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Popis oznaka, kratica i simbola

SPME Solid Phase Microextraction (mikroekstrakcija nacvrstoj fazi)

GC Plinska kromatografija

pH Broj koji sluZi kao mjera kiselosti, odnosno luznatosti vodenih otopina
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1. Uvod

U Hrvatskoj se danas uzgaja velik broj sorti vinove loze. Hrvatska se nalazi u umjerenom
klimatskom pojasu gdje su povoljni uvjeti za uzgoj vinove loze. U svijetu vinogradarstva poznato
je pet uzgojnih zona koje su odredene prema zbroju efektivnih temperatura, a Hrvatska je jedna
od rijetkih zemalja koja ima tri zone. Zahvaljujuci povoljnoj klimi, reljefu i tlu kod nas je moguce
uzgajati puno kvalitetnih sorata vinove loze. Vinogradarstvo u Hrvatskoj ima dugu tradiciju.
Jedna od prednosti koju posjeduje vinova loza jest mogucénost uzgoja na podrucjima gdje ne
uspijevaju druge vrste (brdoviti tereni, pjeskovita i kamenita tla, kr$ itd.). U hrvatskim
vinogradima u uzgoju se nalazi oko 200 sorata. Hrvatska je bogata autohtonim sortama vinove
loze, ali su do danas mnoge od njih dovedene na rub izumiranja. Posljedica je da ih se danas
uglavnom moze naci sporadi¢no, u mjeSovitim nasadima. Od oko 120 sorata koje se smatraju
autohtonima, najznacajnija je sorta Plavac Mali od koje se proizvodi naSe poznato vino s
poloZaja Dingac. Najzastupljenije sorte crnog grozda u Hrvatskoj ¢ine: Plavac Mali, Plavina,
Merlot, Babi¢, Frankovka, Teran, Cabernet Sauvignon, Cabernet Franc, Pinot crni, Blatina, Trnjak,

Carignan (Kontrec, 2017.).
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2. Teorijski dio

2.1. GROZDE

2.1.1. Vinova loza
Vinova loza (Vitis vinifera) je jedna od najstarijih kultiviranih biljnih vrsta. Oznacava se kao
domada, kulturna i plemenita vinova loza. Vitko stablo loze puzi po tlu ili se pomodu vitica penje
uz stablo (neku potporu) kako bi se listovi izlozZili suncu. Cvjetovi vinove loze su jednospolni ili

dvospolni, skupljeni u cvat ili grozd (Prce, 2014.; Web 1).

Sorte vinove loze za proizvodnju vina moraju pripadati isklju¢ivo Vitis viniferi ili krizancima Vitis
vinifere s drugim rodovima Vitis. Sorte vinove loze za proizvodnju vrhunskih i kvalitetnih vina
pripadaju vrsti Vitis vinifera. Sorte kao $to su: Noah, Othello, Isabelle, Clinton, Herbemont i drugi

direktno rodni hibridi su zabranjeni za proizvodnju vina (NN 79/2017.).

2.1.2. Mehanicki i kemijski sastav grozda
Prema Zakonu o vinu grozZde je zdrav, zreo, prezreo, presusen ili prirodno smrznut plod vinove

loze namijenjen proizvodnji vina ili drugih proizvoda od grozda i vina ¢iji sok sadrzi minimalnu

koli¢inu $ecera od 64 °Oechsla (NN 96/2003.).
Bobice

Grozd se sastoji od bobica i peteljke. Glavni dio grozda Cine bobice koje sluze za jelo u svjezem
stanju ili za preradu u vino. Sorte grozda se medusobno razlikuju po veli¢ini bobica i po
zbijenosti bobica na grozdu. Grozdovi s velikim, zbijenim bobicama se najées¢e koriste za
proizvodnju stolnih vina, a grozdovi sa sitnijim i manje zbijenim bobicama za proizvodnju
kvalitetnih i vrhunskih vina. Bobicu ¢ine pokozZica, sjemenke, meso, grozdani sok. Mehanicki i

kemijski sastav grozda je razlicit za svaku sortu (Radovanovic¢, 1986.).
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peteljka

peteljcica

koZica
sjemenka

meso - sok

Slika 1 Mehanicki sastav bobice (izvor: web 6)

Peteljka

Peteljka pretstavlja skelet grozda na kome se nalaze bobice. Tijekom vegetacije, peteljka je
zeljasta te ima ulogu provodnika hranjivih tvari do lista i bobica. U stadiju pune zrelosti, peteljka
se jednim dijelom zdrveni ¢ime se smanjuje ili sasvim prestaje doticaj sokova i drugih hranjivih
tvari iz ¢okota. Sorte grozda za proizvodnju stonih vina imaju manje peteljke u odnosu na sorte
grozda sa sitnijim i ne zbijenim bobicama. Peteljka ima vrlo nizak aciditet, sto je bitno kod
proizvodnje crnih vina, jer prisustvo peteljke u masulju smanjuje kiselost. Po kemijskom sastavu,
peteljke su karakteristicne po visokom udjelu polifenola. Crne i bijele sorte grozda se razlikuju
po sadrzaju polifenola. Crne sorte grozda su bogatije polifenolima od bijelih sorti. Kemijski
sastav grozda ima velik utjecaj na kvalitetu vina. Tanini spadaju u polifenole koji vinu daju opor,
trpak i gorak okus (Radovanovié, 1986.). Stoga, peteljke se uklanjaju tehnoloskim procesom
ruljanja kod proizvodnje bijelih vina. Kod proizvodnje crnih vina, peteljke se ne izdvajaju
procesom ruljanja nego ostaju u masulju. Tijekom procesa maceracije tanini prelaze u most

(Sokoli¢, 1993.).

Kozica

KozZica bobici sluzi kao plast kojom ju obuhvata i Stiti od vanjskih utjecaja. Na povrsini bobice se
nalazi vostani sloj koji Stiti bobicu od isusivanja, masak koji daje bobici barSunast izgled. Masak
na kozici sadrzi mikroorganizme (kvasce i bakterije) koje su donijeli vjetar i kukci. PokozZica

bobice je bitna kod proizvodnje crnog vina zbog svog kemijskog sastava koji
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sazrijevanja, Sederi i kiseline su slabo zastupljeni u pokozici. PokoZica bobice je bogata

mineralnim tvarima (Andabak, 2017.; Radovanovi¢, 1986.; Sokoli¢, 1993.).
Sjemenka

Najvedi broj sorata vinove loze sadrzi od 1 do 4 sjemenke. Neke sorte vinove loze (Vitis apyrena)
mogu biti bez sjemena kao Sto su korint i sultanina. Bezsjemene sorte se najceSce koriste za
proizvodnju suhih grozdica. Sjemenke grozda su bogate uljem i taninima, ali tijekom sazrijevanja
sadrZaj tanina opada. Tanini tijekom procesa maceracije prijeci iz masulja u most, pogotovo ako
je doslo do osteéenja sjemenke tijekom muljanja. Sjemenke grozda se izdvajaju s tropom nakon

procesa maceracije tj. nakon presanja od mosta (Andabak, 2017.).
Meso

Meso bobice ¢ini od 75 do 85% tezine bobice. Sastoji se od velikih stanica s finom celulozom —
pektinskom membranom, a unutarnji dio ispunjen je sokom (mostom). Meso bobice se razlikuje

po strukturi i sastavu, te se prema tome moze podijeliti u nekoliko zona:

e srediSnja zona — blizu sjemenke,
e periferna zona — blizu kostice,

¢ meduzona.

Sadrzaj Secera i vinske kiseline najznadajniji je u meduzoni, a sadrZaj jabuéne kiseline raste od
periferije prema sredistu bobice. Kemijski sastav mesa bobice ¢ine: voda (75-80%), Secer (18-

25%), organske kiseline (0,5%), mineralne tvari (0,3-1%), celuloza (0,6%) (Andabak, 2017.).
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2.2. VINO

2.2.1. Definicija i podjela vina
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.). Prema Zakonu o vinu, vina se dijele na:
Vina u uZzem smislu:

® mirnavina,

pjenusava vina,
e biser vina,

e gaziranavina.

Specijalna vina:
e desertna vina,
e aromatizirana vina,
o likerska vina.
Po boji, vina se dijele na:
e bijela,
e ruziCasta (rose),
e crna (crvena).
Prema sadrzaju neprevrelog Secera, vina se dijelena:
e mirna vina: suha, polusuha, poluslatka i slatka,

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

Vina se razvrstavaju u kvalitetne kategorije ovisno o kakvoc¢i preradenoga grozda, prinosu po
hektaru, stupnju zrelosti grozda, prerade i njege, randmanu, koli¢ini prirodnog alkohola i drugih

sastojaka te organoleptickim (senzornim) svojstvima.
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Po kakvodi, mirna vina se dijele na:
1. stolnavina
e stolno vino bez oznake zemljopisnog podrijetla,
e stolno vino s kontroliranim zemljopisnim podrijetlom,
2. kvalitetna vina
e kvalitetno vino s kontroliranim zemljopisnim podrijetlom,
3. vrhunska vina
e vrhunsko vino s kontroliranih i ograni¢enih vinorodnih podrucja,
e vrhunsko vino s kontroliranih i ograni¢enih specifi¢nih vinorodnih podrucja,
e predikatna vina s kontroliranim zemljopisnim podrijetlom (NN, 2003.).
Stolno vino je vino proizvedeno od jedne ili viSe sorti groZzda vinove loze i pri tome ne moze
nositi oznaku sorte.
Vina s oznakom kontroliranog podrijetla
Oznaku kontroliranog podrijetla mogu dobiti proizvodi s vinogradarskog podrucja s utvrdenim
organoleptic¢kim i kemijskim svojstvima znacdajnim za ekoloske uvjete poloZaja i sorte ili grupe
sorata grozda tog podrudja.

Najvaznije vinske sorte u Republici Hrvatskoj:

KONTINENTALNA HRVATSKA

Bijela vina Crnavina
¢ Grasevina bijela +* Frankovka crna
¢ Rizling Rajnski bijeli ++ Cabernet Sauvignon crni
¢ Shardonnay bijeli «* Portugizac crni
¢ Traminac mirisavi +** Pinot crni
¢ Traminac crveni % Zweigelt
+* Pinot bijeli < Merlot crni

%* Pinot sivi
+* Sauvignon bijeli

+* Plemenka bijela
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PRIMORSKA HRVATSKA

Bijela vina

R/
L X4

X/
°

%

*

2.3. KEMIUJSKI SASTAV VINA

Malvazija Istarska bijela
Posip bijeli

Grk bijeli

Marastina bijala
Zilavka bijela
Kujundzusa

Zlahtina bijela

2.3.1. Ugljikohidrati

Crnavina

Plavac mali

Babic crni

Merlot crni

Teran crni

Cabernet Sauvignon crni
Plavina

Crljenak

Secer je osnovni sastojak grozda, koji nastaje fotosintezom.Na osnovu sadriaja $ecera i kiselina

u grozdu, odreduje se stupanj zrelosti grozda. Seceri prisutni u grozdu su heksoze, D-glukoza i D-

fruktoza. Na pocetku dozrijevanja u grozdu se nalazi veéa koncentracija glukoze, ali se

sazrijevanjem i djelovanjem epimeraze povecava udio fruktoze, pri ¢emu je ona jedan od

indikatora zrelosti. Ukupna koncentracija glukoze i fruktoze u zrelom grozdu iznosi od 150 do

250 g/l, a moze biti i veéa u slucaju prezrelog ili prosusenog grozda.

Glukoza (CgH1,06) je jednostavan Seéer (monosaharid), a naziva se jos i grozdani Secer.

CH,OH

OH

FRUKTOZA

O—

CH,OH

O
OH

OH OH

OH
GLUKOZA

Slika 2 Strukturna formula fruktoze i glukoze (izvor: web 7)
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Osim glukoze i fruktoze grozde sadrzi i druge Seéere, ali u znatno manjim kolicinama. Od

heksoza najzastupljeniji izomer glukoze je galaktoza.

Pentoze su prisutne u vrlo malim koli¢inama (0,3-2 g/l), i kvasci ih ne previru. Najpoznatije
pentoze su arabinoza i ksiloza pri ¢éemu su zastupljenije u crnim vinima. Pentoze ne utjecu na

slatkodu jer im je indeks slatkoé¢e samo 0,4.

Od oligosaharida koji su zastupljeni u grozdu najvazniji disaharidi su saharoza, maltoza, rafinoza
i melibioza. Saharoze je najzastupljenija, a ostali oligosaharidi se nalaze samo u tragovima.
Potrebno je istaknuti pektine i Skrob, te sluzave tvari koje znatno otezavaju taloZenje i bistrenje
vina. Udio Secera u groidu i mosStu ovisi o sorti, okolinskim i vremenskim uvjetima.
Visokokvalitetne sorte mogu imati od 22 do 28% Secera, a kvalitetne sorte imaju od 18 do 22%

Secera (Prce, 2017.; Radovanovié, 1986.).

2.3.2. Alkoholi

Pored vode, etanol (C,HsOH) je najzastupljenija tvar u vinu. Etanol nastaje alkoholnim vrenjem,
prevodenjem Secéera iz mosta u etanol pod anaerobnim uvjetima uz pomo¢ kvasca. Kvasac koji
se koristi u alkoholnoj fermentaciji je naj¢eSée Saccharomyces cerevisiae. Koliko ¢e nastati
etilnog alkohola ovisi o udjelu Seéera u grozdu i mostu. Jacina vina se izrazava preko volumnog
udjela alkohola. Dopusteni udio alkohola u vinu, kod stolnih vina se kre¢e od 8,5% vol., a 15%
vol. kod kvalitetnih i vrhunskih vina. Gustoca etanola je 0,79 kg/m3, u vinima ga ima oko 100 g/I
ili oko 12,6 g/l, ali moze biti i u veéim koncentracijama. Uglavnom je potrebno oko 16 g/l Secera
da bi se postigao 1 volumni postotak alkohola. Pored etanola, u vinima su prisutni i drugi

alkoholi (Andabak, 2017.; Prce, 2017.).
Metanol

Metanol je prisutan u vinima u vrlo malim koli¢inama oko 30-35 mg/I, koji nema velik utjecaj na
senzorska svojstva vina. Metanol nije produkt alkoholne fermentacije, nego se javlja u vinu kao
nusprodukt. Metanol je rezultat enzimatske hidrolize metoksilnih skupina pektina tijekom
fermentacije prema formuli -OCH;3 + H,0 - -OH +CH30H.

Pektinske tvari se nalaze u malim koli¢inama u ¢vrstim dijelovima grozda (sjemenke, peteljke).
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2. Teorijski dio

Najvise metanola ima u crnim vinima 152 mg/|, rose vina sadrze oko 91 mg/l, a najmanje ih je u
bijelim vinima 63 mg/Il. Vina od hibridnih sorti imaju veci udio metanola, u odnosu na vina
proizvedena od sorte grozda Vitis vinifere. Stoga nije dopusteno proizvoditi vino od hibridnih
sorti grozda.

Otrovnost metanola je dobro poznata. Nakon uzimanja metanola, on se brzo oksidira do mravlje
kiseline ili do aldehida i oba ova spoja su toksi¢na za srediSnji Ziv¢ani sustav, a posebno
metanolov aldehid koji razara opticki Zivac i uzrokuje sljepilo. Etanol s metanolom u otopini
smanjuje otrovnost (Sto je slucaj s vinom). Bijelo vino sadrzi od 40 do 140 mg/I, a crno od 120 do
200 mg/l (Andabak, 2017.; Prce, 2017.).

Visi alkoholi: propilni, butilni, amilni, heksilni, heptilni i njihovi izomeri javljaju se u minimalnim
koli¢inama u vinu, te daju vinima posebnu aromu, a posebno su vazni njihovi esteri. Neki od njih
kao, npr. izoamil acetat mladim vinima daje ugodnu aromu banane. Visi alkoholi nastaju kao

rezultat rada kvasca bilo razgradnjom Secera ili aminokiselina u grozdu.

Terpenski alkoholi spadaju u nezasicene monovalentne alkohole i imaju znacajnu ulogu u

formiranju arome vina.

Polioli ili viSevalentni alkoholi su alkoholi s vise hidroksilnih skupina. Najvazniji od njih je glicerol,
koji je treci najzastupljeniji spoj u vinima i najvazniji je nusprodukt fermentacije. Koncentracija
glicerola je obi¢no oko 5 g/l, ali moze dosti¢i koncentraciju i do 20 g/l, posebno kod grozda
zahvaéenog plemenitom plijesni Botrytis-om te nastaje na pocetku fermentacije. Kod nekih
specijalnih vina kao Sto je Sherry moze sluzZiti kao hrana mikroflori u procesu proizvodnje. U
vinima znacajno utjee na okus dajuéi im osjeéaj punoce i blagosti. Glicerol pojacava slatkoéu

etanola u suhim vinima, iako se smatra da nije odgovoran za slatko¢u u polusuhim vinima.

(|3H20H
CIIHOH
CH,OH

Slika 3 Strukturna formula glicerola (izvor: web 8)
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2. Teorijski dio

Ostali polioli su butandiol, arabitol, sorbitol, manitol. U aromatske alkohole spadaju feniletanal,
tirozol i benzil alkohol, a nastaju fermentacijom iz fenilalanina. Najzastupljeniji je feniletanol koji
ima miris meda. Feniletanol je prisutan u malim koli¢inama, ali ipak jako vazan za bouquet vina

(Prce, 2017.).

2.3.3. Kiseline
Prema Pravilniku o vinu, vino mora sadrzavati najmanje 4,5 g/l, a najvise 14 g/I ukupnih kiselina

izraZzenih kao vinska kiselina (NN 96/2003.).
Organske kiseline su prisutne u grozdu, a sazrijevanjem bobica udio organskih kiselina se
smanjuje. Tijekom kisSne godine, grozde ima vedi udio kiselina.
Grozde sadrzi sljedece organske kiseline:

e vinska kiselina,

e jabucna kiselina,

e |imunska kiselina,

e askorbinska kiselina,

e oksalna kiselina,

e glikolna kiselina,

e glukonska kiselina (grozde zarazeno sivom plijesni).
Kiseline u vinu su prisutne kao normalni sastojci vina, ali i kao produkt kvarenja vina. Kiseline
koje su prisutne u vinu (hlapive i nehlapive) mogu biti anorganske kiseline, organske kiseline i

soli razlicitih kiselina.

Vinska i jabucna kiselina su najzastupljenije kiseline. Jabuéna kiselina se nalazi u grozdu
pocetkom zrenja, ali se zrenjem smanjuje u procesu respiracije, Sto ovisi o temperaturi (Vine i

sur., 1999.; Prce, 2017.).

Vinska kiselina
Vinska kiselina je najzastupljenija kiselina u vinu. Nalazi se slobodna u bobicama grozda pri ¢emu
se, tijekom sazrijevanja bobica groZda, vinska kiselina prevodi u svoje soli, tj. u tartarate.

Kalcijeve soli vinske kiseline su slabo topljive, stoga se taloze u mostu ili vinu u vidu vinskog
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kamena. Ona je klju¢na i najjaca organska kiselina mosta, te najvisSe utje¢e na pH — vrijednost

dajuéi mostu pH 3-3,5 (Radovanovié, 1986.; Prce, 2017.).

COOH

H——OH
HO——H

COOH

Slika 4 Strukturna formula vinske kiseline (izvor: web 9)

Jabucna kiselina

Pocetkom dozrijevanja grozda, bobice imaju visoku koncentraciju jabuéne kiseline (25 g/l), a
kasnije opada na iznos 3-5 g/I. Jabucna kiselina je lako topljiva u vodi i alkoholu.

Pad koncentracije kiselina u grozdu, osobito jabucne kiseline vezan je uz oksidaciju, izgaranje u
procesu disanja, a ovi procesi povezani su s temperaturom zraka. Jabucna kiselina prelazi iz
mosta u vino, stoga ¢ée u godinama koje su nepovoljne za sazrijevanje grozda, vino imati vecu
koncentraciju jabucne kiseline. Vina bogata jabu¢nom kiselinom su neharmonicna, te okus vina
podsje¢a na zeljaste biljke. Djelovanjem kvasca, bakterija mlije¢no-kiselog vrenja dovodi do

prelaska jabu¢ne u mlijecnu kiselinu (Radovanovic¢, 1986.).

Limunska kiselina

Pored vinske i jabuéne kiseline, u grozdu se nalazi i limunska kiselina ali u znatno manjem udjelu.
Tijekom sazrijevanja grozda, udio limunske kiseline se ne mijenja puno. Udio limunske kiseline u
mostu iznosi oko 0,7g/I.

Limunsku kiselinu stvaraju plijesni iz Secera. Plijesan Botrytis cinerea prevodi jedan dio Secera u
limunsku kiselinu. Limunska kiselina iz mosta prelazi u vino, ali nema veliki utjecaj na aciditet
vina zbog malog udjela. Kod slabo kiselih vina, limunska kiselina se koristi za pojacavanje

aciditeta umjesto vinske kiseline, ali najvise 50 g/l vina (Radovanovi¢, 1986.).
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2.3.4. Aldehidi i ketoni

Aldehidi i ketoni su spojevi koji imaju veliki u¢inak na senzorska svojstva vina, stvarajuci
karakteristi¢cne arome, bouquet vina ili neke nepozeljne mirise. Vrlo su reaktivni i lako oksidiraju
u karbonske kiseline. Njihova aktivnost se inaktivira vezivanjem sumporaste kiseline, Sto
predstavlja jedan od glavnih razloga sumporenja bacvi. lako ih ima malo, aldehidi i ketoni vinu
daju voénu aromu (Prce, 2014.). Najzastupljeniji aldehid je acetaldehid koji nastaje tijekom

alkoholne fermentacije, a jedan dio nastaje tijekom ¢uvanja vina (web 2).

2.3.5. Esteri

Esteri su organski spojevi koji nastaju izmedu alkohola i kiselina. Tijekom fermentacije (hlapljivi
esteri), odlezavanja i starenja vina (nehlapljivi esteri) dolazi do povecanja udjela estera u vinu.
Time se moze zakljuciti da estera ima viSe u vinu nego u grozdu. Esteri octane kiseline daju
ugodan miris i svjezinu vinu. To su: etil acetat, propil acetat, izopropil acetat, izobutil acetat i
izoamil acetat. Od estera masnih kiselina u vinu su zastupljeni: etil propionat, etil valerijat, etil
heksanoat, etil oktanoat i etil dekanoat (Vrdoljak, 2009.; Mihovilovi¢, 2016.).

Shematski tijek reakcije nastajanja estera:
R - COOH + CH3CH,0H - R-COO0O - CH; - CH; + H,0

2.3.6. Tvari arome

Aromatiéne tvari su tvari koje se nalaze u svim sortama grozda vinove loze. Neke sorte grozda
imaju jace izrazenu aromu, a neke manje. Tijekom vinifikacije, tvari arome prelaze u vino,
medusobno reagiraju i kao takve stvaraju u specificnu aromu vina, tzv.“bouquet”.

Tvari arome pripadaju velikom broju kemijskih spojeva, kao $to su: hlapljive karbonske kiseline,
alkoholi, esteri, aldehidi, ketoni, eteri¢na ulja, viSe masne kiseline, terpeni, te tvari slicne
smolama i voskovima.

Aroma u vinu se nalazi u koncentracijama od nekoliko ng/l do nekoliko mg/I.

Pojam primarna (sortna) aroma vina obuhvata sve aromatske spojeve koji potjecu iz grozda.

Zastupljene su u zrelom i prezrelom groidu, te nastaju primjenom posebnih tehnologija u

14



2. Teorijski dio

predfermentativnoj fazi (prosusivanjem grozda, karbonskom maceracijom), prelaze ne
izmijenjene u vino i daju vinu specifican miris. To su terpenski spojevi (linalol, geraniol, nerol i
dr.) i alkoholi sa sSest ugljikovih atoma (1-heksanol, 2-heksanol, trans i cis oblici 2- i 3- heksen-1-
ola).

Sekundarne (fermentativne) arome nastaju mikrobioloSkom transformacijom mosta (alkoholna i
malolakticka fermentacija), a predstavljene su acetatnim, etilnim esterima i viSim alkoholima (1-
propanol, 2-metil — 1propanol, 2 i 3 metil-1- butanol).

Tercijarna aroma (bouquet) se formira za vrijeme dozrijevanja i starenja vina, kemijskim i
biokemijskim transformacijama (hidrolizom, esterifikacijom, oksidacijom), ve¢ spomenutih
aromatskih spojeva (sortnih i fermentativnih aroma) (Pichler, 2017.).

Tvari arome se najveéim dijelom nalaze u pokoZici grozda, dok ih u unutarnjem dijelu bobice, u
mesu ima manje. Sadrzaj aromati¢nih tvari u grozdu ovisi o zrelosti i zdravstvenom stanju
grozda. Sazrijevanjem groZda postize se maksimalna koncentracija aromati¢nih tvari. Ako je
grozde bilo pljesnjivo, enzimi razaraju aromaticne sastojke i time opada miris grozda.

Takoder, na sadrzaj arome u grozdu utjecu klima i zemljiste. U toplijim, sun¢anim krajevima i
ocjeditim terenima, grozde je bogatije aromama nego u sjevernim krajevima i vlaznim terenima

(Radovanovi¢, 1986.).

2.3.7. Fenoli

Fenoli imaju vaznu ulogu u vinarstvu, odgovorni su za razlike izmedu crnih i bijelih vina a
posebno za boju i okus crnih vina. Fenolne tvari lako oksidiraju ve¢ u samom dodiru sa zrakom.
Oksidacija je intenzivnija enzimatskim djelovanjem polifenoloksidaze S$to dovodi do

posmedivanja vina (Prce, 2014.). Grozde i vino sadrze Sirok spektar fenolnih spojeva.

Polifenoli su spojevi biljnog podrijetla koji se mogu naci u sjemenkama i veoma su bitni za
kakvocéu vina. Fenolni spojevi ili polifenoli su sekundarni biljni metaboliti koji su gradeni od
aromatskih prstenova sa jednom ili viSe hidroksilnih skupina. Polifenoli se ekstrahiraju u vino
tijekom procesa vinifikacije iz razli¢itih dijelova grozda (koZice, sjemenke i peteljke). Kultivar,

godina proizvodnje, okolinski i klimatski uvjeti, bolesti loze, tip tla, geografski polozaj i stupanj
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zrelosti utje€u na koncentraciju polifenola u grozdu. Oni utje¢u na boju, aromu, gorcinu, oporost

i kvalitetu vina (Rastija i Medi¢-Sari¢, 2009.; Basha i sur., 2004.).

Polifenole sacinjavaju: fenolne kiseline, flavonoidi, stilbeni. Medu fenolnim kiselinama, razlikuju
se derivati hidroksibenzojeva kiselina i derivati hidroksicimetne kiseline (Rastija i Medié-Sari¢,

2009.; Rastija i sur., 2016.).
Fenolni spojevi se dijele na:

e flavonoide,

¢ neflavonoide.

Predstavnici neflavonoida u groZzdu i vinu su fenolne kiseline (hidroksibenzojeve i
hidroksicimetne) i stilbeni, a predstavnici flavonoida su flavonoli, proantocijanidini, antocijani i

flavan-3-oli.
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O OH
FENOLNE KISELINE OxyOH
HO OH
OH OH
Hidroksibenzojeve kiseline
galna kiselina p-hidroksibenzojeva kiselina
OH OH
Hidroksicimetne kiseline kafeinska kiselina p-kumarinska kiselina

FLAVONOIDI

naringenin (flavanon) katehin (flavanol) delfinidin (antocijanidin)
OH
STILBENI OH X O
OH
resveratrol

Slika 5 Strukturne formule polifenola prisutnih u vinu (Rastija i sur., 2016.)
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Bijelo grozde i bijelo vino sadrze manje koncentracije polifenolnih spojeva u odnosu na crno.

Koncentracija polifenola u grozdu je 50-350 mg/I, a u vinu 800-4000 mg/I.

Polifenoli u vinu mogu nastati od mikroorganizama i drvenih bacvi u kojima se vino Cuva,

takoder, dio polifenola se moze ekstrahirati i iz peteljke ili liS¢a tijekom procesa prerade grozda.

S obzirom da se bijela vina dobivaju iz mosSta uz lagano preSanje, u njihovom polifenolnom
profilu su zastupljeni neflavonoidi koji uglavnom potjecu iz mesa bobice. Kod proizvodnje crnih
vina, duzi kontakt s koZicom (maceracija) nakon muljanja, a prije preSanja ili veliki pritisak

tijekom presanja, doprinose vecoj koncentraciji flavonoida.

Fenol je najjednostavniji aromatski alkohol, molekulske mase 94,1. SadrZi jedan benzenov

prsten i hidroksilnu skupinu kao funkcionalnu skupinu (Puhelek, 2016.; Rastija i sur., 2016.).
Flavonoidi

Flavonoidi su Zuti pigmenti razli¢itih intenziteta obojenja koji su sadrzani u kozici bijelog i crnog
grozda. U grozdu se nalaze u obliku glikozida koji hidroliziraju tijekom fermentacije, a u vinu se
nalaze u obliku aglikona (Prce, 2014.). Flavonoidi su najvaZnija i najopseZnija grupa polifenola.
Struktura i sastav flavonoida, odredeni su samim genetskim profilom pojedinog kultivara. Vazan
dio strukture i boje vina potje¢e od flavonoida koji se nalaze u koZici, sjemenkama i mesu

grozda. Flavonoidi obuhvacaju razli¢ite grupe spojeva:

e flavan—3—ol (katehin, epikatehin),
e proantocijanidini,
e antocijani (pelargonidin, cijanidin, peonidin, delfinidin, petunidin, malvidin),

e flavonoli (kemferol, kvercitin, miricetin, izoramnetin) (Puhelek, 2016.).
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Flavonoidi se u prirodi javljaju kao slobodni ili vezani s drugim flavonoidima, Seéerima,
neflavonoidima ili kombinacijom istih. Znacajnu ulogu u strukturi i boji vina imaju i flavonoidi

koji se nalaze u koZici, siemenci i (nesto rjede) u mesu bobice (Rastija i sur., 2016.).
Flavanoli

Najvise se nalaze u sjemenci bobice grozda. Ekstrakcija flavanola iz sjemenke je povecana
tijekom vinifikacije. Sto je duZe vrijeme trajanja maceracije, visa temperatura i visi sadriaj
alkohola tijekom maceracije i fermentacije povecava se ekstrakcija flavanola. Svi spojevi imaju

izrazenu trpkost, gorcinu i taloZe se nakon vezanja s proteinima.

Katehin je glavni flavanol u koZici grozda, dok je epikatehin zastupljen u sjemenkama. Katehin i
epikatehin imaju gorak okus kada se nalaze u obliku monomera. Gorc¢ina opada, a trpkost se
pojatava s povedanjem stupnja polimerizacije, tj. povecanjem velicine molekule, odnosno
duzine lanca. Katehini su prekursori posmedivanja u bijelim vinima te znacajno pridonose

okusnom profilu vina.
Flavonoli

U bijelim vinima su detektirani: kvercetin, kemferol i izoramnetin. Flavonoli miricetin, laricitrin i
siringetin su specifiéni za crne sorte grozda i nisu pronadeni u bijelim sortama. Kvarcetin je
najzastupljeniji flavonol svih bijelih sorti, kao Sto su Chardonnay, Rajnski Rizling, Viogner i

Sauvignon bijeli, u kojima je zastupljeno preko 70% ukupnih flavonola.

Koncentraciju flavonola u vinu moze povedati prisutnost liSéa u masulju. Odgodeno presanje
grozda, uz dodani SO, zbog sprje¢avanja oksidacije, kao i samo presanje rezultira povecanom
koncentracijom flavonola u mostu i vinu. Maceracija bijelog masulja ¢iji je cilj veéa ekstrakcija
tvari arome i naglasavanje sortnog karaktera takoder rezultira povecanjem koncentracije

flavonola (Puhelek, 2016.).

Proantocijanidini su u grozdu i vinu prisutni uglavnom u polimernim oblicima (Puhelek, 2016.).
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Antocijani

Antocijani su pigmenti crvene do plave boje crnog grozda, smjeStene u pokozici bobice. Manji
broj sorti sadrZi antocijane ne samo u pokozZici grozda nego i u soku grozda, i nazivaju se tzv.
bojadiseri. Grozde bojadisera se koristi za popravljanje boje vina od osnovnih sorti. Antocijani iz
grozda pri preradi i vinifikaciji prelaze u vino, tesu glavni nosioci boje crnih vina. Intenzitet boje
crnih vina ovisi o koli¢ini antocijana u vinu i ponasanja antocijana pod odredenim uvjetima.
Tijekom procesa fermentacije smanjuje se udio antocijana, koji su dospjeli u vino tijekom
procesa maceracije. Antocijani se vezu s acetaldehidom stvarajuci neraskidivi kompleks. Tijekom
¢uvanja, starenja vina antocijani se polako gube. Do toga dolazi zbog hidrolize antocijana u
nestabilne oblike, a dio antocijana se kondenzira s taninima i drugim tvarima. Antocijani s
teskim metalima, npr. Zeljezo stvara neraskidivi kompleks kao $to je slucaj sa plavim prijelomom
vina (Radovanovié¢, 1986.). Antocijani su vrlo nestabilne molekule, na ¢iju stabilnost utjecu
razli¢iti faktori: temperatura, pH, svjetlost, kisik, prisutnost enzima te struktura (Slika 6) i

koncentracija antocijana (Andabak, 2017.).

Slika 6 Strukture antocijanidina (izvor: web 10)

Promjenom pH vrijednosti dolazi do promjene boje antocijana. Pri niZim pH vrijednostima,

antocijani imaju rubin crvenu boju, gdje se povec¢anjem pH vrijednosti crvena boja vina pretvara
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u plavu sve do modre nijanse plave boje. Promjena boje je reverzibilna, te se snizavanjem

pHvrijednosti (kisela pH sredina) boja vina vraca u prvobitno stanje, tj. crvenu boju.

Sumpordioksid (SO,) takoder ima utjecaj na reverzibilnu promjenu boje antocijana. Uz prisustvo
sumpordioksida, antocijani gube crvenu boju. Kada nema viSe prisutnog SO,, antocijanima se
vraéa crvena boja. Pod utjecajem SO, dolazi do vece ekstrakcije antocijana iz pokozZice grozda.

Antocijani se slabo otapaju u obi¢noj vodi ali se dobro otapaju u alkoholu (Radovanovic¢, 1986.).
Neflavonoidi

Neflavonoidne spojeve dijelimo na hidroksibenzojeve i hidroksicimetne kiseline, hlapive fenole i
stilbene. Ovi spojevi nisu obojeni, ali pospjesuju i stabiliziraju boju crnih vina. Neflavonoidi se
nalaze u groZdu i vinu u malim koncentracijama, uz iznimku hidroksicimetnih kiselina.
Najznacajniji predstavnici neflavonoida u bijelim vinima su ve¢ spomenute fenolne kiseline i
stilbeni. Ostali neflavonoidi u vinu potje¢u dozrijevanjem vina u drvenim bac¢vama (galna i

elaginska kiselina) (Puhelek, 2016.).

2.3.8. Tanini

Tanini su vazan sastojak vina. Tanini predstavljaju fenolne tvari koje vinu daju opor okus. Opor
okus vina nastaje zbog interakcije tanina (topljivih fenolnih spojeva u vodi) s bjelancevinama.
Tanini taloZe bjelancevine uslijed ¢ega dolazi do bistrenja mosta i vina. Tanini imaju antisepticko
djelovanje na vino, takoder,djeluju inhibitorno na neke enzime. Za vrijeme tehnoloske zrelosti
grozda, tanini su najzastupljeniji u siemenkama bobice i u peteljci. Sadrzaj tanina u vinima je
razli¢it, Sto ovisi o sorti vinove loze, nadinu prerade, maceraciji, klimatskim i drugim uvjetima.
Kod proizvodnje crnih vina, tijekom procesa maceracije, tanini iz peteljke i sjemena prelaze u

most. Koncentracija tanina u crnom vinu je 2-4 g/l (Serafine i sur., 1997.; Radovanovi¢, 1986.).

Tanini utjecu na intenzitet i stabilnost boje crnih vina. Tanini s antocijanima stvaraju kompleks,
time intenzitet boje crnih vina postaje jaci s izrazito rubin nijansom. Starenjem vina se smanjuje
koncentracija antocijana, pri ¢emu ulogu crvene boje u vinu preuzimaju tanini. U starim crnim

vinima gdje skoro nema antocijana, tanini daju boju crnim vinima (Radovanovi¢, 1986.).
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2.3.9. Enzimi

Enzimi su prirodni proteini, bioloski katalizatori koji imaju sposobnost ubrzavanja biokemijskih
reakcija tijekom procesa fermentacije, vinifikacije i starenja vina. Enzimi imaju znacajnu ulogu u
proizvodnji vinate pri razvijanju sekundarnog bouquet-a. Najvazniji enzimi su saharaza
(invertaza), pektoliti¢ki enzimi, tanaza i katalaza. Enzimi grozda nisu aktivni u prisustvu SO, pri

proizvodnji vina (izuzetak su gljiviéne pektinaze).

Saharaza provodi hidrolizu saharoze u glukozu i fruktozu, a pektinaza je vazina pri bistrenju vina
gdje hidrolizira pektinske tvari na poligalakturonsku kiselinu i metanol. Tanaza u vino dospijeva
iz pljesnjivog grozda i katalizira tvorbu taninskih tvari. Katalaza ubrzava oslobadanje kisika iz
vodikovog peroksida i ostalih peroksidnih spojeva, te na taj nacin ne dolazi do izrazaja toksi¢nog

djelovanje spojeva (Bunti¢, 2016.; Mihovilovi¢, 2016.).

Dodatak pektolitickih enzima, celulaze i ksilanata tijekom procesa maceracije, poboljSava se

ekstrakcija fenolnih spojeva koji doprinose aromi vina (Gil i Valles, 2001.).

2.3.10. Mineralne tvari

Isparavanjem vode i potpunim spaljivanjem suhe tvari, vrsi se odredivanje pepela u namirnici.
Pepeo Cine anorganske tvari koje ulaze u sastav vina. U vinu se pepeo sastoji od kalcijevih,
kalijevih i magnezijevih soli sumporne, fosfatne i karbonatne kiseline, te od tragova fluora,
bakra, Zeljeza, mangana i drugih elemenata. Bolju aromu i bouquet vina, te jaCe izrazene sortne
karakteristike grozda imaju vina s vecom koli¢inom mikroelemenata (Fe, Mn, Zn, Co, Ni).

Mineralne tvari u sirovinu dospijevaju iz zemljiSta i Cine sastavni dio iste, dok manji dio
mineralnih tvari dolazi u vino pri preradi grozda i njege vina. Koli¢ina pepela u vinu ovisi o sorti
vinove loze, kakvodi i zrelosti grozda, sastavu tla, mikro i makroklimatskim uvjetima te
tehnologiji prerade grozda u vino. Crna vina sadrie vecée koli¢ine pepela jer se tijekom
fermentacije masulja ekstrahiraju vece koli¢ine mineralnih tvari iz ¢vrstih dijelova grozda

(Vrdoljak, 2009.).
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2.3.11. Ekstrakt vina

Ukupni suhi ekstrakt u vinu ¢ine sve mineralne i organske tvari koje pod specifi¢nim fizikalnim
uvjetima nisu hlapljive. Ukupni suhi ekstrakt u vinu predstavljaju ugljikohidrati, mineralne tvari,
nehlapljive kiseline, polifenoli, visi alkoholi, tvari boje. Ekstrakt u vinu moze biti ukupni suhi
ekstrakt, nereducirani ekstrakt i reducirajuci ekstrakt, neutralni ekstraktni ostatak (Spaji¢,
2017.). Kvalitetne i vrhunske sorte daju vina s viSe ekstrakta, dok stolne sorte daju vina s manje

ekstrakta. Kvalitetne i vrhunske sorte crnih vina imaju 19 g/l i 20 g/I ekstrakta bez Secera.

Tablica 1 Prikaz minimalne koli¢ine ekstrakta bez Seéera za neka vina propisana Zakonom o vinu

prema boji vina (Pichler, 2017.)

Boja Kakvoca vina

vina Stolno (g/l) Kvalitetno (g/l) Vrhunsko (g/l)
Bijela vina 15 17 18
Crvena vina 16 18 19
Crnavina 17 19 20

Cimbenici koji utje¢u na udio ekstrakta u vinu su: klimatske prilike, geomorfoloki &imbenici,
vrsta tla i zdravstveno stanje grozda. Vinogradarski predjeli koji su izloZzeni manjem utjecaju
sunca daju manje ekstrakta, a predjeli izlozeni veéem utjecaju sunca daju vina s viSe ekstrakta

(Vrdoljak, 2009.; Pichler, 2017.).

2.3.12. Dusicne tvari

Spojevi s duSikom se u mostu i vinu nalaze kao organski i anorganski spojevi. Mikroorganizmi u
mostu koriste dusi¢ne tvari, te ih ugraduju u svoje stanice tijekom rasta. Sukladno tome vino
sadrzi manje dusika Sto je posljedica ugradnje aminokiselinskog dusika u stanice kvasca za
fermentaciju. Most dobiven kontinuiranim presanjem sadrzi manje ukupnog dusika jer se
proteini vezu i talozZe s taninskim tvarima.

Dusiéne tvari mogu utjecati na boju, aromu, bistro¢u i postojanost vina, iako se u vinu nalaze u
malim koli¢inama. Ukoliko se nalaze u veéim koli¢inama, mogu uzrokovati zamudenje vina, a pri

tome su i dobar izvor dusSika bakterijama uzro¢nicima kvarenja vina (Mihovilovi¢, 2016.).
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2.3.13. Proteini

Proteini su makromolekule izgradene od aminokiselina. Proteini su vrlo nestabilni spojevi koji se
u vinu ponasaju kao koloidi s pozitivnim elektricnim nabojem, i taloZe se s taninima. Proteini u
vinu potjecu iz grozda i iz kvasca. Odumiranjem kvasca, proteini prelaze u vino.

Proteini u vinu, osobito u bijelom vinu su nestabilni i spontanose taloZe. Nestabilnost mladih
bijelih vina potjece od sadrzaja vece koli¢ine koaguliranih proteina. Koagulirani proteini u crnim
vinima predstavljaju manji problem iz razloga Sto se proteini taloZe s taninima. Razlog tomu je

veci udio tanina u crnim vinima za razliku od udjela u bijelim vinima (Mihovilovi¢, 2016.).

2.3.14. Antioksidativna stabilnost vina

Antioksidacijska aktivnost predstavlja viSestruko djelovanje polifenolnih spojeva, kao Sto
susposobnosti sparivanja elektrona slobodnog radikala, Sto se joS naziva antiradikalna aktivnost
i sposobnost vezanja iona prijelaznih metala (Fe**, Cu®*, Zn®*, Mg®"). Antioksidansi su tvari koje
Stite stanice od oksidacijskog djelovanja slobodnih radikala, sprjecavaju oksidaciju oksidabilnih
spojeva. To su spojevi koji inhibiraju ili odgadaju oksidaciju supstrata kada su prisutni u
koncentraciji manjoj od supstrata. Antioksidansi neutraliziraju slobodne radikale dajuéi im svoj
elektron ili inhibiraju stvaranje slobodnih radikala. Antioksidansi imaju svojstva kojima djeluju
kao reducirajuce sredstvo. Slobodni radikali su vrlo reaktivni jer sadrze jedan ili viSe nesparenih
elektrona u elektronskim orbitalama. Slobodni radikali mogu ostetiti lipidnu membranu
stvarajuéi ugljikov radikal koji reagira s kisikom i daje peroksidni radikal koji dalje reagira s

masnim kiselinama stvarajuci nove ugljikove radikale.

Polifenoli i drugi antioksidansi mogu hvatanjem slobodnih radikala i drugim antioksidacijskim

aktivnostima smanijiti rizik od nastajanja mnogih bolesti (Prce, 2014.).
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2.4. PROIZVODNJA VINA

Enologija je znanstvena disciplina koja se bavi tehnologijom proizvodnje vina, gdje se grozdani
sok prevodi u vino. Ova disciplina proucava kemijski sastav vina, proizvodnju i ¢uvanje kakvoce
vina s ciljem poboljsanja iskoristenja sirovine i da se ustanove nacini koji omogucavaju dobivanje

vina konstantne kakvoce.

2.4.1. Proizvodnja crnih vina

Proces proizvodnje crnih vina se razlikuje od proizvodnje bijelih vina. Proces proizvodnje
zapocinje kada grozde dostigne tehnolosku zrelost. TehnoloSka zrelost je postignuta kada
sadrzaj Secera u grozdu dostigne maksimum, tj. sadrzaj Se¢era u bobicama ne raste, a kiseline se

smanjuju. Nakon berbe, potrebno je u sto kracem roku pristupiti preradi grozda (web 3).

fermentacija
% M“WM doziranje kvasca g s&m‘i};m
|

hladna maceracija

gubaje - qugjesje dozrijevanje u

drvenim bacvama
»  masulj bistrenje mosta ———
£ ﬁltracga
Zzelatina '
pm mtok
(talog od kvasca)
J -

SRR oo
talog bistrenja mosta 2 g
bladna . . oo P g
punjenje vina u boce stabilizacija bistrenje vina oqstyo 72 52

mikrofiltracija plocasti filter 3

Slika 7 Vinifikacija crnih vina (Andabak, 2017.)
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Faze vinifikacije crnih vina su:

e muljanje —runjanje i punjenje posuda,
e maceracija i alkoholna fermentacija,
e odvajanje mosta od taloga ocjedivanjem i presanjem,

e zavr$na alkoholna i eventualno malolakti¢na fermentacija.
Muljanje i runjanje grozda

Muljanje i runjanje grozda je prvi proces prerade grozda. Runjanje je proces gdje se bobice
odvajaju od peteljke, s obzirom da peteljke sadrze tanine koji vinu daju trpki i gorak okus.
Muljanje je proces gdje se bobice gnjece kako bi se lakSe odvojio tekuéi dio od ¢Evrstog dijela.
Nakon prvog procesa prerade dobiva se masulj. Masulj ¢ine kruta faza (sjemenke, meso i
pokozica) i tekuéa faza (most-grozdani sok). Operacije muljanja i runjanje treba provoditi u sto

kraéem vremenskom periodu kako bi se procesi oksidacije sveli na minimum.

Slika 8 Muljaca — runjaca (izvor: web 11)

Nakon toga masulj se prebacuje u posudu za fermentaciju, uz prethodno manje sumporenje
masulja. Sumporenje se provodi kako bi se zastitile bojane tvari od oksidacije, reducirao rad i

razmnozavanje nepozeljnih divljih kvasca i bakterija. Koli¢ina sumporenja ovisi o:
e zdravstvenom stanju grozda (trulo grozde se viSe sumpori),

e zrelosti grozda (manje kiseline-viSe sumporenja),
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e vremenu u trenutku berbe (vise se sumpori po toplom vremenu),
e razdoblju od berbe do prerade,
e trajanju i nacinu stiskanja,

e temperaturi mosta.
Posude koje se pune masuljom, pri vrhu se mora ostaviti prazan prostor oko 20% volumena

posude, jer se tijekom procesa fermentacije stvara plin (CO;) (Andabak, 2017.).
Maceracija

Maceracija je proces koji slijedi nakon muljanja-runjanja grozda. Maceracija je obavezan
postupak kod proizvodnje crnih vina. Tijekom maceracije u masulj se dodaju pektoliti¢ki enzimi.
Pektoliticki enzimi razgraduju pektin u koZicama bobica, time se bojane tvari u potpunosti
oslobadaju (antocijani, tanini, vitamini) (Andabak, 2017.). Crna vina dobivena maceracijom
odlikuju se specificnim karakteristikama kao $to su: vizualne, mirisne i okusne karakteristike.
Pored aromatskih, dusi¢nih i minaralnih tvari, polisaharida (pektina), maceracijom se izdvajaju i

fenolne tvari (antocijani i tanini) koji daju boju i strukturu vinu.

Postoji nekoliko nacina maceracije:
e klasi¢na maceracija,
® maceracija zagrijavanjem,
e karbonska maceracija,
e flash ekstrakcija,
e delestage (oksidacijom) (web 4).

U tanku, osim procesa maceracije,odvija se i alkoholna fermentacija.
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Alkoholna fermentacija

Alkoholna fermentacija je osnovna faza u proizvodnji vina gdje se most prevodi u vino dodatkom
selekcioniranih kvasca. Kvasci prevode glukozu i fruktozu u alkohol. Kada nestane glukoze i
fruktoze razlaze se manoza, ali kvasci nikada ne fermentiraju pentozu. Selekcionirani kvasci
(Saccharomyces cerevisiae) se koriste radi usmjerenog vrenja te kako bi se dobio proizvod
zadovoljavajuce kvalitete i zadovoljavajuc¢ih karakteristika. Osim selekcioniranog kvasca,
alkoholnu fermentaciju mogu provodit kvasci koji se nalaze u mostu i to je tzv. spontana
fermentacija. Spontana fermentacija (bez selekcioniranog kvasca) traje duze od fermentacije sa
selekcioniranim kvascima i ne osigurava dobivanje vina zadovoljavajuée kvalitete. Prije dodatka
kvasca, takoder se dodaje amonijev sulfat kao izvor dusika. Da bi se povecala ekstrakcija
fenolnih spojeva i terpenskih aroma iz masulja, dodaju se pektoliticki enzimi glikozidaze

(Andabak, 2017.; Pichler, 2017.).

Alkoholna fermentacija se mozZze provoditi u drvenim, metalnim ili betonskim vrionicima.
Fermentacija crnih vina se najcesée provodi u vinifikatorima. Vinifikatori su posude za vrenje bez
prisustva kisika i uz mijeSanje masulja. Alkoholna fermentacija se odvija u dvije odvojene faze:

e glavno (burno) vrenje,

e naknadno (tiho) vrenje.
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Na pocetku alkoholne fermentacije potrebno je provesti aeriranje masulja, $to se moze
provoditi kruZznim pretakanjem iz jednog u drugi vinifikator. Aeriranje masulja je takoder bitno
zbog razmnozavanja kvasca prije pocetka fermentacije. Pocetak fermentacije se provodi na
temperaturi oko 20 °C, kako bi se razmnoZili kvasci, a kasnije se fermentacija provodi na
temperaturi 25 °C, te traje od 8 do 15 dana (Kordi¢, 2017.). Fermentacija crnih vina se odvija pri
visSim temperaturama od temperature fermentacije bijelih vina. Previsoka temperatura vrenja bi
uzrokovala burnu fermentaciju, zbog €ega bi iz masulja izaSao CO, i hlapljivi aromaticni spojevi.
Tijekom vrenja kvasci razlazu Seéer na etanol i CO,. Osim primarnih produkata nastaju i manje
koli¢éine sekundarnih produkata: glicerol, jantarna kiselina, acetaldehid, visi alkoholi, hlapljive
kiseline, aminokiseline i metanol.

Nakon burnog (glavnog) vrenja u vinu zaostaje manji udio Secera zbog Cega se u bacvama ili
cisternama nastavlja tiho (naknadno) vrenje pri ¢emu fermentira preostali Secer. Kod grozda
koje ima visok udio Secera, redovito dolazi do naknadnog vrenja i vino sporije dozrijeva (Prce,
2014.).

Klasicna maceracija se odvija istovremeno s alkoholnom fermentacijom ¢ime se pospjesuje
razgradnja stani¢ne stjenke pokozice i dolazi do bolje ekstrakcije tvari boje. Boja se
najintenzivnije ekstrahira u prvih 3-5 dana vrenja nakon ¢ega je zavrSena ekstrakcija boje. Nakon
tog perioda intenzivnije se povecava sadrzaj tanina, pa predugim ostavljanjem masulja na vrenju
u vino se otapa vise tanina zbog ¢ega kasnije postaje previSe oporo i trpko. Zbog toga se nakon
3- 5 dana vrenje masulja prekida i vrsi presanje.

Tiho vrenje je od velikog znacaja za svojstva buducéeg vina. U procesu tihog vrenja povecava se
udio alkohola, a smanjuje udjel Seéera u vinu, pri éemu se smanjuje aktivnost kvascevih stanica.
Dio kvasca u vinu smanjuje svoju aktivnost, a znatan broj kvascevih stanica izumire, oko 20-30%,
Sto ima za posljedicu opadanje intenziteta fermentacije. Nakon izumiranja kavasca, uslijed
autolize, iz kvascevih stanica u vino prelaze dusi¢ni spojevi, medu kojima su od velikog znacaja
aminokiseline. Istovremeno, uslijed pada temperature i oslobadanja ugljikovog dioksida
smanjuje se i volumen tekudine. Smanjenjem volumena tekuéine, poveéava se otprainjeni
prostor iznad povrsine vina, Sto omogucava jace prodiranje zraka u otpraznjeni prostor iznad

vina ¢ime se stvaraju uvjeti za njegovu aeraciju. OtpraZnjeni prostor u sudovima treba svjesti
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na minimum, $to se mozZe uciniti nadopunjavanjem posuda s vinom iste kategorije i kakvoce ili
pak kupaZiranjem vina razli¢ite kakvoce u cilju stvaranja odredenih tipova vina. Tiho vrenje
moze trajati i viSe mjeseci. Medutim, kod vecine mostova s uobicajenim sadrzajem Secéera (oko
20%) ovaj proces ne traje dugo i obi¢no zavrSava od 10 do 30 dana nakon burne fermentacije

(Andabak, 2017.).
Otakanje i presanje vina

Nakon zavrSene maceracije i alkoholne fermentacije vino se otace s taloga, tj. krutih dijelova
masulja u barrique bacve ili u inox tankove, pri ¢emu slijedi presanje ocijedenog masulja kako bi

se izdvojilo preostalo vino (Kordi¢, 2017.).

Slika 10 Presa (izvor: web 13)

Malolakticka fermentacija

Malolakti¢ckom fermentacijom se jabuéna kiselina prevodi u slabiju mlijecnu kiselinu. Jabucna
kiselina je oporog okusa.Tijekom dozrijevanja zbog izlucivanja vinske kiseline u obliku kalijeva
tartarata i posebice zbog razgradnje jabucne kiseline u mlije€nu smanjuje se ukupan broj
kiselina. Ovaj postupak se ¢esto naziva i drugo vrenje jer se zbog razgradnje jabuéne kiseline
stvara CO; koji ima bitnu ulogu u formiranju kakvocée vina, stime da je ovo u potpunosti

bakterijsko vrenje u kojem sudjeluje mnostvo bakterija. BioloSka razgradnja jabucne kiseline u
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mlije¢nu (JMF) - koju provodi Leuconostoc oenos, doprinosi kakvocdi vina ¢ineéi ga manje kiselim,
harmonié¢nim i mekSim. Razgradnjom jabucne kiseline vino postaje stabilnije s obzirom na
bakterije mlije€nog vrenja kao uzrocnike kvarenja. Bakterije koje provode mlije¢no vrenje su
otporne na nisku vrijednost pH, visoki udio alkohola, nisku temperature skladistenja te dodatak
SO,. Bakterije rastu u vinu, iako neSto sporije i pri tome sintetiziraju enzime koje provode
dekarboksilaciju jabuéne kiseline u mlije¢nu. Smatra se da bakterije roda Leuconostoc provode
jabucno-mlijeéno vrenje dok su predstavnici roda Lactobacillus viSe orijentirani na koristenje
Seéera i drugih sastojaka vina. Pored mlije¢ne kiseline i ugljicnog dioksida nastaju i drugi
sekundarni produkti vrenja kao Sto su acetaldehid, octena kiselina, diacetil, aceton, butandiol,

etilni laktat (Prce, 2014.).
Njega i cuvanje vina

Nakon otakanja i presanja provode se postupci nuzni za njegu i dozrijevanje vina kako bi se
oCuvala svjezina i kvaliteta vina. To su: nadolijevanje posuda vinom ili dodatak inertnog plina,
pretakanje, postupci stabilizacije, bistrenje te dozrijevanje vina.

Tijekom odleZzavanja vina potrebno je nadopuniti drvene bacve ili inoks tankove, ako dode do
smanjenja volumena vina. Nadolijevanje tankova i ba€vi mora biti do vrha kako bi se sprijecila
kontaminacija vina s kisikom te rast aerobnih mikroorganizama. Prazan prostor se ispunjava

vinom ili nekim inertnim plinom (argon, dusik, helij i sl.) (Kordi¢, 2017.).

Slika 11 OdlezZavanje vina u ba¢vama (izvor: web 14)
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Stabilizacija i bistrenje vina
Po zavrSetku fermentacije potrebno je provesti stabilizaciju vina. Stabilizacija vina
predstavlja niz mjera i operacija kojima se sprje¢ava mutnoca i taloZenje u vinima nakon
njihovog punjenja u boce.
Bistrenje se obavlja pomocu Zelatine i bentonita. Sredstva za bistrenje se primjenjuju odredenim
redom, prvo se u vino dodaje Zelatina koja se rasiri po vinu kao mreZa i sakuplja krupne Cestice,
a zatim se dodaje bentonit koji talozZi sitne Cestice (proteine) nadno tanka.
Nakon bistrenja, vino se filtrira. Filtracija vina moZze se provesti pomodu:

e naplavnih filtera,

e plocastih filtera,

e membranskih filtera.

Filtrirano vino odlazi na liniju za punjenje u boce, a potom na cepilicu nakon cega se skladisti u
prostoru za skladistenje (Kordi¢, 2017.; Pichler, 2017.).

Punjenje vina u boce

Prije punjenja vina u ambalaZu, potrebno je napraviti laboratorijske analize kao $to su: udio
ukupnog i slobodnog sumpornog dioksida, zdravstveno stanje, stabilnost vina, a od senzorskih
analiza utvrduje se boja, bistroéa, okus i miris vina. Punjenje vina u boce provodi se u zasebnoj
prostoriji koja je opremljena sterilizatorom boca, punilicom i ¢epilicom boca te etiketirkom.

Kvalitetna i vrhunska vina se pune u staklenu ambalazu od 750 ml.

2.5. ODREDIVANIJE SASTOJAKA AROME PLINSKOM KROMATOGRAFIJOM

2.5.1. Plinska kromatografija

Plinska kromatografija (engl. gas chromatography, GC) je separacijska tehnika u kojoj se vrsi
odjeljivanje izmedu mobilne plinovite faze i tekudée ili évrste stacionarne faze u koloni. Eluaciju

sastavnica omogucava tijek inertne plinovite mobilne faze. Za razliku od ostalih kromatografski
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tehnika, ovdje mobilna faza ne ulazi u interakciju s molekulama analita. Uzorak je otopljen
upokretnoj fazi, koja moze biti tekucina, plin, fluid u superkriticnim uvijetima i krece se uzduz

nepokretne faze. Nepokretna faza moze biti u koloni ili na ravnoj plohi.

Ova kromatografska tehnika, s obzirom na stacionarnu fazu se moze podijeliti na dva osnovna
tipa:

Plinsko-tekuéinska kromatografija (GLC)

Stacionarna faza je tekucina imobilizirana, adsorpcijom ili kemijskim vezama, na povrsini inertne
Cvrste faze ili na stijenkama kapilarne kolone.

Plinsko-cvrsta kromatografija (GSC)

Stacionarna faza je u ¢vrstom stanju, pri ¢emu se zadrZavanje analita dogada isklju¢ivo zbog

fizicke adsorpcije analita na ¢vrstu fazu (Primorac, 2007.).

Sample

/ injector
Flow controller ’ \ A

><]

—> Waste

V\

Detector

Carrier gas Column oven

Slika 12 Kromatograf (Web 18)

Injektor je uredaj za unoSenje uzorka i spojen je s kolonom. MozZe biti izravni, prijemosni,
kolonski i s isparivacem. Kromatografske kolone su srce sustava, a dijelimo ih na preparativne i
analiticke. Detektori mogu biti univerzalni i selektivni. Univerzalni detektor daje odziv za svaki
sastojak u eluatu osim za mobilnu fazu, a selektivni daje odziv za odredene grupe sastojaka u
eluatu. Danas je umjesto pisaca sustav uglavnom spojen na racunalo gdje se spremaju podaci

(Primorac, 2007.).
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Sastojci su rasporedeni izmedu dvije faze od kojih je jedna stacionarna (nepokretna), a druga
mobilna (pokretna) i kre¢u se u odredenom smjeru. Mobilnu fazu cini inertni plin uz koji se
provodi eluiranje, a samo odvajanje sastojaka na GC koloni je uvjetovano njihovom razlikom u
hlapivosti. Naizmjeni¢nom adsorpcijom i desorpcijom lakSe hlapivih sastojaka se provodi
razdvajanje smjese hlapivih sastojaka uz prisustvo plina nosioca (Vrdoljak, 2009.). Parovi
mobilna-stacionarna faza odabiru se tako da je mogude ostvariti raspodjelu komponenata
uzorka do nekog odredenog stupnja. Komponente koje stacionarna faza jae zadrzava sporije
prolaze kroz kolonu, dok one koje stacionarna faza slabije zadrzava putuju brze. Kao posljedica
razlike u brzini putovanja kroz kolonu, komponente uzorka se razdvajaju u vrpce koje se dalje
mogu kvantitativno i kvalitativno analizirati. Kako bi se dobili zadovoljavajuci rezultati analize,
uzorak koji se unosi u sustav za analizu mora biti odgovarajuée veli¢ine i unesen kao "cep" plina.
Sporo injektiranje uzorka rezultira slabim razdvajanjem komponenata uzorka. Injektiranje
uzorka se najc¢esce provodi uz pomo¢ mikrosprice za injektiranje plinskog ili tekuéeg uzorka kroz
silikonsku gumu na pocetku kolone gdje dolazi do rasprskivanja i isparavanja uzorka.
Temperatura prostora bi trebala biti ve¢a za oko 50°C temperature vrelista najslabije hlapive
komponente u uzorku kako bi isparavanje bilo potpuno (Primorac, 2007.). Plin nosac¢ ili mobilna
faza sluZi za prijenos uzorka kroz kolonu. Koriste se nereaktivni inertni plinovi poput dusika,
vodika, helija ili argona. Analiza podinje unosom male koli¢ine uzorka u injektor koji potom
raspline uzorak i pomijeSa ga s mobilnom fazomna pocetku kolone. Mobilna faza s odijeljenim
analitom na kraju kolone prolazi kroz detektor koji prevodi detektirane promjene u elektri¢ni
signal koji se ispisuje kao kromatogram. U plinskoj kromatografiji se koriste punjene ili kapilarne
kolone. Kapilarne kolone su bolje od punjenih jer provode bolje odjeljivanje, analiza je brza i

zahtjevaju manje uzorka (Spaji¢, 2017.).

2.5.2. Spektrofotometrija masa

Spektrofotometri su instrumenti koji daju podatke o molekularnoj strukturi. Razlikuju se:
e Infracrveni spektar (IC),

e spektar nuklearno—magnetske rezonancije (NMR),
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e ultraljubicasti spektar (UV),
e spektar elektro—spinske rezonancije (ESR),

e spektar masa.

Spektometar masa je uredaj u kojem se molekule bombardiraju snopom elektrona bogatih
energijom. Dolazi do ionizacije i cijepanja molekula u mnogo fragmenata, od kojih su neki
pozitivno nabijeni ioni. Svaka vrsta iona ima odredenu masu i naboj, tj. odredeni odnos m/e sto
je karakteristi¢na veli¢ina za tu vrstu iona. Niz iona se analizira na nacin da se dobije signal za
svaku vrijednost m/e koja je prisutna. Intenzitet svakog signala prikazuje relativnu koli¢inu iona
koja daje taj signal. Osnovni signal je najvisi signal ili maksimum (engl. peak). Intenzitet
osnovnog signala oznacava se sa 100, te se obzirom na njegov intenzitet izrazava intenzitet

ostalih signala.

Spektar masa je dijagram koji pokazuje relativne intenzitete signala za razli¢ite vrijednosti m/e.
Za dokazivanje identi¢nosti dva spoja i kao pomo¢ pri odredivanju strukture novog spoja moze
posluZiti spektar masa. Dva spoja su identicna ako su im jednake fizikalne konstante (taliste,
vrelisSte, gustoca). U kombinaciji plinskog kromatografa i masenog spektrometra, plinskom
kromatografijom se razdvajaju sastojci, a maseni spektrometar sluzi kao detector (Zobundzija,

2016.).

Sprektometar se sastoji od: izvor zraéenja, selektor valnih duljina, kiveta za uzorak, pretvornik
zracenja, sustav za ocitavanje signala (detektor), procesor signala (ra¢unalo) i pisa¢ (Spajié,

2017.).

2.5.3. SPME

Zbog dugotrajne pripreme uzoraka i upotrebe organskog otapala, analiticke tehnike poput
ekstrakcije tekuce-tekuce ili ekstrakcija na ¢vrstoj fazi nisu bile zadovoljavajuce ucinkovitosti, te
su Zhang i Pawliszyn 1993. godine razvili novu tehniku pripreme uzoraka poznatu kao
mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi ili tzv. SPME (engl. solid phase microextraction) tehnika. SPME

tehnika se primjenjuje za pripremu cvrstih i tekucih uzorka poput vina, piva, voéa, ulja i meda
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SPME tehnika se sastoji od dvije odvojene faze:

e apsorpcije - zaostajanje analita na stacionarnoj fazi,

e desorpcije.
Na ekstrakciju utjecu: tip uzorka, vrijeme ekstrakcije, ionska jakost, pH uzorka, temperatura
ekstrakcije i muckanje uzorka, dokna desorpciju utje€u temperatura i vrijeme desorpcije. Za
uspjeSan postupak obje faze moraju biti optimizirane.
SPME tehnika omogucuje otkrivanje tragova arome, koje nije moguée otkriti konvencionalnom
ekstrakcijom tekuée-tekuée. Upotrebom modela vina uoéena je primarna vaznost kozice bobica
grozda kao izvor aromati¢nih prekursora koji se lako otpustaju u vino maceracijom, $to je

posebno izrazeno kod crnog vina.

Kombinacija SPME analize i kapilarne plinske kromatografije na masenom spektrometru (GC-
MS) koristi se za odredivanje isparljivih komponenti vina. Kod vina je karakteristiCan skup
identificiranih komponenti uz odgovarajuce relativne abundacije, tzv. “aromagrami”. Za veéinu
komponenti granica detekcije je u pg/l. Lako se mogu identificirati alkoholi, terpeni i esteri

(Zobundzija, 2016.).
SPME aparatura

Aparature se sastoji od kuciSta koje nalikuje olovci, unutar kojeg se nalazi igla. Unutar igle na
polimernoj stacionarnoj fazi prevuéenoj preko silikatne niti duzine 1 cm odvija se adsorpcija
sastojaka. Igla Stiti punilo tijekom uporabe i ¢uvanja, te prilikom prolaza kroz septum injektora

plinskog kromatografa i omogucava lakse rukovanje (Zobundzija, 2016.).
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3. Eksperimentalni dio

3.1. ZADATAK

Zadatak rada je ispitati utjecaj sorte na aromatske i fenolne sastojke crnih vina iz vinogorja
podregije Juzna Dalmacija. U tu svrhu uzeti su uzorci crnih vina Babi¢, Babica, Blatina, Plavac i
Tribidrag. Antocijani, antioksidacijska aktivnost i polimerna boja odredit ¢e se upotrebom
spektrofotometra, aodredivanje kvantitativnog udjela aromati¢nih sastojaka provest ée se
primjenom instrumentalne plinske kromatografije i mikroekstrakcije na ¢vrstoj fazi (SPME). U
radu ¢e biti koriSten plinski kromatograf tvrtke Agilent 7890 B s maseno-selektivnim detektorom

Agilent 5977.

3.2. MATERUALI | METODE

3.2.1. Karakteristike crnih vina

Babi¢

Babi¢ je autohtona hrvatska sorta grozda podrijetlom iz Sibenskog podruéja te raSirena u
Srednjoj i Juznoj Dalmacije. Zreli grozd je srednje velik do velik, ¢esto s razvijenim sugrozdi¢ima
iz koljenca. Peteljka je tanka i krhka. Zrele bobice su srednje do velike, izrazito tamnoplave boje,
okrugle, meke i tanke koZice, socnog mesa. Grozde postize izrazito dobru kakvoc¢u na suhom
kamenitom tlu te na polozajima s izrazito toplom klimom. Rodnost je obilna, osobito na
plodnom i vlaznom tlu. Otpornost na bolest autohtone sorte Babicje vrlo slaba, a posebno je

osjetljiva na peronosporu i sivu trulez.

Sorta Babi¢ je tipi¢na vinska sorta koja na Skrtim terenima daje visoku kakvoéu, a u uvjetima
dobre plodnosti postizu se vrlo visoki prinosi, vina srednje kakvoée. Dobivaju se vina s visokom
razinom kiselina koje ublazuju visok sadrzaj alkohola. Vina su bogata taninima s visokim udjelom
ekstrakta, koncentracijom Secera od 15 do 20% i ukupne kiselosti od 5 do 7 g/l. Vino je
modrocrvene boje, ugodne voéne arome koje vinu daju punodu okusa s udjelom alkohola od
11,5 do 13,5%. Zbog visokog udjela tanina, sorta Babi¢ je pogodna za ¢uvanje i starenje, osobito

u hrastovim bacvama ¢ime se obogacuje aroma vina (Ivandija, 2008.; web 5).
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Slika 13 Babic¢ (izvor: web 15)

Babica

Sorta Babica se smatra relativno mladom sortom. Uglavnom se nalazi na podrucju Kastela, te se
pretpostavlja da je tamo i nastala. Sorta se uzgaja u vinogorju Trogir-Kastela koja spada u
podregiju Srednje i Juzne Dalmacije. Sorta Babica je pored sorte Plavac mali crni osnovna sorta

za proizvodnju tradicionalnog kastelanskog ruzi¢astog vina Opola.

Grozd sorte Babica je srednje velik, srednje zbijen do zbijen, koni¢an. Bobice su srednje veli¢ine i
okrugle, a koZica tamno modre boje s obilnim maskom (mikroorganizmima koji su donijeli vjetar
i kukci). Meso bobice je so¢no i ukusno. Sorta ima stabilnu i redovitu rodnost, dobru kakvocu te

povoljne uzgojne karakteristike.

Od sorte Babica se mogu proizvesti laganija crna vina koja se mogu piti kao mlada. Vinificira se u

kombinaciji s nekom drugom lokalno vaznom sortom (lvandi¢, 2017.; Skraci¢ i Banovi¢, 2017.).
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Slika 14 Grozd Babice (Skracic¢ i Banovi¢, 2017.)

Blatina

Blatina je jedna od autohtonih sorti Hercegovine. Blatina je vrlo izbirljiva prema tipu tla na
kojem se uzgaja. Vaina je sposobnost tla da zadrZi vlagu tijekom vegetacije iz razloga Sto u
izrazito susSnim uvjetima uzgoja dolazi do nezZeljene pojave smezZuranja bobica grozda i rapidnog
opadanja prinosa. Ukoliko u vremenskom razdoblju od Saranja do pune zrelosti Blatina nema na
raspolaganju dovoljne koli¢ine vlage, u uvjetima Zarkih i susnih ljetnjih mjeseci podbacuje u
prinosu i formira tzv. Cereze tj. sasusene bobice grozda. Preradom sasusenih bobica grozda se
dobiva iznimno malo grozdanog soka. Blatini ne odgovara uzgoj na suvise vlaznim polozajima, a
iznimno je vazno da tijekom cvatnje Blatine ne bude obilnih, dugotrajnih padalina. Osjetljiva je
na ekstremno visoke temperature pracene jakim dnevnim osuncéanjem koje u pojedinim
godinama mogu prouzroditi palez i suSenje grozdova. Blatina dozrijeva u tre¢em razdoblju, i
formira grozdove srednje veliCine. Grozdovi su konusnog ili piramidalnog oblika, rastresiti ili
zbijeni u ovisnosti od uspjesnosti oplodnje. Bobice su nejednake veliine, pretezno srednje
velike, okrugle s tankom pokoZicom tamnoplave do crne boje. Blatina je osjetljiva prema
plamenjadi i pepelnici. Most sadrzi 18-23,5% Secera i 6-7 g/l ukupnih kiselina. Sadrzaj alkohola u
izuzetno dobrim godinama moze biti od 13 do 15 vol%. Vino je tamnocrvene boje, aromatic¢nog i

vrlo ugodnog okusa (Rotim i sur., 2017.).

40



3. Eksperimentalni dio

Slika 15 Blatina (Rotim i sur., 2017.)

Plavac Mali

Plavac mali je autohtona vinska sorta Srednje i Juzne Dalmacije. U Dalmaciji se Plavac Mali
uzgaja na uskom obalnom podrucju od Kanavala do PrimoStena, zatim na otoku PeljesScu i
otocima Mljetu, Lastovu, Korculi, Visu, Hvaru i Bracu. Uzgoj sorte Plavac mali izvan podrudja
specifiénih poloZaja uzgoja, nisu dali zadovoljavajuce rezultate, Sto je pokazatelj specificnosti i

vezanosti ove sorte za izvorno podrucje (Andabak i sur., 2016.).

Zreo grozd je srednje veliCine, slabo zbijen do zbijen, s kratkim peteljkama. Zrele bobice su
srednje velike, okrugle, tamnoplave s izrazitim maskom. KozZica bobice je debela, a meso bobice
je Cvrste konzistencije sa so¢nim ne obojenim sokom. Dozrijevanje bobica je neujednaceno, te
se na jednom grozdu mogu nadi zelene i prosusene bobice. Na dobrim poloZajima daje izrazito
visoku kakvoéu grozda. Sorta Plavac Mali je dobro otporna na bolesti, ali ima neSto veéu

osjetljivost na pepelnicu (lvandija, 2008.).
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Slika 16 Plavac mali (izvor: web 17)
Tribidrag

Sinonimi: Crljenak kastelanski, Pribidrag, Primitivo (ITA), Zinfandel (SAD), KratoSija (MNE).
Tribidrag je ,Dalmatinski feniks“, za kojeg je dokazano da je geneticki istovjetan Zinfandelu
(najpopularnija crna sorta u SAD-u). U Republici Hrvatskoj ova je sorta pronadena u Kastel
Novom, a zatim pod sinonimom Pribidrag kod Omisa. Postoje mnogi povijesni zapisi o uzgoju
sorte pod imenom Tribidrag u Dalmaciji. Tribidrag se uzgaja na podrucju Republike Hrvatske u

podregiji Srednje i Juzne Dalmacija te Sjeverne Dalmacija na 63,4 ha (Andabak i sur., 2016.).

Slika 17 Tribidrag (izvor: web 16)
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3.2.2. Kemijske analize vina

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 omoguéava to¢no mjerenje
ukupnih antocijana, bez obzira na prisutnost polimeriziranih, degradiranih pigmenata i drugih
tvari koje bi mogle smetati.

Antocijani su odredivani metodom prema Giusti i Wrolstadu (2001.) s malom modifikacijom.
Otpipetirano je 0,2 ml ekstrakta uzorka u dvije kivete, u jednu je dodano 1 ml puferapH 1, au
drugu 1 ml pufera pH 4,5. Nakon stajanja od 15 min uzorcima je pomocu spektrofotometra
izmjerena absorbanca pri valnim duljinama od 508 nm i 700 nm. SadrZaj antocijana je izracunat

prema slijedeéoj formuli:
c(antocijana)(mg/kg) = (Ax M x FR x 1000) / € x |

gdje je:
A — absorbancija uzorka, a izraCunava se prema izrazu:
A = (A508 — A700)pH 1 — (A508 — A700)pH 4,5
M - 449,2,
FR — faktor razrjedenja,
E — molarna absorptivnost; 26 900,
| — duljina kivete; 1 cm.

(M i & su uzeti za dominantnu vrstu antocijana, odnosno za cijanidin-3-glukozida).

Odredivanje antioksidacijske aktivnosti

Antioksidacijska aktivnost odredena je primjenom ABTS metode. U ovoj 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
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duljini od 734 nm. Antioksidacijska aktivnost izraCunata je iz kalibracijske krivulje uz trolox kao

standard (Pichler i sur., 2015.).

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

Izracun postotka polimerne boje:

Postotak polimerne boje = (polimerna boja/gustoca boje) x100
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Analiza arome vina plinskom kromatografijom primjenom SPME analize

Priprema uzorka

Za ekstrakciju hlapivih sastojaka koristena je tehnika mikroekstrakcije na cvrstoj fazi (SPME).
Osnova SPME aparature 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 kvantitativnog 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.

D-detektor

Drzaé
GC injektor %—
SPME igla sa polimernom
stastacionarnom fazom ©.O: l t
Uzorak X
—
]

Ploéa za paru i toplinu

Plinska kromatografija

Slika 18 SPME drzac za uzorkovanje (Zobundzija, 2016.)
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Uvjeti rada plinskog kromatografa:

Paramatri ekstrakcije:
e temperature 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 temperature injektora : 250°C,
e temperature detektora: 280°C,

e desorpcija uzorka u injector: 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
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 izra¢unavaju usporedbom vremena zadrZavanja komponenata s
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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 ravnolanéanih ugljikovodika te su izradunati

retencijski indeksi komponenata vina prema jednadzbi:

log(t;‘(unknown)) - lOg (t'r(n))
log (t;”(N)) — log(t,,,)

I=100 X |n+

gdje je:

| retencijski indeks zadrZavanja,

n broj ugljikovih atoma u manjem n-alkanu,
N  broj ugljikovih atoma u ve¢em 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-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 vina
Juzne Dalmacije

. Antioksidacijska aktivnost L . .

Vinske sorte Antocijani (mg/L) Polimerna boja (%)
(mmoITE/100 mL)

Babic 8,194 110,770 59,197
Babica 7,228 85,329 58,519
Blatina 5,311 67,563 68,059
Plavac 3,923 47,628 78,182
Tribidrag 3,347 40,788 88,312
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Tablica 3 Retencijski indeksi aromatic¢nih spojeva identificiranih u ispitivanim uzorcima vina
Babi¢, Babica, Blatina, Plavac i Tribidrag

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
Terpeni

Linalool 1093
Citronelol 1221
Eugenol 1350
B-damascenon 1377
Miristicin 1511
Nerolidol 1556
Fluoren 1569
a-cedrol 1592
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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
Izopropilmiristat 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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Tablica 4 Koncentracije pojedinih alkohola, kiselina, aldehida, ketona i terpena identificiranih u
autohtonim vinima Juzne Dalmacije

Spoj Babic Babica Blatina Plavac Tribidrag
Alkoholi (pg/l)
Metionol 5,694 7,428 15,075 13,066 9,759
Etil heksanol - 13,53 - - 13,378
Oktanol 9,188 23,298 - 18,572 22,319
Feniletil alkohol 996,15 1842,982 | 1837,673 | 1378,463 | 1792,544
Dodekanol 63,304 31,71 74,708 56,309 21,862
Kiseline (pg/l)
Heksanska kiselina 17,923 - - - 9,3
Oktanska kiselina 42,69 35,01 348,667 - 100,47
Dekanska kiselina - 14,444 106,348 55,874 10,196
Aldehidi i ketoni (pg/l1)
Benzaldehid - - 84,544 -
Dekanal 6,515 - 12,623 7,464 -
Dodekanal 114,283 - 161,617 94,804 6,576
Geranil aceton 26,836 - 17,597 - 11,681
Lilial 9,382 9,79 10,017 16,056 8,578
Tetradekanal 158,526 - 209,534 135,616 -
a-heksilcinamal 10,269 9,639 15,692 17,98 4,571
Terpeni (png/l)
Linalool - 11,733 - 33,702 25,726
Citronelol - - 4,425 - 7,304
B-damascenon 2,326 8,079 9,471 6,331 5,929
Nerolidol - 12,851 22,29 - 12,4
Fluoren 6,243 - - 7,71 12,788
a-cedrol - - 5,313 - -
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Tablica 5 Koncentracije pojedinih estera i ostalih identificiranih spojeva u autohtonim vinima

Juzne Dalmacije

Spoj Babic Babica Blatina Plavac Tribidrag
Esteri (pg/l)

Etil heksanoat 46,608 79,886 41,634 84,769 74,982
Etil sorbat - - 191,177 - -
Dietil sukcinat 875,52 | 1630,505 645,845 1588,23 1634,356
Etil oktanoat 328,939 | 173,739 - 486,915 205,474
Etil fenilacetat 36,602 14,67 17,51 37,25 19,815
Dietil glutarat 5,85 - - 5,489 -

Etil dekanoat 23,385 - 27,213 53,425 110,179
Etil vanilat 6,286 - - 8,323 -

Etil laurat 9,19 13,767 9,273 12,606 15,44
Izopropil laurat 7,36 5,977 9,513 - 3,175
Izoamil dekanoat - 4,727 - 4,892 6,767
Etil miristat 39,077 32,903 26,499 62,71 28,926
Izopropil miristat 22,221 5,501 31,763 31,676 12,502
Diizobutil ftalat 13,766 12,654 24,619 30,394 15,026
Etil pentadekanoat | 22,694 16,504 28,046 52,659 19,671
Etil palmitat 32,946 115,225 177,893 86,487 183,329
Etil linoleat 1,932 6,639 2,082 7,74 28,739
Etil stearat 6,306 27,785 9,742 20,472 50,387

Ostali identificirani spojevi (ng/l)

4-etil fenol 177,868 55,776 11,457 24,246 41,305
Vitispiran 22,588 - 20,855 45,758 19,888
4-etil gvajakol 40,739 9,231 11,367 - 12,048
p-benzokvinon 29,555 27,081 27,26 29,474 25,478
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5. Rasprava

Aromatski profil i fenolni sastav analiziranih vina prikazani su u Tablicama 2,3,4, i 5te na Slikama 19, 20,

21, 22,23 24.

Crna vina sadrze visok udio fenolnih spojeva koji se ekstrahiraju iz ¢vrstih dijelova bobice (koZice i
sjemenke) tijekom faze maceracije. Pored toga Sto crnim vinima daju karakteristicnu boju i trpkost,
fenolni spojevi djeluju i kao antioksidansi u organizmu, bududi da sprjecavaju Stetno djelovanje slobodnih
radikala. Antioksidacijska aktivnost u analiziranim vinima prikazana je u Tablici 2, iz koje je vidljivo da je
najvecu vrijednost imalo vino sorte Babi¢ (8,19 mmol/100 mL), a najmanju vino sorte Tribidrag (3,35
mmol/100 mL) te Plavac (3,92 mmol/100 mL). U skupinu fenolnih spojeva spadaju i antocijani (pigmenti
plave do crvene boje). Najveéu koncentraciju antocijana sadrzavalo je vino sorte Babi¢ (110,77 mg/L).
Nesto manja koncentracija pronadena je u vinu sorte Babica (85,33 mg/L), dok je u vinima sorte Plavac
sadrza i tribidrag antocijana bio gotovo dvostruko manji (47,63 i 40,79 mg/L). U Tablici 2 prikazan je i

udio polimerne boje, gdje je najvecu vrijednost ponovno ima vino sorte Tribidrag (88,31 %).

Aromatski profil vina predstavlja kombinaciju primarne (arome koja je karakteristicna za samu sortu
grozda), sekundarne (arome koja nastaje tijekom fermentacije mosta) te tercijarne arome (arome koja se
razvija tijekom odleZavanja i skladiStenja vina). Svi spojevi arome koji se mogu pronadi u vinima najcesce
se dijele na sljedede skupine: vise alkohole, masne kiseline, karbonilne spojeve, terpene, estere i ostale.

Spojevi arome koji su pronadeni u autohtonim vinima Juzne Dalmacije prikazani su u Tablici 3, 4 i 5.

Visi alkoholi, koji nastaju kao sekundarni produkti metabolizma kvasca tijekom fermentacije, doprinose
slatkastoj, cvjetnoj ili mednoj aromi vina. U analiziranim vinima, od pet identificiranih visih alkohola,
najvec¢u koncentraciju u svim sortama imao je feniletil alkohol, od 996,15 pg/L u vinu sorte Babi¢, do
1842,98 pg/L u vinu sorte Babica. Pored feniletil alkohola, u svim uzorcima pronaden je i dodekanol, ¢ija
je najmanja koncentracija bila 21,86 pg/L u vinu sorte Tribidrag, a najve¢a 74,71 ug/L u vinu sorte
Blatina, te metionol, ¢ija je koncentracija bilo zna¢ajno manja (najveéu koncetraciju metionola sadrzavalo
je vino sorte Blatina; 15,08 pg/L). Etil heksanol pronaden je samo u vinima sorte Babica i Tribidrag (oko
13 pg/L), dok su oktanol sadrzavala sva vina osim vina sorte Blatina. Unato¢ tome, vino sorte Blatina je

sadarzavalo najvec¢u ukupnu koncentraciju visih alkohola (1927,46 pg/L).

U analiziranim vinima identificirane su tri masne kiseline: heksanska, oktanska i dekanska kiselina, koje
doprinose masnoj i vostanoj aromi s kiselom notom. lako su u vinu sorte Tribidrag pronadene sve tri
navedene kiseline (ukupna koncentracija kiselina je bila 119,97 pg/L), najveéu ukupnu koncentraciju

kiselina sadrzavalo je vino sorte Blatina (455, 02 pg/L), u kojem su pronadene oktanska i dekanska
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kiselina. Najmanju koncentraciju kiselina sadrZavalo je vino sorte Babica (49,45 pg/L), te vino sorte

Plavac, u kojem je identificirana samo dekanska kiselina u koncentraciji od 55,87 ug/L.

U karbonilne spojeve ubrajamo aldehide i ketone, a u analiziranim vinima identificirano ih je ukupno
sedam, gdje se najvise isticu dodekanal i tetradekanal s najveé¢im udjelom (doprinose masnoj i vostanoj
aromi s citrusnom i cvjetnom notom). Najveéu ukupnu koncentraciju karbonilnih spojeva sadrzavalo je
vino sorte Blatina (427,08 ug/L), a najmanju vino sorte Babica (19,43 ug/L). Lilial i a-heksilcinamal

identificiran je u svim uzorcima, dok je benzaldehid pronaden samo u vino sorte Plavac (84,54 pg/L).

Sortnu aromu vina odreduju terpeni, skupina aromati¢nih spojeva koji se dijele na slobodne terpene
(odgovorne za aromu grozda) te vezane terpene koji se oslobadaju tijekom odredenih faza procesa
proizvodnje vina (maceracija, ekstrakcija, enzimska hidroliza, fermentacija itd.). Aroma koju vinu daju
terpeni najcesée je citrusna, svjeZa, slatka i cvjetna. Od ukupno Sest identificiranih terpena (linalool,
citronelol, B-damascenon, nerolidol, fluoren i a-cedrol) u analiziranim vinima, samo je B-damascenon
pronaden u svim uzorcima, dok je a-cedrol identificiran samo u vinu sorte Blatina (5,31 pg/L). Najvecu
ukupnu koncentraciju terpena sadrZavalo je vino sorte Tribidrag (64,15 pg/L), dok su u vinu sorte Babié¢

identificirana samo dva terpena (B-damascenon i fluoren), ukupne koncentracije 8,57 ug/L.

Najvedéu skupinu spojeva arome predstavljali su esteri, nastali reakcijom acetil-CoA s viSim alkoholima,
koji doprinose cvjetnoj i vo¢noj aromi vina. Najve¢u koncentraciju estera sadrzavalo je vino sorte Plavac
(2772,99 pg/L), a najmanju vino sorte Blatina (1384,69 ug/L). Identificirano je ukupno 18 estera, a
najzastupljeniji je bio dietil sukcinat, koji je identificiran u svim uzorcima, s najve¢om koncentracijom u
vinu sorte Tribidrag (1634,36 pg/L). Od ostalih estera, nesto veéu koncentraciju imali su etil heksanoat,
etil oktanoat, etil dekanoat te etil palmitat. Vecéina estera pronadena je u svim analiziranim uzorcima,
medutim, etil sorbat (slatke arome tropskog voca) pronaden je samo u vinu sorte Blatina (191,18 pg/L).
Najvedi broj estera pronaden je u vinima sorte Babi¢ i Plavac, koji su za razliku od ostalih uzoraka,

sadrzavali dietil glutarat i etil vanilat, koji daju toplu, voénu i slatkastu aromu.

Od ostalih spojeva, u analiziranim vinima identificirani su sljedeéi spojevi: 4-etil fenol, 4-etil gvajakol,
vitispiran i P-benzokvinon. Za razliku od ostalih spojeva arome koji su gore navedeni, 4-etil fenol i 4-etil
gvajakol doprinose neugodnoj aromi vina (po Stali i miSevima), a najvecu koncentraciju tih spojeva imalo

je vino sorte Babic.
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Na osnovu dobivenih rezultata, izvuceni su sljedeci zakljucci:

e Aromatski profil i udio fenolnih spojeva u vinu ovisi, kako o tehnoloSkim postupcima

proizvodnje, tako i o samoj sorti grozda od koje se vino proizvodi.

e Rezultati analiza vina pokazali su vidljive razlike medu sortama u ukupnom udjelu
antocijana te antioksidacijskoj aktivnosti. Vino sorte Babi¢ imalo je najveéu vrijednost
antioksidacijske aktivnosti, dok su vina sorte Plavac i Tribidrag imali najmanju. Takoder,

vino sorte Tribidrag imalo je najveci udio polimerne boje.

e Sto se tice aromatskog profila, vino sorte Blatina sadriavalo je najve¢u ukupnu
koncentraciju viSih alkohola, kiselina i karbonilnih spojeva, dok su najvece koncentracije

terpena pronadene u vinu sorte Tribidrag, te estera u vinu sorte Plavac.

e Najmanji broj pronadenih spojeva sadrzavala su vina sorte Babica i Babi¢, posebice
karbonilnih spojeva (u vinu sorte Babica pronadena su samo dva aldehida) te terpena

(vino sorte Babic¢ sadrzavalo je najmanju koncentraciju terpena).

e Najveéa skupina aromatskih spojeva su esteri, gdje su medu najzastupljenijima bili etil

esteri masnih kiselina. Najvecu koncentraciju u svim vinima imao je dietil sukcinat.

e U vinima su identificirani 4-etil fenol i 4-etil gvajakol, koji nastaju kao produkti

metabolizma divljeg kvasca Brettanomyces, koji se moze pronaci u vinskim podrumima.
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