ih uzoraka poput vina, piva, voca, ulja i meda. SPME analiza se sastoji od
dvije odvojene faze, apsorpcije, prilikom koje dolazi do zaostajanja analita na stacionarnoj fazi i
desorpcije. Pri analizi, obje faze moraju biti optimizirane. Na desorpciju utje¢u temperatura i
vrijeme desorpcije, dok na ekstrakciju utjece tip uzorka, vrijeme ekstrakcije, ionska jakost, pH

uzorka, temperatura ekstrakcije i muckanje uzorka (Macinkovi¢, 2017.).

Plinsko—kromatografska metoda uz uporabu plinskog kromatografa s maseno-selektivnim
detektorom (GC-MS) se primjenjuje da bi se potvrdili pojedinacni aromatiéni sastojci na osnovu
usporedbe spektra pojedinog sastojka iz vina sa spektrom iz baze podataka. Uvjeti rada su

jednaki uvjetima plinskog kromatografa s masenim detektorom.

SPME uzorkovanje je jednofazan proces, tehnika je vrlo osjetljiva pa treba posebnu paznju
posvetiti temperaturi apsorpcije i vremenu apsorpcije kako bi oni ostali konstantni (Spajic,

2017.).
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3. Eksperimentalni dio

3.1. ZADATAK RADA

Zadatak ovog rada bio je ispitati utjecaj sorte na aromatske i fenolne sastojke crnih vina iz
armenskih vinogorja. Na uzorcima su se odredivali:, antocijani, antioksidacijska aktivnost i

polimerna boja.

3.2. MATERUALI | METODE

Za analizu su uzete crne sorte armenskih vina: Areni, Avagi, Movsesi, Seyrak Areni i Tozot.

Antocijani, antioksidacijska aktivnost i polimerna boja odredeni su primjenom
spektrofotometra, a odredivanje kvantitativnog udjela aromati¢nih sastojaka provela se
primjenom instrumentalne plinske kromatografije i mikroekstrakcije na ¢vrstoj fazi (SPME). U
radu je koristen plinski kromatograf tvrtke Agilent 7890 B s maseno-selektivnim detektorom

Agilent 5977.
Avagi

Sorta je dobila naziv po vlasniku vinarije koji ju je otkrio, Avagu Vahagn. Vrlo je rijetka sorta od

koje se proizvode suha crna vina (web 6).
Areni i Seyrak Areni

Sorta grozda Areni (arm. ah-reh-nee) jedna je od najstarijih i najrasirenijih sorti koja se uzgaja na
podrucéju Armenije. Regija u kojoj najbolje uspijeva nalazi se na Ararat planini uz rijeku Arpa, u
Vayots Dzor zoni. Danas je poznata pod raznim nazivima: Sev (crni) Areni, Areni Yeghegisi, Areni
Vaghahas, a vrlo ¢esto ju nazivaju i Armenski Pinot Noir. Bobice ove sorte imaju debelu pokozicu
jantarno crne boje. Izrazito je otporno na bolesti i temperaturne oscilacije. Vino proizvedeno od
ove sorte je tamno crvene boje s aromom duda i borovnica. Seyrak Areni se ¢esto poistovjeéuje

s originalnom Areni sortom bududi da su sli¢cne, ali genetski su razli¢ite (Hovhannisyan, 2015.).
Tozot

Vino Tozot je jedno od najpoznatijih autohtonih vina Armenije. Prema prethodnim
istrazivanjima je dokazano da je vino Tozot, jedno od vina s najve¢im udjelom fenolnih tvari, s
jedinstvenom svjeZzinom i ugodnom aromom. Tozot raste u starim vinogradima Vayots Dzor.

Grozde Tozot karakterizira kasno sazrijevanje i pri tome vrlo produktivno koje ima visok udio
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Secéera i srednju kiselost. Grozde Tozot (Slika 10) karakterizira razlicite veli¢ine bobica, gusta,
konusna i srednje veli¢ine, crne, blago ovalne ili izduZzene bobice. KoZica grozda je srednje
debljine, prekrivena gustim, grubo teskim voskom, so¢nog i ugodnog okusa (Hovhannisyan i sur.,

2016.).

Slika 10 Tozot (Hovhannisyan i sur., 2016.)

Movsesi

Jedinstvene sorte grozda Movsesi saCuvane su u vinogradima Vayots Dzora. Sortu grozda
Movsesi (Slika 11) odlikuju velike, a ponekad srednje ili male bobice, guste, a ponekad srednje ili
male gustode s cilindricnim oblikom. Grozdovi su veliki s crvenim, tj. crnim bobicama, a bobice
su srednje debljine kozice s prekrivenim voskom. Sorta grozda Movsesi je grozde kasne berbe,
kasno zrije ali su vrlo produktivni grozdovi. Bobice grozda Movsesi imaju nisku slatko¢u i nisku

kiselost (Hovhannisyan i sur., 2016.).
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Slika 11 Movsesi (Hovhannisyan i sur., 2016.)

3.2.1. Odredivanje sadrzaja antocijana

Za odredivanje antocijana primijenjena je pH-diferencijalna metoda. Metoda se zasniva na
strukturnoj transformaciji kromofora antocijana u ovisnosti o promjeni pH. Antocijani podlijezu
reverzibilnoj strukturnoj transformaciji s promjenom pH koja se manifestira promjenom spektra
apsorbancije. pH—diferencijalna metoda za odredivanje antocijana omoguduje tocno mjerenje
ukupnih antocijana, bez obzira na prisutnost polimeriziranih, degradiranih pigmenata i drugih
tvari koje bi mogle smetati. Otpipetirano je 0,2 ml ekstrakta uzorka u dvije kivete, u jednu je
dodano 1 ml pufera pH 1, a u drugu 1 ml pufera pH 4,5. Nakon stajanja od 15 min. uzorcima je

pomocu spektrofotometra izmjerena apsorbancija pri valnim duljinama od 508 nm i 700 nm.
Sadrzaj antocijana je izracunat prema slijedeéoj formuli:
C(antocijana) (Mg/kg) = (A x M x FR x 1000) / € x |
gdje je:
A — apsorbancija uzorka, a izraCunava se prema izrazu:
A = (Asoz — Az00)pH 1 — (Aspg — Az00)pH 4,5 M — 449,2
FR — faktor razrjedenja,
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E — molarna apsorptivnost,
26 900 | — duljina kivete,

1 cm (M i € su uzeti za dominantnu vrstu antocijana, odnosno za cijanidin-3-glukozida).
3.2.2. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti

Antioksidacijska aktivnost odredena je primjenom ABTS metode. U ABTS metodi prati se
raspadanje radikala ABTS koji nastaje oksidacijom 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazilin-6-sulfonat)
djelovanjem fenolnih tvari. U odsutnosti fenolnih tvari, ABTS je relativno stabilan, ali brzo
reagira u prisustvu donora H+ te prelazi u neobojeni oblik ABTS-a. Absorbanca se mjeri pri valnoj
duljini od 734 nm. Antioksidacijska aktivnost izracunata je iz kalibracijske krivulje uz trolox kao

standard (Pichler i sur., 2015.).

3.2.3. Odredivanje polimerne boje

Degradacija antocijana moZe se pratiti ocitanjem apsorbance u uzorcima koji su tretirani
bisulfitom. Antocijani s bisulfitom tvore bezbojan kompleks. Boja koja nastaje polimerizacijom
antocijana, odnosno nastajanjem kompleksa antocijani/tanini, otporna je na djelovanje bisulfita.
Apsorbanca uzorka tretiranog bisulfitom, na 420 nm predstavlja stupanj posmedivanja. Gustoca
boje se definira kao suma apsorbanci na 420 nm i Avis-max. Omjer izmedu polimerne boje i
gustoce boje koristi se kao postotak boje koja je nastala polimerizacijom sastojaka.

Postupak: Otpipetirano je 2,8 mL uzorka u dvije kivete, u jednu je dodano 0,2 mL vode, a u
drugu 0,2mL otopine bisulfita. Nakon stajanja od 15 min uzorcima je pomocu spektrofotometra
mjerena apsorbanca pri valnim duljinama od 420 nm, 513 nm i 700 nm.

Izra¢un gustoce boje kontrolnog uzorka (uzorak tretiran vodom):

Gustoca boje = [(A420 nm— A700nm) + (A513 nm — A700 nm)] x FR

Izra¢un polimerne boje uzorka (uzorak tretiran bisulfitom):

Polimerna boja = [(A420 nm — A700 nm) + (A513 nm — A700 nm)] x FR
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Izracun postotka polimerne boje:

Postotak polimerne boje = (polimerna boja/gustoca boje) x 100

3.2.4. Analiza arome vina plinskom kromatografijom primjenom SPME analize

Za pripremu uzorka za ekstrakciju hlapivih sastojaka koriStena je tehnika mikroekstrakcije na
¢vrstoj fazi (SPME). Osnova SPME aparature (Slika 12) je igla, unutar koje se na polimernu
stacionarnu fazu adsorbiraju tvari arome. U bocicu od 10 ml odvagalo se 5 g uzorka vina. Radi
bolje adsorpcije sastojaka arome dodaje se 1 g NaCl. Zatvorena bocica se stavlja na vodenu
kupelj uz stalno mijeSanje uzorka magnetskom mijeSalicom, vrsi se ekstrakcija sastojaka arome
na polimernu stacionarnu fazu (punilo od polidimetilsiloksana-divinilbenzena) debljine 65 um.
Uzorak se mijesa 5 minuta na vodenoj kupelji (40 °C) radi zasi¢enja nadprostora sa svrhom bolje
adsorpcije aromaticnih sastojaka nakon cega se ispusta igla u nadprostor uzorka. Adsorpcija se
provodi na temperaturi od 40 °C (vodena kupelj) u trajanju od 45 minuta. Po zavrSetku
adsorpcije igla s adsorbiranim tvarima odmah se stavlja u injektor plinskog kromatografa te
slijedi njihova toplinska desorpcija. Odredivanje kvantitativhog udjela aromati¢nih sastojaka vina
provedeno je primjenom instrumentalne plinske kromatografije. U radu je koristen plinski

kromatograf tvrtke Agilent 7890 B s maseno — selektivnim detektorom Agilent 5977 A.

Drzac J J
GC injektor
—_— —
Y
SPME igla sa polimernom
| —

D-detektor

=)
stastacionarnom fazom I © 0o 1 1
11111 11| {111 —
Uzorak ©co0
 —
—

= = (=

Plinska kromatografija

Slika 12 Drzaci za SPME analizu i plinski kromatograf (Andabak, 2017.)
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Uvjeti rada plinskog kromatografa:

Parametri ekstrakcije:

e temperatura ekstrakcije: 40 °C,

e vrijeme ekstrakcije: 45 minuta,

e tip mikroekstrakcijske igle: 65 um PDMS/DVB (Supelco).

GC — MS analiticki uvjeti:

Kolona: HP5; 60 m x 0,25 mm x 0,25 mm (Agilent),

e pocetna temperatura: 40 °C (2 min),

e temperaturni gradijent: 6 °C/min.

Plin nosac: helij (Cistoce 5,0) s protokom 1 ml/min pri 40 °C,

e konacna temperatura: 230 °C,

e temperatura injektora: 250 °C,

temperatura detektora: 280 °C,

desorpcija uzorka u injektor: 7 min.

U izradi kromatografske analize koristen je splitless mod.

Identifikacija sastojaka arome

Komponente vina identificirane su na osnovu njihovih spektara masa i na osnovi njihovih
vremena zadrZzavanja, odnosno retencijskih indeksa. Svaka tocka na kromatogramu osim

vremena zadrzavanja i intenziteta sadrzi i spektar masa. Dobiveni spektri masa na vrhovima

39



3. Eksperimentalni dio

kromatografskih pikova usporedeni su s bazom podataka NIST 2.0 i s bazom koja je kreirana na
instrumentu tijekom prijasnjih analiza vina. Obzirom da su spektri masa komponenata vina jako
slicni i ovise o instrumentu i uvjetima snimanja, dodatni kriterij za identifikaciju su retencijski
indeksi komponenata koji se izraCunavaju usporedbom vremena zadrZavanja komponenata s
vremenom zadrzavanja ravnolancanih ugljikovodika. Iz tog razloga je analizirana smjesa
ravnolancanih ugljikovodika C8-C20 priredena u laboratoriju prema istim uvjetima analize.
Odredena su vremena zadrZavanja pojedinih ravnolancéanih ugljikovodika te su izra¢unati

retencijski indeksi komponenata vina prema jednadzbi:

Iﬂg{frl:uﬂhimuﬂi}} —log (fi":ﬂ:'}

I=100 x |n+
log (t;-':h'}) — log(t,,,)

gdje je:

| retencijski indeks zadrZavanja,

n broj ugljikovih atoma u manjem n-alkanu,
N  broj ugljikovih atoma u veéem n-alkanu,

t, prilagodeno vrijeme zadrzavanja.

Dobiveni retencijski indeksi usporedeni su s literaturom i dodatno potvrdili identifikaciju

komponenata.
Sastojci arome koji su ocitani na plinskom kromatografu:

Etil heksanoat, dietil sukcinat, etil oktanoat, etil fenilacetat, propil oktanoat, etil dekanoat, etil
izopentil sukcinat, izopentil oktanoat, etil cinamat, etil laurat, izopropil laurat, etil miristat,
izopropil miristat, diizobutil ftalat, etil pentadekanoat, metil palmitat, dibutil ftalat, etil palmitat,
etil linoleat, 1-heptanol, metionol, 2-etil-heksanol, oktanol, feniletil alkohol, dodekanol,
heksanska kiselina, oktanska kiselina, nonanska kiselina, dekanska kiselina, laurinska kiselina,

miristinska kiselina, benzaldehid, dodekanal, geranil aceton, lilial, tetradekanal, heksadekanal, B-
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mircen, D-limone, B-ocimen, y-terpinen, terpinolen, linalool, hotrienol, nerol oksid, a-terpineol,

citronelol, geraniol, cis-B-farnesen, a-farnesen, nerolidol.
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4. Rezultati

Prikaz rezultata:

Tablica 2 Udio ukupnih antocijana, antioksidacijska aktivnost te polimerna boja autohtonih

armenskih vina

Antioksidacijska aktivnost | Antocijani Polimerna
(mmol TE/100 mL) (mg/L) boja (%)
Avagi 4,147 13,179 73,481
Seyrak Areni 4,316 20,269 71,003
Tozot 5,89 22,604 69,223
Movsesi 6,165 27,192 59,517
Areni 6,221 28,693 53,436

Tablica 3 Retencijski indeksi aromati¢nih spojeva identificiranih u autohtonim armenskim vinima

Spoj RI (Retencijski indeks)
Alkoholi
Metionol 984
Etil heksanol 1029
Oktanol 1069
Feniletil alkohol 1104
Dodekanol 1469
Kiseline
Heksanska kiselina 1007
Oktanska kiselina 1185
Dekanska kiselina 1371
Aldehidi i ketoni
Benzaldehid 955
Dekanal 1197
Dodekanal 1398
Geranil aceton 1447
Lilial 1517
Tetradekanal 1601
a-heksilcinamal 1742
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Terpeni

Linalool 1093
Citronelol 1221
Eugenol 1350
B-damascenon 1377
Miristicin 1511
Nerolidol 1556
Fluoren 1569
a-cedrol 1592
Esteri

Etil heksanoat 996
Etil sorbat 1092
Dietilsukcinat 1179
Etil oktanoat 1191
Etil fenilacetat 1235
Dietilglutarat 1276
Etil dekanoat 1383
Etil vanilat 1579
Etil laurat 1583
Izopropillaurat 1615
Izoamildekanoat 1634
Etil tridekanoat 1681
Etil miristat 1787
lzopropilmiristat 1817
Diizobutilftalat 1862
Etil pentadekanoat 1880
Etil palmitat 1979
Etil linoleat 2144
Etil oleat 2152
Etil stearat 2179
Ostalo

4-etil fenol 1166
Vitispiran 1266
4-etil gvajakol 1268
p-benzokvinon 1459
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4. Rezultati

Tablica 4 Koncentracije pojedinih alkohola, kiselina, terpena, aldehida i ketona prisutnih u
autohtonim armenskim vinima

A . . . rak

Spojevi Areni Avagi Movsesi s::,e:i Tozot
Alkoholi (ug/1)
Metionol 21,382 26,164 19,126 34,856 23,93
Etil heksanol 18,103 33,236 - - 14,176
Oktanol 22,305 16,425 18,422 17,117 21,89
Feniletil alkohol | 2140,731 2834,957 3006,5 3382,997 3072,417
Dodekanol 35,316 110,578 122,503 86,403 138,233
Kiseline (pug/l)
Eii'e(lsiir:ka 45,393 97,721 | 51,547 | 29,799 10,875
g's‘jirr‘;ka 194,177 | 401,494 | 356,833 | 85,696 | 246,905
Eiile(ﬁ:zka 14,989 85358 | 25654 | 24,334 59,25
Aldehidi i ketoni (pg/l)
Benzaldehid - - - 17,23 -
Dekanal 7,276 12,214 - - -
Dodekanal 79,148 31,419 4,6 - -
Geranil aceton 14,278 27,421 19,143 25,038 -
Lilial - - 15,293 - -
a-heksilcinamal 6,813 35,861 121,672 43,005 40,129
Terpeni (pg/l)
Citronelol - - 9,145 6,226 -
Eugenol - 8,912 10,396 6,718 6,426
B-damascenon 12,06 - - - -
Miristicin - 10,117 - 8,081 -
Nerolidol 15,326 13,734 19,659 - 22,407
Fluoren 6,0552 - 6,243 7,404 10,235

45



4. Rezultati

Tablica 5 Koncentracije pojedinih estera i ostalih identificiranih spojeva u autohtonim armenskim

vinima
Spojevi Areni Avagi Movsesi Seyra!< Tozot
Areni

Esteri (pg/l)
Etil heksanoat 96,482 67,615 62,786 104,82 88,890
Dietilsukcinat - 2345,8 - 2554,319 1805,199
Etil oktanoat 167,464 124,676 - 256,21 34,239
Etil fenilacetat 8,454 21,429 20,729 31,164 30,729
Dietilglutarat - 11,741 6,273 9,979 11,550
Etil dekanoat 100,586 25,388 27,782 20,101 8,969
Etil vanilat - 4,795 - - 17,041
Etil laurat 26,016 - 25,584 13,41 14,281
Izopropillaurat - 11,669 - - -
Etil tridekanoat 8,109 23,895 13,664 11,612 39,327
Etil miristat 90,962 18,536 17,886 14,284 40,765
Izopropilmiristat 18,433 101,069 31,155 23,567 42,080
Diizobutilftalat 10,979 - 80,842 40,214 39,417
Etil pentadekanoat 58,489 43,011 182,135 48,938 38,295
Etil palmitat 174,738 - 15,24 2,63 1,928
Etil linoleat 3,113 7,412 39,682 8,695 -
Etil oleat 17,282 - 6,323 - -
Ostali identificirani spojevi (ug/1)
4-etil fenol - - - 33,251
Vitispiran 26,375 - 33,616 34,687 41,909
4-etil gvajakol - 27,716 7,592 - 9,137
p-benzokvinon 20,72 28,32 15,268 - 16,966
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4. Rezultati
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4. Rezultati
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4. Rezultati
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5. Rasprava

U Tablicama 2, 3, 4, 5 i na Slikama 13, 14, 15, 16, 17 prikazani su rezultati dobiveni analizom pet

autohtonih armenskih vina.

Visok udio fenolnih spojeva karakteristican je za crna vina. Ovi spojevi potjecu iz koZice i
sjemenke groZzda, a doprinose boji, okusu i trpkosti crnih vina. U ljudskom organizmu imaju
zastitnu ulogu, tj. uklanjaju slobodne radikale koji Stetno djeluju na organizam. U Tablici 2
prikazana je vrijednost antioksidacijske aktivnosti u analiziranim vinima. Najveéu vrijednost
antioksidacijske aktivnosti imala su vina sorte Areni (6,22 mmol/100 mL) i Movsesi (6,165
mmol/100 mL). Nesto manju vrijednost imalo je vino sorte Tozot (5,89 mmol/100 mL), dok su
najmanje vrijednosti bile kod vina sorte Seyrak Areni (4,32 mmol/100 mL) te Avagi (4,15
mmol/100 mL). Nadalje, vino sorte Areni sadrzavalo je i najmanji udio polimerne boje (53,44 %),
ali najveci udio antocijana (28,69 mg/L), glavnih pigmenta koji su odgovorni za boju crnih vina.
U vinu sorte Seyrak Areni utvrden je visok udio polimerne boje (71,00 %) | koncentraciju
antocijana (20,27 mg/L). Najveci udio polimerne boje imalo je vino sorte Avagi (73,48 %), koje je

sadrzavalo najmanji udio antocijana (13,18 mg/L).

U Tablici 4 prikazan je sastav spojeva arome u analiziranim vinima. Ukupna aroma nekog vina
potjece najprije od same sorte (primarna aroma), ali veliki utjecaj imaju i spojevi arome koji
nastaju tijekom fermentacije mosta (sekundarna aroma) ili odlezavanja i skladiStenja vina
(tercijarna aroma ili , bouquet”). NajceSce se svi spojevi arome mogu podijeliti u sljedede

skupine: visi alkoholi, kiseline, karbonilni spojevi, terpeni, esteri i ostali.

Visi alkoholi nastaju kao sekundarni produkti metabolizma kvasaca i daju poZeljan doprinos
aromi ukoliko se u vinu nalaze u koncentracijama ispod 300 mg/L. U analiziranim uzorcima
identificirano je pet viSih alkohola, od kojih je najve¢u koncentraciju imao feniletil alkohol
(cvjetna aroma ruze). Najveéu koncentraciju feniletil alkohola sadrzavalo je vino sorte Seyrak
Areni (3382,99 pg/L), te je to vino ujedno imalo i najve¢u ukupno koncentraciju visih alkohola
(3521,37 pg/L). Najmanju koncentraciju feniletil alkohola, ali i najmanju ukupnu koncentraciju
visih alkohola sadrzavalo je vino sorte Areni (2237,84 ug/L). Od ostalih pronadenih alkohola,
nesto vecu koncentraciju imao je dodekanol (najveca je bila u vinu sorte Tozot, 138,23 ug/L),

nakon Cega slijede metionol, etil heksanol i oktanol sa slatkom, masnom i voénom aromom.
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5. Rasprava

Masne kiseline doprinose masnoj i vostanoj aromi vina s kiselom notom. U armenskim vinima
identificirane su heksanska, oktanska i dekanska kiselina, od kojih je u najvecoj koncentraciji bilo
oktanske kiseline (od 85,69 pg/L u vinu sorte Seyrak Areni, do 401,49 pg/L u vinu sorte Avagi,
koje je sadrzavalo i najvecu ukupnu koncentraciju kiselina, 584,57 ug/L). Najmanju ukupnu

koncentraciju kiselina sadrZavalo je vino sorte Seyrak Areni (139,83 pg/L).

Karbonilni spojevi, aldehidi i ketoni, najéesée nastaju u manjim koncentracijama u vinu, te
nemaju znacajnu ulogu u stvaranju sortnih aroma. Doprinose ukupnoj aromi vina s voénim,
slatkim, svjezim, cvjetnim ili masnim notama. U svim analiziranim uzorcima identificiran je a-
heksilcinamal, s najve¢com koncentracijom u vinu sorte Movsesi (121,67 ug/L), koje je imalo i
najveéu ukupnu koncentraciju karbonilnih spojeva (160,71 pg/L). Najmanju ukupnu
koncentraciju karbonilnih spojeva sadrzavalo je vino sorte Tozot, gdje je pronaden samo a-
heksilcinamal (40,13 pg/L). Benzaldehid identificiran je samo u vinu sorte Seyrak Areni (17,23

pg/L), a lilial samo u vinu sorte Movsesi (15,29 pg/L).

Terpeni su predstavnici sortne arome, a mogu biti slobodni (odreduju aromu grozda i mosta) te
vezani za Seéere (oslobadaju se tijekom prerade grozda i fermentacije mosta). U armenskim
vinima identificirano je ukupno Sest terpena koji vinu daju cvjetnu, voénu, citrusnu i slatku
aromu. Najveéu ukupnu koncentraciju terpena sadrzavalo je vino sorte Movsesi (45,44 pg/L),
gdje je najveci udio imao nerolidol (19,66 pg/L, cvjetna i citrusna aroma s drvenom notom). U
uzorcima su pronadene i neSto manje koncentracije eugenola i fluorena, te citronelola i
miristicina koji nisu pronadeni u svim analiziranim vinima. B-damascenon identificiran je samo u

vinu sorte Areni (12,06 pg/L, slatka, vo¢na aroma s notom ruze, sljive i maline).

Esteri u vinu nastaju reakcijom acetil-CoA s visim alkoholima te vrlo éesto predstavljaju najveéu
skupinu spojeva arome doprinosedi slatkoj, voénoj, vostanoj i mlije¢noj aromi. Od pet armenskih
vina, najvec¢u ukupnu koncentraciju estera sadrzavalo je vino sorte Seyrak Areni (3275,82 ug/L),
s najveéim udjelom dietil sukcinata (2554,32 pg/L). Najmanju ukupnu koncentraciju estera imalo
je vino sorte Movsesi (643,03 pg/L), koje, kao i vino sorte Areni, nije sadrzavalo dietil sukcinat. U
svim uzorcima, najzastupljeniji su bili etil esteri heksanske, oktanske, dekanske, laurinske,
miristinske, pentadekanske, palmitinske i linoleinske kiseline. Ostali esteri su zastupljeni u nesto

manjim koncentracijama te nisu pronadeni u svim uzorcima. lzopropil laurat pronaden je samo
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5. Rasprava

u vinu sorte Avagi (11,67 ug/L). Medu etil esterima, najveéu koncentraciju imao je etil oktanoat
(256,21 pg/L u vinu sorte Seyrak Areni), zatim etil pentadekanoat (182,14 pg/L u vinu sorte

Movsesi) te etil palmitat (174,74 pg/L u vinu sorte Areni).

Od ostalih spojeva, u analiziranim vinima identificirani su vitispiran (najveée koncentracije u vinu
sorte Tozot; 41,91 ug/L) te P-benzokvinon (najveée koncentracije u vinu sorte Avagi; 28,32
pg/L). U aromi analiziranih vina pronadeni su i 4 etil-gvajakol, s najve¢om koncentracijom u vinu
sorte Avagi (27,72 pg/L), te 4-etil fenol, koji je pronaden samo u vinu sorte Seyrak Areni (33,25

pg/L). Ova dva spoja najcesce se vezu uz neugodnu aromu vina (po stali i misevima).
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6. Zakljucak

Na osnovu dobivenih rezultata, izvedeni su sljedeci zakljucci:

e Pored nacina prerade grozda i tehnoloskih postupaka proizvodnje vina, sorta grozda od
koje se vino proizvodi ima veliki utjecaj na aromatski profil i fenolni sastav gotovog
proizvoda.

e Rezultati dobiveni analizom autohtonih armenskih vina pokazuju razlike medu sortama u
ukupnom udjelu antocijana i antioskidacijske aktivnosti. Najvec¢u antioksidacijsku
aktivnost i najmanji udio polimerne boje imalo je vino sorte Areni, dok je vino sorte
Avagi imalo najmanju. Takoder, vino sorte Areni sadrzavalo je i najvecu koncentraciju
antocijana, dok je najmanja bila u vinu sorte Avagi.

e Aromatski profil vina karakterizira pet najvecih skupina spojeva (visi alkoholi, kiseline,
karbonilni spojevi, terpeni i esteri). Najvecu ukupnu koncentraciju alkohola i estera
sadrzavalo je vino sorte Seyrak Areni, koje je ujedno imalo i najmanju koncentraciju
kiselina i terpena.

e Sto se ti¢e udjela masnih kiselina u aromi vina, najvie se isti¢e vino sorte Avagi s
najve¢om koncentracijom kiselina, dok je vino sorte Movsesi imalo najveée udjele
aldehida, ketona te terpena.

e Esteri su predstavljali najbrojniju skupinu spojeva arome, gdje su najzastupljeniji bili etil
esteri masnih kiselina. Pored toga, u najveéim koncentracijama pronaden je dietil
sukcinat.

e Vina sorte Areni i Tozot se nisu isticala s nijednom skupinom spojeva arome. Vino sorte
Tozot je sadrzavalo neSto vece koncentracije alkohola i estera, ali izrazito male
koncentracije karbonilnih spojeva.

e U analiziranim vinima identificirani su i 4-etil fenol te 4-etil gvajakol, koji nastaju kao
produkti metabolizma divljeg kvasca Brettanomyces, koji se moze pronaci na zidovima

vinskih podruma te na uredajima ili opremi u pogonu.
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=GIS-ZPThxZmWnM: [1.11.2018.]

https://www.google.rs/search?biw=1600&bih=719&tbm=isch&sa=1&ei=_dbhW_ G9F6uMrwSQo
pDYBg&g=mulja%C4%8Da+i+runja%C4%8Da+za+vino&og=mulja%C4%8Da+i+runja%C4%8Da+za
+vino&gs |=img.3...267081.271704.0.273312.12.11.1.0.0.0.143.1089.0j9.9.0....0...1c.1.64.img..2.
0.0....0.ADeZxFPICtQ#fimgrc=MZa2DFmCpg55FM [1.11.2018.]

https://www.google.rs/search?biw=1600&bih=719&tbm=isch&sa=1&ei=xYHgW8CHA KCmgWV
8LugAw&qg=shematski+prikaz+plinskog+kromatografi&oqg=shematski+prikaz+plinskog+kromatogr
afi&gs [=img.3...218291.223639.0.225321.17.17.0.0.0.0.151.2179.0j17.17.0....0...1¢c.1.64.img..0.
0.0....0.DJaf9n_xUS5w#imgrc=EB3avYiN PS 2M [5.11.2018.]

https://www.google.rs/search?g=antocijanidini&source=Inms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEwiB
5Nv2ptLeAhWGBSwWKHRVzBJ8Q AUIDigB&biw=1600&bih=719#imgrc=kMJil1HgBYuniM

[5.11.2018.]

https://issuu.com/developmentfoundationofarmenia/docs/2015 fall issue -

aws wine j?fbclid=IwAROfMtVLBfFAqrzOKYKM34kLIZIn2Mh7LzgBOYv_YWTOuuOBEF-
anDXkwaTM
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