Metode odredivanja parametara kakvoce vina

Barisi¢, Veronika

Undergraduate thesis / Zavrsni rad
2015

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: Josip Juraj
Strossmayer University of Osijek, FACULTY OF FOOD TECHNOLOGY / SveuciliSte Josipa Jurja
Strossmayera u Osijeku, Prehrambeno-tehnoloski fakultet Osijek

Permanent link / Trajna poveznica: https://ur.nsk.hr/urn:nbn:hr:109:170190

Rights / Prava: In copyright/Zasticeno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-13

mage nof|found or type unkno%pository / Repozitorij:

Repository of the Faculty of Food Technology Osijek

Mage noffpund or type unknown

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:109:170190
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.ptfos.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/ptfos:667
https://repozitorij.unios.hr/islandora/object/ptfos:667
https://dabar.srce.hr/islandora/object/ptfos:667

SVEUCILISTE JOSIPA JURJA STROSSMAYERA U OSIJEKU
PREHRAMBENO — TEHNOLOSKI FAKULTET OSIJEK

PREDDIPLOMSKI STUDIJ PREHRAMBENE TEHNOLOGIJE

Veronika Barisic¢

Metode odredivanja parametara kakvoce vina

zavrsni rad

Osijek, 2015.



SVEUCILISTE JOSIPA JURJA STROSSMAYERA U OSIJEKU
PREHRAMBENO-TEHNOLOSKI FAKULTET OSIJEK

PREDDIPLOMSKI STUDIJ) PREHRAMBENA TEHNOLOGUJA

Zavrsni rad

Metode odredivanja parametara kakvoce vina

Nastavni predmet:
Tehnologija prerade sirovina biljnog podrijetla 2

Osnove tehnologije vina

Predmetni nastavnik: izv.prof.dr.sc. Andrija Pozderovic¢

doc.dr.sc. Anita Pichler

Student/ica: Veronika Barisi¢ (MB: 3572/12)
Mentor: dr. sc. Anita Pichler, docent
Predano (datum):

Pregledano (datum):

Ocjena: Potpis mentora:




Metode odredivanja parametara kakvoce vina

Sazetak

U ovom zavrsnom radu su obradene fizikalno-kemijske metode analize mosta, vina i drugih
proizvoda od groZda i vina te vocnih vina. Fizikalno-kemijske metode koje se koriste za
ispitivanje udovoljavanja temeljnim zahtjevima kakvoée mosta, vina drugih proizvoda od
grozda i vina te vocnih vina su gustoca i relativna gustoca pri 20° C, alkoholna jakost, ukupni
suhi ekstrakt, reducirajuéi Seceri, pepeo, pH vrijednost, ukupna kiselost, hlapiva kiselost,
nehlapiva kiselost, slobodni i ukupni sumporni dioksid, limunska kiselina, ugljikov dioksid i
odredivanje Sedera refraktometrom. Ove metode su propisane Pravilnikom o fizikalno-

kemijskim metodama analize mosta, vina, drugih proizvoda od grozda i vina te vo¢nih vina.

Kljucne rijeci: fizikalno-kemijska metoda, vino, most, grozde



Methods of determining the quality parameters of wine

Summary

The aim of this study was to describe physicochemical methods for analyzing must, wine,
other products of grapes and fruity wines. Physicochemical methods which are used for
quality testing of must, wine, other products of grapes and fruity wines are density and
relative density at 20°C, alcohol content, total dry extract, reducing sugars, ash, pH, total
acidity, volatile acidity, non-volatile acidity, free and total sulfur dioxide, citric acid, carbon
dioxide, determination of sugars by refractometry. These methods are regulated

whitRegulation of physico-chemical methods of must, wine and other grape-based products.

Key words: physicochemical methods, wine, must, grapes
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1.UVOD

Vino je poljoprivredno prehrambeni proizvod, dobiven potpunim ili djelomi¢nim alkoholnim

vrenjem masulja ili mosta, od svjeZeg i za preradbu u vino pogodnoga grozda. (web 2.)

Kakvoca vina se odreduje metodama koje su propisane Pravilnikom o fizikalno-kemijskim
metodama analize mosta, vina, drugih proizvoda od grozda i vina te voc¢nih vina. Metode
koje su propisane su gustoca i relativna gustoca pri 20° C, alkoholna jakost, ukupni suhi
ekstrakt, reduciraju¢i Seceri, pepeo, pH vrijednost, ukupna kiselost, hlapiva kiselost,
nehlapiva kiselost, slobodni i ukupni sumporni dioksid, limunska kiselina, ugljikov dioksid i
odredivanje Secera refraktometrom. One se koriste za ispitivanje udovoljavanja temeljnim

zahtjevima kakvoce.



2.GLAVNI DIO

2.1 Odredivanje gustoce i relativne gustoce pri 20°C

Gustoca je masa vina ili mosta po jedinici volumena pri temperaturi od 20° C. lzraZzena je u
gramima po mililitru i oznacena simbolom P20°C. Relativha gustoéa pri 20°C/20°C (ili
specificna tezina pri 20°C) je omjer gusto¢e nekoga odredenog volumena vina ili mosta pri
20°C prema gustodi istog volumena vode pri istoj temperaturi. Gustoda i relativna gustoéa pri
20 °C mjere se na pokusnom uzorku uporabom referentne metode (piknometrija) ili
uobicajene metode (hidrometrija ili denzitometrija uporabom hidrostatske vage). Ako vino
(ili most) sadrzi znacajne kolic¢ine ugljikovog dioksida, provodimo prethodnu pripremu uzorka
tako da se glavni dio ugljikovog dioksida otkloni muc¢kanjem 250 ml vina u boci od 1000 ml ili
filtriranjem pod smanjenim tlakom kroz 2 g vate smjestene u produznoj cjevcici.(Pravilnik o
fizikalno-kemijskim metodama analize mosta, vina, drugih proizvoda od grozda i vina te

vocnih vina, Zakona o vinu »Narodne novine, br. 96/03)
2.1.1 Referentna metoda

Aparatura:

- Uobicajena laboratorijska oprema, a posebno piknometar (prikazan na slici 1.) od Pyrex
stakla, volumena otprilike 100 ml s odvojivim brusenim termometrom, kalibriranim na
desetinke stupnja od 10 do 30 °C.

— Tara posuda koja se sastoji od piknometra istoga vanjskog volumena kao piknometar, a
masom je jednaka masi piknometra ispunjenog teku¢inom specifi¢ne tezine 1,01.

— Toplinski izolirana posuda koja to¢no odgovara obliku piknometra.

— Vaga s dvije plitice (twin-pan) s rasponom od najmanje 300 g i osjetljivosti 0,1 mg ili vaga s
jednom pliticom (single-pan) s rasponom od najmanje 200 g i 0,1 mg osjetljivosti. (Pravilnik o
fizikalno-kemijskim metodama analize mosta, vina, drugih proizvoda od groida i vina te

vocnih vina, Zakona o vinu »Narodne novine, br. 96/03)



Slika 1. Piknometar i njegova tara posuda(Pravilnik o fizikalno-kemijskim metodama analize
mosta, vina, drugih proizvoda od grozda i vina te vo¢nih vina, Zakona o vinu »Narodne
novine«, br. 96/03)

Umjeravanje piknometra

Umjeravanje piknometra uklju¢uje odredivanje sljedecih vrijednosti: masu praznoga

piknometra, volumen piknometra pri 20° Ci masu piknometra napunjenog vodom pri 20° C.
1. Metoda za uporabu vage s dvije plitice (twin-pan):

Postavimo tara posudu na lijevu pliticu vage, a Cist i suh piknometar, opremljen zatvaracem
rezervoara, na desnu pliticu vage. Dodamo utege na pliticu na kojoj je piknometar i
zabiljeZimo masu potrebnu da se uspostavi ravnoteZa: neka ta masa bude p grama.
Piknometar paZljivo napunimo destiliranom vodom pri sobnoj temperaturi i umetnemo
termometar. PaiZljivo obriSemo piknometar i stavimo ga u toplinski izoliranu posudu.
MijeSamo okretanjem posude dok temperatura ocitana na termometru ne postigne
konstantnu vrijednost. Poravnamo nivo vode na vrhu boéne cjevcice, brisanjem je osusimo i
zatvorimo zatvaracem. PaZljivo ocitamo temperaturu t °C ako je potrebno korigiramo
obzirom na toénost skale termometra. lzmjerimo vodom napunjeni piknometar u odnosu na
tara posudu i zabiljezZimo masu p’ u gramima potrebnim da se uspostavi ravnoteza. (Pravilnik
o fizikalno-kemijskim metodama analize mosta, vina, drugih proizvoda od grozda i vina te

vocnih vina, Zakona o vinu »Narodne novine, br. 96/03)

Izracunavanje:
Tariranje praznoga piknometra: masa praznoga piktometra = p + m; (m je masa zraka
sadrzanoga u piknometru: m =0,0012 (p - p')

2. Metoda za uporabu vage s jednom pliticom (single-pan):



Odredimo: masu Cistog i suhog piknometra (to oznaimo sa P), masu piknometra,
napunjenog sa vodom pri t° C (oznac¢imo sa P1) i masu tara posude(oznacimo sa T0).
Izracunavanje:

— Tariranje praznoga piknometra: masa praznoga piknometra = P — m; (gdje je m masa zraka
u piknometru: m = 0,0012 (P1 - P))

—Volumen pri 20 °C: V20 °C = [(P1 — (P - m)] x Ft; (gdje je Ft faktor za temperaturu t° C)

— Masa vode pri 20 °C: M20 °C = 0,998203 x V20 °C; (gdje je 0,998203 gustocéa vode pri 20° C).
(Pravilnik o fizikalno-kemijskim metodama analize mosta, vina, drugih proizvoda od grozda i
vina te voc¢nih vina, Zakona o vinu »Narodne novine, br. 96/03)

Metode mjerenja:

1. Metoda s uporabom vage s dvije plitice (twin-pan)

Napunimo piknometar s pripravljenim uzorkom. p" = masa (u gramima) potrebna da se

uspostavi ravnoteza pri temperaturi od t° C. Masa tekucine u piknometru=p +m-p".

p+m—p”
Gustoca pri temperaturit® Cje: ryc=—"""
E’;UC dzﬂ _ J!DV )DED
Relativnu gustocu vina ili mosta izraCunavamo: “*20 —

Ppo 0998203
gdje je p20 gustoca vina pri 20° C u gramima po litri i 0,998203 je gustoéa vode pri 20°C u

gramima po litri.

2. Metoda s uporabom vage s jednom pliticom (single-pan)

Izmjerimo tara posudu; masu oznac¢imo sa T;, izraunamo: dT = T; — Tp; masa praznoga
piknometra u vrijeme mjerenja = P - m + dT, izmjerimo piknometar napunjen pripravljenim
uzorkom; njegovu masu pri t °C oznacimo sa P,. Masa tekuéine u piknometru prit° C=P, - (P

-m+dT).
m el B, —(P-—m+AT)

¥
anec
Relativhu gustoéu uzorka izraCunamo tako da njegovu gustocu pri 20° C podijelimo s

Gustoca prit °C: e =

0,998203.

3. Ponovljivost mjerenja gustoce (r): za suha i polusuha vina: r = 0,00010 i za slatka vina: r =
0,00018.

4. Obnovljivost mjerenja gustoce (R): za suha i polusuha vina: R = 0,00037 i za slatka vina: R =
0,00045.(Pravilnik o fizikalno-kemijskim metodama analize mosta, vina, drugih proizvoda od

grozda i vina te voc¢nih vina, Zakona o vinu »Narodne novine, br. 96/03)



2.1.2 Uobicajene metode

2.1.2.1 Hidrometrija

Aparatura:

— Hidrometar: Hidrometri svojim dimenzijama i podjelom skale moraju odgovarati ISO
standardima.

— Umjeren termometar koji ima skalu s minimalnom podjelom od 0,5° C.

— Mijerni cilindar s unutarnjim promjerom od 36 mm i visinom od 320 mm, kojega se drzi
uspravno pomocu zavrtnja za nivelaciju. (Pravilnik o fizikalno-kemijskim metodama analize
mosta, vina, drugih proizvoda od grozda i vina te vocnih vina, Zakona o vinu »Narodne

novine«, br. 96/03)
Postupak:

Metoda mijerenja: Ulijemo 250 ml pripremljenog uzorka u odmjerni cilindar i u njega
uronimo termometar i hidrometar. Uzorak dobro promjesamo, sacekamo jednu minutu radi
izjednacavanja temperature i potom ocitamo temperaturu. lzvadimo termometar i poslije
joS jedne minute na skali hidrometra procitamo gustoéu pri t °C. Korigiramo gustoéu
odredenu pri t° C na 20° C uporabom pripadajucih tabela.Relativhu gusto¢u vina ili mosta
izratunamo tako, da dijelimo njegovu gustoéu pri 20° C sa 0,998203. (Pravilnik o fizikalno-
kemijskim metodama analize mosta, vina, drugih proizvoda od grozda i vina te vocnih vina,
Zakona o vinu »Narodne novineg, br. 96/03)

2.1.2.2 Denzimetrija uporabom hidrostatske vage

Aparatura:

— Hidrostatska vaga s maksimalnim kapacitetom od najmanje 100 g i osjetljivosti 0,1 mg.

— Dva identi¢na plovka od Pyrex-stakla, volumena najmanje 20 ml pri¢vrs¢ena ispod svake
plitice pomodéu niti promjera ne veéeg od 0,1 mm.

— Plovak objesen pod desnu pliticu mora biti takav da se moZze umetnuti u mjerni cilindar koji
nosi oznaku razine.

— Moze se rabiti i jednostrana vaga. (Pravilnik o fizikalno-kemijskim metodama analize mosta,
vina, drugih proizvoda od grozda i vina te voc¢nih vina, Zakona o vinu »Narodne novine, br.

96/03)

Postupak:



— Kalibriranje hidrostatske vage: S oba plovka u zraku, uspostavimo ravnotezu stavljajuci
utege na desnu pliticu. Oznac¢imo masu dodanih utega p. Napunimo mjerni cilindar ¢istom
vodom do oznake, promuckamo i proc¢itamo temperaturu t °C poslije dvije ili tri minute.
Ponovno uspostavimo ravnoteZzu stavljaju¢i utege na desnu pliticu: masa dodanih utega
oznacimo sa p'. Volumen plovka pri 20 °C prikazan je formulom: V20 °C = (p' - p) (F + 0,012);
gdje je F faktor za temperaturu t °C, a p i V20 °C su karakteristike plovka.

— Metoda mjerenja: Desni plovak uronimo u odmjerni cilindar ispunjen vinom (ili mostom)
do oznake. Oc¢itamo temperaturu t °C vina (ili mosta) i masu utega potrebnih da se uspostavi
ravnoteZa i oznacimo sa p'. Gustoca d - se dobiva iz formule:p!_c - M +0,0012
(Pravilnik o fizikalno-kemijskim metodama analize mosta, vina, drugih proizvoda od grozda i

vina te voc¢nih vina, Zakona o vinu »Narodne novine, br. 96/03)

2.20dredivanje alkoholne jakosti

Alkoholna jakost izrazena volumenom je broj litara etanola sadrzanog u 100 litara vina, a oba
volumena mjerena pri temperaturi od 20 °C. lzrazava se simbolom »%vol«. Napomena:
homolozi etanola, zajedno sa etanolom i homolozima estera etanola, ukljuceni su u
alkoholnu jakost jer su prisutni u destilatu. (Pravilnik o fizikalno-kemijskim metodama analize
mosta, vina, drugih proizvoda od grozda i vina te voc¢nih vina, Zakona o vinu »Narodne

novine«, br. 96/03)

Principi metoda:
1. Metoda za dobivanje destilata: destilacija vina, kojemu je dodana suspenzija kalcijeva
hidroksida: mjerenje alkoholne jakosti destilata.
2. Referentna metoda: mjerenje gustoce destilata piknometrom.
3. Uobicajene metode: Mijerenje alkoholne jakosti destilata hidrometrom, mjerenje
alkoholne jakosti destilata denzitometrijski uporabom hidrostatske vage, mjerenje alkoholne
jakosti destilata refraktometrijski. (Pravilnik o fizikalno-kemijskim metodama analize mosta,
vina, drugih proizvoda od grozda i vina te vo¢nih vina, Zakona o vinu »Narodne novine, br.
96/03)

2.2.1 Metoda za dobivanje destilata

Aparatura:



— Uredaj za destilaciju sastoji se od: boce od 1 litre, s okruglim dnom i spojevima od brusena
stakla, kolone za rektifikaciju od oko 20 cm visine ili bilo koje slicno hladilo, izvora topline,
hladila koji se zavrsava izvu¢enom cjevéicom koja vodi destilat do dna odmjerne tikvice koja
sadrZi nekoliko mililitara vode.

— Aparat za destilaciju vodenom parom sastoji se od: generatora pare, cijevi za paru, kolone
za rektifikaciju, hladila. (Pravilnik o fizikalno-kemijskim metodama analize mosta, vina, drugih

proizvoda od grozda i vina te voc¢nih vina, Zakona o vinu »Narodne novineg, br. 96/03)

Reagensi:

2 M suspenzija kalcijeva hidroksida, koja se dobije tako da se paZljivo ulije 1 litra vode pri
temperaturi od 60° do 70 °C na 120 g zZivoga vapna (Ca0). (Pravilnik o fizikalno-kemijskim
metodama analize mosta, vina, drugih proizvoda od grozda i vina te vocénih vina, Zakona o

vinu »Narodne novine, br. 96/03)

Priprema uzorka:
Kod mladih i pjenusavih vina uklonimo najveci dio ugljikova dioksida mijesajuéi 250 do 300
ml vina u tikvicu od 500 ml. (Pravilnik o fizikalno-kemijskim metodama analize mosta, vina,

drugih proizvoda od groZzda i vina te voénih vina, Zakona o vinu »Narodne novine, br. 96/03)

Postupak:

U odmjernu tikvicu od 200 ml ulijemo vino do crte i zabiljezimo temperaturu. Vino prelijemo
u destilacijsku tikvicu i stavimo cijev za paru. Odmjernu tikvicu od 200 ml isperemo Cetiri
puta s po 5-ml vode i te volumene prelijemo u destilacijsku tikvicu. Dodamo 10 ml kalcijeva
hidroksida i nekoliko kuglica za vrenje. Skupljamo destilat u odmjernu tikvicu od 200 ml
ranije upotrebljenu za mjerenje volumena vina. Destiliramo do otprilike tri Cetvrtine
pocetnoga volumena ako se radi destilacijom, a volumen od 198 do 199 ml destilata ako je
primijenjena destilacija s vodenom parom. Dopunimo do 200 ml destiliranom vodom,
odrzavajuci destilat na temperaturi koja se najvise za 2° C razlikuje od pocetne temperature.
MijeSamo s velikom paznjom kruznim pokretima. (Pravilnik o fizikalno-kemijskim metodama
analize mosta, vina, drugih proizvoda od groZda i vina te vocénih vina, Zakona o vinu

»Narodne novine, br. 96/03)
2.2.2 Referentna metoda

Alkoholnu jakost destilata mjerimo piknometrom.



Aparatura: Rabimo piknometar koji je opisan u prvom poglavlju.
Postupak: 1zmjerimo gustocu destilata pri t °C. Ovu gusto¢u oznac¢imo kao p t °C.
Iskazivanje rezultata

Izracunavanje: Nademo alkoholnu jakost pri 20° C uporabom tabele. U vodoravnoj koloni
ove tabele koja odgovara temperaturi T neposredno ispod t °C, pronadimo najmanju gusto¢u
koja je veca od p t °C. Tabelarnu razliku ispod ove gustoce upotrijebimo za izracun gustoce p
pri temperaturi T. U liniji temperature T nademo gustoéu p neposredno iznad p’ te
izra¢unamo razliku izmedu gustoca p i p". Ovu razliku dijelimo s tabelarnom razlikom koja se
nalazi desno od p’. Kvocijent daje decimalni dio alkoholne jakosti dok se njezini cijeli brojevi
nalaze na vrhu. (Pravilnik o fizikalno-kemijskim metodama analize mosta, vina, drugih

proizvoda od grozda i vina te voc¢nih vina, Zakona o vinu »Narodne novine, br. 96/03)
2.2.3 Uobicajene metode

2.2.3.1 Hidrometrija

Aparatura: Alkoholometar, termometar sa podjelom od 0,1°C, od 0° do 40 °C s to¢nos¢u do
1/20 stupnja (0,05°C) i mjerni cilindar promjera 36 mm i visine 320 mm, koji se drZi uspravno
pomocu zavrtnja za nivelaciju. (Pravilnik o fizikalno-kemijskim metodama analize mosta, vina,

drugih proizvoda od groZzda i vina te voénih vina, Zakona o vinu »Narodne novine, br. 96/03)

Postupak:Destilat ulijemo u mjerni cilindar. Cilindar drzimo uspravno. Umetnemo
termometar i alkoholometar. OCitamo temperaturu na termometru nakon jedno minutnog
mijeSanja radi uravnotezZenja temperature u mjernom cilindru, termometra, alkoholometra i
destilata. Izvu¢emo termometar i ofitamo alkoholnu jakost poslije jedne minute. Ocitavanje
obavimo najmanje tri puta upotrebom povecala. Alkoholnu jakost ocitanu pri temperaturi t
°C korigiramo za ucinak temperature pomocu tabele. Temperatura tekuéine mora se vrlo
malo razlikovati od sobne temperature (najvise 5 °C). (Pravilnik o fizikalno-kemijskim
metodama analize mosta, vina, drugih proizvoda od grozda i vina te vocnih vina, Zakona o

vinu »Narodne novine, br. 96/03)
2.2.3.2 Denzimetrija uporabom hidrostatske vage
Aparatura: Koristimo hidrostatsku vagu.

Postupak: Gustocu destilata pri t °C mjerimo kako je opisano prethodno.



Iskazivanje rezultata: Odredimo alkoholnu jakost na 20 °C sljedeéi metodu opisanu
prethodno. (Pravilnik o fizikalno-kemijskim metodama analize mosta, vina, drugih proizvoda

od grozda i vina te vocnih vina, Zakona o vinu »Narodne novine, br. 96/03)
2.2.3.3 Refraktometrija

Aparatura: Refraktometar koji omogucuje mjerenje indeksa loma u rasponu od 1,330 do
1,346. Ovisno o tipu opreme, mjerenja se izvode: ili na 20° C s pogodnim instrumentom, ili
na sobnoj temperaturi t °C upotrebom instrumenta opremljenog termometrom koji
omogucava mjerenje temperature s to¢nos¢u od 0,05° C. Tabela za korekciju temperature

treba biti pridruzena takvom instrumentu.

Postupak: Indeks loma destilata, koji je dobiven kako je opisano prethodno, mjeri se slijededi

upute prilozene instrumentu.

Iskazivanje rezultata: Alkoholna jakost koja odgovara indeksu loma ocitanom na 20° C
oCitava se iz tabele. (Pravilnik o fizikalno-kemijskim metodama analize mosta, vina, drugih

proizvoda od grozda i vina te voc¢nih vina, Zakona o vinu »Narodne novine, br. 96/03)

2.3 Odredivanje ukupnog suhog ekstrakta

Ukupan suhi ekstrakt ili ukupna suha tvar ukljuCuje sve tvari koje nisu hlapive pod
specificnim fizickim uvjetima. Ovi fizicki uvjeti moraju biti takvi da tvari koje Cine ekstrakt
pretrpe Sto je moguce manje promjene u tijeku izvodenja testa. Ekstrakt bez Secera je razlika
izmedu ukupnog suhog ekstrakta i ukupnih Secera. Reducirani ekstrakt je razlika izmedu
ukupnog suhog ekstrakta i ukupnih Secera iznad 1 g/l, kalijeva sulfata iznad 1 g/, prisutnog
manitola ili drugih kemijskih supstancija koje su mozda bile dodane vinu. Rezidualni ekstrakt
je ekstrakt bez Secera i nehlapive kiselosti izrazene kao vinska kiselina. Ekstrakt se izrazava u
gramima po litri i treba biti odreden unutar najblizih 0,5 g. (Pravilnik o fizikalno-kemijskim
metodama analize mosta, vina, drugih proizvoda od grozda i vina te voénih vina, Zakona o

vinu »Narodne novineg, br. 96/03)

Mjerenje s denzitometrom:



Postupak:Ukupan suhi ekstrakt izracunava se indirektno iz relativne gusto¢e mosta, a za vino
iz relativne gustoce bezalkoholnog vina. Ovaj suhi ekstrakt predstavlja koli¢inu saharoze koja,

otopljena u 1 litri vode daje otopinu iste relativne gustoée kao most ili bezalkoholno vino.
Iskazivanje rezultata:

— Izraéunavanje:

Relativna gustoca (20/20) d, bezalkoholnog vina izracunava se pomocu formule:

d, = dy - d; + 1,000, gdje je: d, = relativna gustoéa vina pri 20 °C (korigirana za hlapivu
kiselost),d, = relativna gusto¢a mjesavine voda—alkohol iste alkoholne jakosti kao vino pri 20
°C, d; lako izraCunamo iz gustoca pri 20 °C gustoce vina d, i gustoc¢e d, mjeSavine voda—
alkohol iste alkoholne jakosti kao vino prema formuli: d, = 1,0018 (d, - d,) + 1,000, gdje se
koeficijent 1,0018 priblizava 1 kad je d, ispod 1,05, sto je najcesce slucaj.Za izracun ukupnog
suhog ekstrakta u g/l treba koristiti tabelu, u kojoj je ukupni suhi ekstrakt u funkciji relativne
gustoce d, bezalkoholnog vina, ili iz relativne gusto¢e mosta. Ukupan suhi ekstrakt izrazava
se u g/l na jedno decimalno mjesto. (Pravilnik o fizikalno-kemijskim metodama analize mosta,
vina, drugih proizvoda od grozda i vina te vocnih vina, Zakona o vinu »Narodne novine, br.

96/03)

2.4 Odredivanje reducirajucih Secera

Reducirajuci Seceri su svi Seceri, koji imaju keto ili aldehidne funkcionalne skupine. Njihovo
odredivanje vezano je za redukciju alkalne otopine bakar (ll) soli.(Pravilnik o fizikalno-
kemijskim metodama analize mosta, vina, drugih proizvoda od grozda i vina te vocnih vina,

Zakona o vinu »Narodne novineg, br. 96/03)
Princip metode:
1. Procisc¢avanje:

Referentna metoda: poslije neutralizacije i uklanjanja alkohola, vino propustamo kroz kolonu
za izmjenu iona u kojoj se njegovi anioni zamjenjuju ionima acetata nakon cega slijedi

prociséavanje neutralnim olovnim acetatom.
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Uobicajene metode: vino prociséavamo jednim od sljedecih reagensa: neutralni olovni acetat;

cink-2-heksacijanoferat.

2. Odredivanje: Procis¢eno vino ili most reagira s odredenom koli¢inom otopine alkalne
bakrene soli (Il), a viSak iona bakra odreduje se jodometrijski. (Pravilnik o fizikalno-kemijskim
metodama analize mosta, vina, drugih proizvoda od grozda i vina te vo¢nih vina, Zakona o

vinu »Narodne novineg, br. 96/03)
2.4.1 Procis¢avanje vina

Koncentracija reduciraju¢ih Secera u uzorku kojega analiziramo mora biti od 0,5 do 5 g/I.
Suha vina ne razrjedujemo tijekom procis¢avanja, slatka vina moramo razrijediti u cilju
postizanja razine Seéera unutar okvira propisanih u Tablici 1. (Pravilnik o fizikalno-kemijskim
metodama analize mosta, vina, drugih proizvoda od grozda i vina te vocnih vina, Zakona o

vinu »Narodne novineg, br. 96/03)

Tablica 1. Koncentracija Secera, relativna gustoca i razrjedenja (Pravilnik o fizikalno-
kemijskim metodama analize mosta, vina, drugih proizvoda od grozda i vina te vocnih vina,

Zakona o vinu »Narodne novineg, br. 96/03)

Opis uzorka Koncentracija Relativna Razrjedenje
Secera (g/l) gustoca (%)
mostevi i mistele iznad 125 iznad 1,038 1
slatka vina 25 do 125 1,005 do1,038 4
poluslatka vina 5do 25 0,997 do 1,005 20
suha vina ispod 5 ispod 0,997 bez razrjedenja

2.4.1.1 Referentna metoda

Reagensi: 1 M otopina klorovodiéne kiseline, HCI; 1 M otopina natrijeva hidroksida, NaOH; 4
M otopina octene kiseline, CH3COOH; 2 M otopina natrijeva hidroksida, NaOH; smola

anionske izmjene [Dowex 3 (20-50 mesh) ili ekvivalentne smole];

Priprema kolone za anionsku izmjenu: Na dno birete stavimo malen umetak staklene vune i

dodamo 15 ml smole anionske izmjene. Prije uporabe, smolu dva puta regeneriramo tako da
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je naizmjeni¢no prelijemo sa 1 M otopinom klorovodi¢ne kiseline i 1 M otopinom natrijeva
hidroksida. Nakon ispiranja s 50 ml destilirane vode, premjestimo smolu u ¢asu, dodamo 50
ml 4 M otopine octene kiseline i mijeSamo pet minuta. Ponovno napunimo biretu smolom i
na nju dolijemo 100 ml 4 M otopine octene kiseline. Napomena: poZeljno je imati zalihu
smole spremljenu u boci napunjenoj sa 4 M otopinom octene kiseline. Kolonu ispiremo

destiliranom vodom dok eluat nije neutralan.

Regeneriranje smole: U kolonu nalijemo 150 ml 2 M otopine natrijeva hidroksida da
odstranimo kiselinu i veéinu pigmenta vezanih na smolu. Isperemo sa 100 ml vode i na to
nalijemo 100 ml 4 M octene kiseline. Kolonu ispiremo s destiliranom vodom dok eluat nije

neutralan.

Neutralna otopina olovnog acetata (priblizno zasi¢ena): neutralni olovni acetat: 250g; vrlo

vruéa voda: do 500 ml; mijeSamo, dok se potpuno ne otopi.

Kalcijev karbonat (CaCO3). (Pravilnik o fizikalno-kemijskim metodama analize mosta, vina,

drugih proizvoda od groZzda i vina te voénih vina, Zakona o vinu »Narodne novine«, br. 96/03)
Postupak:

Suha vina: Ulijemo 50 ml vina u ¢asu promjera od oko 10 do 12 cm, dodamo 1/2 (n - 0,5) ml
1 M otopine natrijeva hidroksida, (n je volumen 0,1 M otopine natrijeva hidroksida potreban
za titraciju ukupne kiselosti u 10 ml vina) te uparavamo na vodenoj kupelji do oko 20 ml. Ovu
tekudinu propustimo kroz smolu anionske izmjene u obliku acetata po 3 ml svake dvije
minute. Eluat skupljamo u tikvicu od 100 ml. Ispiremo posudu i kolonu Sest puta sa po 10 ml
destilirane vode. Tijekom mjesanja, eluatu dodamo 2,5 ml zasi¢ene otopine olovnog acetata i
0,5 g kalcijeva karbonata, nekoliko puta promuckamo i pustimo da odstoji najmanje 15

minuta. Tikvicu dopunimo do oznake i filtriramo. 1 ml ovoga filtrata odgovara 0,5 ml vina.
Mostevi, mistele, slatka i poluslatka vina: Razrjedenja se prave prema uputama:

1. moStevi i mistele: pripremimo 10 % otopinu uzorka i za analizu uzmemo 10 ml

razrijedenog uzorka.

2. slatka vina, pojacana ili ne, relativne gustoce izmedu 1,005 i 1,038: pripremimo 20 %

otopinu uzorka i uzmemo 20 ml razrijedenog uzorka.
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3. poluslatka vina relativne gustoce pri 20° C izmedu 0,997 i 1,005: uzmemo 20 ml

nerazrijedena vina.

Propustamo gore navedeni volumen vina ili mosta kroz kolonu anionske izmjene u obliku
acetata brzinom od 3 ml svake dvije minute. Eluat skupljamo u tikvicu od 100 ml, kolonu
ispiremo vodom dok ne dobijemo oko 90 ml eluata. Eluatu dodajemo 0,5 g kalcijeva
karbonata i 1 ml zasi¢ene otopine olovnog acetata. Promuc¢kamo, ostavimo da odstoji

najmanje 15 minuta mijesajuéi ga povremeno. Nadolijemo vodu do oznake i filtriramo.

U slucajevima iz gornjih to€aka 1., 2. i 3. razrjedenja odgovaraju sljedec¢im koli¢inama: 1 ml
filtrata odgovara 0,01 ml mosta ili mistele, 1 ml filtrata odgovara 0,04 ml slatkog vina, 1 ml
filtrata odgovara 0,20 ml poluslatkog vina. (Pravilnik o fizikalno-kemijskim metodama analize
mosta, vina, drugih proizvoda od grozda i vina te vocnih vina, Zakona o vinu »Narodne
novine«, br. 96/03)

2.4.1.2 Uobicajene metode
A) PROCISCAVANJE S NEUTRALNIM OLOVO ACETATOM
Reagensi: otopina neutralna olovnog acetata, kalcijev karbonat.

Postupak:

— Suha vina: 50 ml vina ulijemo u odmjerenu tikvicu od 100 ml, dodamo 1/2 (n - 0,5) ml 1 M
otopine natrijeva hidroksida; gdje je n volumen 0,1 M natrijeva hidroksida upotrebljen za
odredivanje ukupne kiselosti u 10 ml vina. Uz mijeSanje dodamo 2,5 ml zasi¢ene otopine
olovnog acetata i 0,5 g kalcijeva karbonata. Sadrzaj tikvice promuckamo nekoliko puta i
ostavimo da odstoji najmanje 15 minuta. Nadopunimo do oznake vodom i filtriramo. 1 ml

filtrata odgovara 0,5 ml vina.
— Mostevi, mistele, slatka i poluslatka vina:
Razrjedenja se prave prema uputama:

1. mostevi i mistele: priredimo 10 % otopinu uzorka i za ana-lizu uzmemo 10 ml toga

razrijedenog uzorka;

2. slatka vina, pojacana ili ne, relativhe gusto¢e izmedu 1,005 i 1,038: priredimo 20 %

otopinu uzorka i uzmemo 20 ml razrijedenog uzorka;
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3. poluslatka vina gustoée izmedu 0,997 i 1,005 pri 20 °C: uzmemo 20 ml nerazrijedena

uzorka.

Dodamo 0,5 g kalcijeva karbonata, oko 60 ml vode i 0,5, 1 ili 2 ml zasi¢ene otopine olovnog
acetata. PromijeSamo i ostavimo da stoji najmanje 15 minuta, mijesSajuéi povremeno.

Dopunimo vodom do oznake i filtriramo.

U slucajevima iz gornjih tocaka 1., 2. i 3. razrjedenja odgovaraju sljede¢im koli¢inama: 1 ml
filtrata odgovara 0,01 ml mosta ili mistele, 1 ml filtrata odgovara 0,04 ml slatka vina, 1 ml
filtrata odgovara 0,20 ml poluslatka vina. (Pravilnik o fizikalno-kemijskim metodama analize
mosta, vina, drugih proizvoda od grozda i vina te vocnih vina, Zakona o vinu »Narodne

novine«, br. 96/03)
B) PROCISCAVANIE S CINKOVIM-2-HEKSA-CI-JAN-O---FERATOM
Ovaj postupak koristimo samo za bijela vina, svijetla slatka vina i mosteve.

Reagensi: Otopina |. kalijev-2-heksacijanoferat: Kalijev-2-heksacijanoferat [K4Fe(CN)6 x
3H20], 150 g; dopunimo vodom do 1000 ml. Otopina II: cinkov sulfat: Cinkov sulfat, ZnSO4 x
7H20, 300 g; dopunimo vodom do 1000 ml.

Postupak: U odmjernu tikvicu od 100 ml ulijemo uzorak vina (ili mosta ili mistele);

razrjedenja su navedena u uputama:

1. mostevi i mistele: priredimo 10 % otopinu uzorka i za analizu uzmemo 10 ml razrijedenog

uzorka;

2. slatka vina, pojacana ili ne, relativne gustoce izmedu 1,005 i 1,038: priredimo 20 %

otopinu uzorka i uzmemo 20 ml razrijedenog uzorka;

3. poluslatka vina relativne gustoc¢e izmedu 0,997 i 1,005: uzmemo 20 ml nerazrijedena

uzorka.
4. suha vina: uzmemo 50 ml nerazrijedenog uzorka.

Dodamo 5 ml otopine |, kalijev 2-heksacijanoferata i 5 ml otopine Il, cinkova sulfata.
PromijeSamo, dopunimo vodom do znake, ostavimo da stoji 10 minuta i filtriramo. U
sluc¢ajevima iz gornjih tocaka 1., 2., 3. i 4. razrjedenja odgovaraju sljedeéim koli¢inama: 1 ml
filtrata odgovara 0,01 ml mosta ili mistele, 1 ml filtrata odgovara 0,04 ml slatkog vina, 1 ml

filtrata odgovara 0,20 ml poluslatkog vina, 1 ml filtrata odgovara 0,50 ml suhog vina.
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(Pravilnik o fizikalno-kemijskim metodama analize mosta, vina, drugih proizvoda od grozda i

vina te voc¢nih vina, Zakona o vinu »Narodne novine, br. 96/03)
2.4.2 Odredivanje Secera
Reagensi:

— Alkalna otopina soli bakra: bakar (Il) sulfat, (CuSO4 x 5H20): 25 g; limunska kiselina
(C6H807 x H20): 50 g; natrijev karbonat (Na2CO3 x 10H20): 388 g; voda: do 1000 ml. Bakar
(1) sulfat otopimo u 100 ml vode, limunsku kiselinu u 300 ml vode i natrijev karbonat u 300
do 400 ml vruée vode. PomijeSamo otopine limunske kiseline i natrijeva karbonata. Dodamo

im otopinu bakar (I1) sulfata i dopunimo vodom do 1 litre.

— 30 % otopina kalijeva jodida: kalijev jodid (KI): 30 g; voda: do 100 ml; Otopinu spremimo u

tamnu bocu.

— 25 % otopina sumporne kiseline: koncentrirana sumporna kiselina (H2504), r20 = 1,84 g/ml:
25 g; voda: do 100 ml. Kiselinu polako dodajemo u vodu, pricekamo da se ohladi i dopunimo

sa vodom do 100 ml.

— Otopina skroba, 5 g/l: 5 g Skroba pomijeSamo s oko 500 ml vode. Uz stalno mijeSanje
grijemo do vrenja, ostavimo da vrije 10 minuta. Dodamo 200 g natrijeva klorida (NaCl),

ohladimo i dopunimo vodom do 1 litre.
— 0,1 M otopina natrijeva tiosulfata,
— Otopina invertnog Secera, 5 g/I.

U odmijernu tikvicu od 200 ml dodamo: ¢istu suhu saharozu: 4,75 g; vodu: priblizno 100 ml;
koncentriranu klorovodic¢nu kiselinu, r20 = od 1,16 do 1,19 g/ml: 5 ml. Tikvicu grijemo na
vodenoj kupelji pri 60° C dok temperatura otopine ne dostigne 50°C; temperaturu
odrzavamo 15 minuta. Tikvicu hladimo na zraku 30 minuta i tada je uronimo u hladnu vodu.
Otopinu prenesemo u odmjernu tikvicu od 1 litre i dopunimo do oznake. Ova otopina
postojana je mjesec dana. Kad je koristimo, ispitni uzorak (otopina ima aproksimativno 0,06
M HCl) neutraliziramo otopinom natrijeva hidroksida. (Pravilnik o fizikalno-kemijskim
metodama analize mosta, vina, drugih proizvoda od grozda i vina te voénih vina, Zakona o

vinu »Narodne novine, br. 96/03)
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Postupak: U tikvici od 300 ml pomijeSamo 25 ml alkalne otopine bakrene soli, 15 ml vode i
10 ml procis¢ene otopine uzorka. Ovaj volumen otopine ne smije sadrZavati viSe od 60 mg
invertnog Secera. Dodamo nekoliko kuglica za vrenje, na tikvicu namjestimo povratno hladilo
i zagrijemo do vrenja u roku od dvije minute. Neka mjeSavina vrije tocno 10 minuta.
Ohladimo tikvicu u mlazu hladne vode. Kad se potpuno ohladi, dodajemo 10 ml 30 % otopine
kalijeva jodida, 25 ml 25 % sumporne kiseline i 2 ml otopine Skroba. Titriramo s 0,1 M
otopine natrijeva tiosulfata, broj utrosenih mililitara natrijeva tiosulfata oznac¢imo sa n. Za
titraciju slijepe probe, 10 ml otopine Secera zamijenimo s 10 ml destilirane vode, broj
mililitara utrosenog natrijeva tiosulfata za titraciju slijepe probe oznacimo sa n’.(Pravilnik o
fizikalno-kemijskim metodama analize mosta, vina, drugih proizvoda od groida i vina te

vocnih vina, Zakona o vinu »Narodne novine, br. 96/03)
Iskazivanje rezultata

1. IzraCunavanje: Masa reducirajucih Secera, izrazena kao invertni Secer, sadrzana u uzorku
dana je u tabeli, kao funkcija broja (nZ - n) utroSenih mililitara natrijeva tiosulfata. Masu
reducirajucih Secera izrazavamo u gramima invertnoga Secera na litru, na jedno decimalno

mjesto, uzimajuci u obzir razrjedenje u tijeku procis¢avanja i volumen ispitivanog uzorka.
2. Ponovljivost, (r): r = 0,015xi; gdje je xi koncentracija invertnog Secera u g/l uzorka.

3. Obnovljivost, (R): R = 0,058xi; gdje je xi koncentracija invertnog Secera u g/l uzorka.
(Pravilnik o fizikalno-kemijskim metodama analize mosta, vina, drugih proizvoda od grozda i

vina te voc¢nih vina, Zakona o vinu »Narodne novine, br. 96/03)

2.5 Odredivanje pepela

Sadrzaj pepela definiran je kao ukupnost svih produkata koji ostaju nakon Zarenja taloga
preostalog od isparavanja vina. Zarenje se izvodi tako da se svi kationi (iskljucivsi kation

amonija) pretvore u karbonate ili druge bezvodne anorganske soli.

Princip metode: Ekstrakt vina Zarimo na temperaturi izmedu 500 i 550° C do potpune

oksidacije organskih tvari.
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Aparature: vodena kupelj, vaga s to¢noséu 0,1 mg, Zarna ploca ili infra-crveni evaporator,
elektri¢na pec s kontroliranom temperaturom, platinska posuda ravna dna, promjera 70 mm,

visine 25 mm.

Postupak: U prethodno izmjerenu platinsku posudu odpipetiramo 20 ml vina. Otparimo do
suha na kipucoj vodenoj kupelji, ostatak sagorimo na Zarnoj plo¢i na 200° C ili pod infra-
crvenim evaporatorom dok ne zapocne karbonizacija. Kad se prestane razvijati dim, stavimo
posude u elektriénu pec pri 525 +/-25° C. Nakon 15 minuta karbonizacije, izvadimo posudu iz
peci, dodamo 5 ml destilirane vode, isparimo na vodenoj kupelji ili pod infra-crvenim
evaporatorom i ostatak ponovo Zarimo pri 525° C 10 minuta. Ako sagorijevanje nije potpuna,
ponavljamo postupak dodavanja vode, isparavanja vode i Zarenja. Kada je pepeo bijele boje,
platinsku posudu ohladimo u eksikatoru i vazemo (masa P1). Masa pepela u uzorku (20 ml)

jednaka je P = P1 - Po.

Iskazivanje rezultata: Masa pepela P u gramima po litri dobit ¢e se na dva decimalna mjesta
izrazom: P = 50 x p. (Pravilnik o fizikalno-kemijskim metodama analize mosta, vina, drugih

proizvoda od grozda i vina te voc¢nih vina, Zakona o vinu »Narodne novine, br. 96/03)

2.6 Odredivanje pH

Mjerimo razliku u potencijalu izmedu dviju elektroda uronjenih u ispitivanu tekucinu.
Potencijal jedne od elektroda je u funkciji pH vrijednosti tekucéine dok druga elektroda ima
stalan i poznat potencijal te predstavlja referentnu elektrodu. (Pravilnik o fizikalno-kemijskim
metodama analize mosta, vina, drugih proizvoda od grozda i vina te voénih vina, Zakona o

vinu »Narodne novine, br. 96/03)

Aparatura: pH metar sa skalom kalibriranom u jedinicama pH tako da omogucava mjerenja
do toc¢nosti od najmanje 0,05 pH jedinice, elektrode: staklena elektroda koja se drzi u
destiliranoj vodi; kalomel elektroda — referentna; drzi se u zasi¢enoj otopini kalijeva klorida;

ili kombinirana elektroda koja se drzi u destiliranoj vodi.
Reagensi — puferne otopine:

— Zasi¢ena otopina kalijeva hidrogentartrata, s najmanje 5,7 g kalijeva hidrogentartrata po

litri pri 20° C. pH vrijednost: 3,57 pri 20° C; 3,56 pri 25° C; 3,55 pri 30° C;
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— 0,05 M otopina kalijeva hidrogenftalata, koja sadrzi 10,211 g kalijeva hidrogen-ftalata pri
20°C. pH vrijednost: 3,999 pri 15° C; 4,003 pri 20° C; 4,008 pri 25°ri 25° C; 4,015 pri 30° C;

— Otopina koja sadrzi: monokalijev fosfat: 3,402 g, dikalijev fosfat: 4,354 g, voda do 1000 ml.
pH vrijednost: 6,90 pri 15° C; 6,88 pri 20° C; 6,86 pri 25° C; 6,85 pri 30° C;

Postupak:

1. Priprema uzorka za analizu: Most i vino mjerimo direktno. Procis¢eni uguséeni most:
razrijedimo procis¢eni uguséeni most vodom da dobijemo koncentraciju od 25 +/- 0,5%
(m/m) ukupnih 3Secera (25° Brix). Ako je P koncentracije (m/m) ukupnih Secera u
procis¢enom ugus¢enom mostu, izmjerimo masu od 2500/P i nadopunimo do 100 g vodom.

Provodljivost upotrebljene vode mora biti ispod 2 mikrosimensa po cm (mS/cm).

2. Namjestanje nule aparata: Prije mjerenja aparaturu treba namijestiti na nulu prema

prilozenim uputama.

3. Kalibriranje pH metra: pH metar kalibriramo pri 20° C pufer otopinama pH 6,88 i 3,57.
Upotrijebimo pufer otopinu pH 4,00 pri 20° C da bismo provjerili skalu.

4. Odredivanje pH: Elektrodu uronimo u uzorak na temperaturi izmedu 20 i 25°C i to Sto je
moguce blize 20° C. pH vrijednost izravno procitamo sa skale. Svaki uzorak izmjerimo dva

puta. Konacni rezultat je aritmeticka sredina dva mjerenja.

Iskazivanje rezultata: Vrijednost pH mosta, vina ili otopine 25% (m/m) (25°Brix) procis¢enog
uguséenog mosta izrazava se na dva decimalna mjesta. (Pravilnik o fizikalno-kemijskim
metodama analize mosta, vina, drugih proizvoda od grozda i vina te vocénih vina, Zakona o

vinu »Narodne novine, br. 96/03)

2.7 Odredivanje ukupne kiselosti

Ukupna kiselost vina je suma njegovih titrabilnih kiselina kad ga se titrira do pH 7 sa

standardnom alkalnom otopinom. Ugljikov dioksid nije uklju¢en u ukupnu kiselost.

Princip metode: Potenciometrijska titracija ili titracija uz indikator bromtimol modro i

usporedba sa zavrSnom tockom bojenog standarda. (Pravilnik o fizikalno-kemijskim
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metodama analize mosta, vina, drugih proizvoda od grozda i vina te vo¢nih vina, Zakona o

vinu »Narodne novineg, br. 96/03)
Reagensi:

1. Puferna otopina pH 7,0: kalijev dihidrogen fosfat: 107,3 g; 1 M otopina natrijeva
hidroksida: 500 ml; destilirana voda: do 1000 ml. Mogu se koristiti komercijalne pufer

otopine.
2. 0,1 M otopina natrijeva hidroksida;

3. Otopina indikatora bromtimol modro koncentracije 4 g/lI: bromtimol modro: 4 g; neutralni
etanol, 96%: 200 ml. Spojimo otopine i dodamo: degaziranu vodu (bez CO2): 200 ml; 1 M
otopinu natrijeva hidroksida, do pojave modro-zelene boje (pH 7): priblizno 7,5 ml.
Dopunimo sa destiliranom vodom do 1000 ml. (Pravilnik o fizikalno-kemijskim metodama
analize mosta, vina, drugih proizvoda od groida i vina te voénih vina, Zakona o vinu

»Narodne novine, br. 96/03)

Aparatura: Vodena vakuum pumpa; vakuum tikvica od 500 ml; potenciometar sa skalom u
vrijednostima pH i elektroda. Staklena elektroda mora se drzati u destiliranoj vodi. Kalomel
elektroda mora se drzati u zasi¢enoj otopini kalijeva klorida. Kombinirana elektroda koja se
koristi mora biti pohranjena u destiliranoj vodi; mjerni cilindri: za vino od 50 ml, za
procis¢ene uguséene mosteve od 100 ml. (Pravilnik o fizikalno-kemijskim metodama analize
mosta, vina, drugih proizvoda od grozda i vina te voénih vina, Zakona o vinu »Narodne

novine«, br. 96/03)
Postupak:
1. Priprema uzorka:

Vino: Odstranjivanje ugljikovog dioksida: ulijemo oko 50 ml vina u vakuum tikvicu i
priklju¢imo na vodenu vakuum pumpu 1-2 minute, mijesajuci ga kontinuirano.
Procis¢eni ugusceni most: Izmjerimo tocno 200 g procis¢enog uguséenog mosta u odmjernu

tikvicu od 500 ml i nadopunimo s vodom do oznake. Homogeniziramo.
2. Potenciometrijska titracija

Kalibriranje pH metra: pH metar mora biti umjeren pri 20° C u skladu s uputama proizvodaca,

sa pufer otopinom pH 7 pri 20° C.
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Metoda mjerenja: u mjerni cilindar ulijemo odredeni volumen uzorka sto je 10 ml u slucaju
vina, a 50 ml procis¢enog uguséenog mosta. Dodamo priblizno 10 ml destilirane vode i
titriramo sa 0,1 M otopinom natrijeva hidroksida iz birete dok pH ne bude 7 pri 20 °C.
Otopinu natrijeva hidroksida dodajemo uz stalno mijeSanje. Oznacimo volumen dodane 0,1

M otopine natrijeva hidroksida s n ml.
3. Titracija u prisustvu indikatora (bromtimol modro)

Preliminarani test: odredivanje boje u zavrSnoj tocki: Umjerni cilindar ulijemo 25 ml kipuce
destilirane vode, 1 ml otopine bromtimol modro i volumen od 10 ml uzorka u sluc¢aju vina, a
50 ml ako se radi o rektificiranu koncentriranom mostu. Dodamo 0,1 M otopinu natrijeva
hidroksida dok se boja ne promijeni u modrozelenu. Tada dodajemo 5 ml puferne otopine

pH 7.

Titracija: U mjerni cilindar ulijemo 30 ml kipuce destilirane vode, 1 ml otopine bromtimol
modro i volumen uzorka (10 ml u slucaju vina, a 50 ml ako se radi o procis¢enom ugusé¢enom
mostu) pripremljenog kako je opisano prethodno. Dodamo 0,1 M otopinu natrijeva
hidroksida dok se ne dobije ista boja kao i u preliminarnom testu. Volumen dodane 0,1 M
otopine natrijeva hidroksida oznac¢imo sa n ml. (Pravilnik o fizikalno-kemijskim metodama
analize mosta, vina, drugih proizvoda od grozda i vina te vocénih vina, Zakona o vinu

»Narodne novine, br. 96/03)
Iskazivanje rezultata
1. Izra¢unavanje:

Vino: Ukupnu kiselost, izrazenu u miliekvivalentima po litri (A) izraCunavamo: A = 10 x n;
Rezultat izrazavamo na jedno decimalo mjesto. Ukupnu kiselost izrazenu u gramima vinske
kiseline po litri (A’), izraCunavamo: A' = 0,075 x A; Rezultat Izrazavamo na jedno decimalno

mjesto.

Prociséeni uguséeni most: Ukupnu kiselost, izrazenu u miliekvivalentima po kilogramu
procis¢enog uguséenog mosta (A), izraCunavamo : A = 5 x n. Ukupnu kiselost, izrazenu u
e . . ooy L 500xn .
miliekvivalentima po kilogramu ukupnih Secera (A), izraCunavamo: 4=——_""  gdje je P

»
koncentracije (m/m) ukupnih Secéera. Rezultat izrazavamo na jedno decimalno mjesto.

2. Ponovljivost (r) za titriraciju s indikatorom:
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Za bijela, ruzi¢asta i crna vina: r = 0,9 mekv/I, r = 0,07 g vinske kiseline/I.
3. Obnovljivost (R) za titraciju s indikatorom:
Za bijela i roze vina: R = 3,6 mekv/I, R = 0,3 g vinske kiseline/I.

Za crna vina: R = 5,1 mekv/l, R = 0,4 g vinske kiseline/I. (Pravilnik o fizikalno-kemijskim
metodama analize mosta, vina, drugih proizvoda od grozda i vina te vo¢nih vina, Zakona o

vinu »Narodne novineg, br. 96/03)

2.8 Odredivanje hlapive kiselosti

Hlapiva kiselost predstavlja homologe octene kiseline prisutnih u vinu u slobodnom obliku ili

u obliku soli.

Princip metode: Titriracija hlapivih kiselina, izdvojenih iz vina destilacijom vodenom parom i
titriranje destilata. 1z vina se najprije izdvoji ugljikov dioksid. Kiselost slobodnog i vezanog
sumpornog dioksida u destilatu dobivenom pod ovim uvjetima mora se oduzeti od kiselosti

destilata. Kiselost sorbinske kiseline koja je dodana vinu mora se oduzeti od hlapive kiselosti.

Napomena: dio salicilne kiseline, koja se u nekim zemljama rabi za stabilizaciju vina, prisutan
je u destilatu. Kolicina salicilne kiseline mora biti odredena i oduzeta od hlapive kiselosti.
(Pravilnik o fizikalno-kemijskim metodama analize mosta, vina, drugih proizvoda od grozda i

vina te vo¢nih vina, Zakona o vinu »Narodne novine, br. 96/03)

Reagensi: Kristalizirana vinska kiselina; 0,1 M otopine natrijeva hidroksida; 1% otopina
fenolftaleina u 96% neutralnom alkoholu; klorovodic¢na kiselina, (p20 = 1,18 do 1,19 g/l)
razrijedena 1:4 (v/v); 0,005 M otopina joda, kristalizirani kalijev jodid, otopina Skroba, 5 g/I,
zasi¢ena otopina natrijeva borata (Na2B407 x 10 H20), koncentracije priblizno 55 g/l pri 20°
C. (Pravilnik o fizikalno-kemijskim metodama analize mosta, vina, drugih proizvoda od grozda

i vina te voénih vina, Zakona o vinu »Narodne novine«, br. 96/03)
Aparatura:

1. Aparatura za destilaciju vodenom parom sastavljena od: generatora vodene pare (para

mora biti bez ugljikovog dioksida), tikvice sa cijevi za paru, kolone za destilaciju, hladila.
Oprema mora zadovoljiti sljededa tri testa:
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a) U tikvicu ulijemo 20 ml uzavrele vode. Sakupimo 250 ml destilata, dodamo 0,1 ml 0,1 M
otopine natrijeva hidroksida i dvije kapi otopine fenolftaleina. Ruzi¢asta boja mora biti

postojana najmanje 10 sekundi. To znaci da para ne sadrzi ugljikovog dioksida.

b) U tikvicu ulijemo 20 ml 0,1 M otopine octene kiseline. Sakupimo 250 ml destilata i
titriramo s 0,1 M otopinom natrijeva hidroksida. Volumen utroSenog NaOH mora biti

najmanje 19,9 ml. To znadi da je predestilirano najmanje 99,5% octene kiseline.

c) U tikvicu ulijemo 20 ml 1 M otopine mlije¢ne kiseline. Sakupimo 250 ml destilata i
titriramo kiselinu s 0,1 M otopinom natrijeva hidroksida. Volumen utroSene otopine
natrijeva hidroksida mora biti manji ili jednak 1,0 ml, Sto znaci da se predestiliralo ne vise od

0,5% mlije¢ne kiseline.

Svaka aparatura ili postupak koja zadovoljava ove testove ispunjava zahtjeve sluzbenih

medunarodnih aparatura ili postupaka.
2. Vodena pumpa

3. Vakuum tikvica. (Pravilnik o fizikalno-kemijskim metodama analize mosta, vina, drugih

proizvoda od grozda i vina te voc¢nih vina, Zakona o vinu »Narodne novine, br. 96/03)
Postupak:

1. Pripremanje uzorka: odstranjivanje ugljikovog dioksida. U vakuum tikvicu ulijemo priblizno
50 ml vina; pomocu vodene pumpe uspostavimo vakuum u tikvici na minutu-dvije, tresuci

vino neprestano.

2. Destilacija vodenom parom: U tikvicu ulijemo 20 ml vina bez ugljikovog dioksida. Dodamo

priblizno 0,5 g vinske kiseline. Sakupimo najmanje 250 ml destilata.

3. Titracija: Titriramo sa 0,1 M otopine natrijeva hidroksida uz dodatak dvije kapi
fenolftaleina kao indikatora. Ozna¢imo volumen upotrijebljenog natrijeva hidroksida n ml.
Dodamo Cetiri kapi razrijedene klorovodic¢ne kiseline, 2 ml otopine Skroba i nekoliko kristala
kalijeva jodida. Titriramo slobodan sumporni dioksid s 0,005 M otopine joda. Oznacimo
upotrebljeni volumen sa n’. Dodamo zasi¢enu otopinu natrijeva borata dok se opet ne pojavi
ruziCasta boja. Titriramo ukupni sumporni dioksid sa 0,005 M otopine joda. Oznacimo

upotrebljeni volumen 0,005 M otopine joda sa n”. (Pravilnik o fizikalno-kemijskim metodama
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analize mosta, vina, drugih proizvoda od groida i vina te voénih vina, Zakona o vinu

»Narodne novine, br. 96/03)
Iskazivanje rezultata

1. IzraCunavanje:Hlapiva kiselost, izrazena u miliekvivalentima po litri, izrazena na jedno
decimalno mjesto, dana je formulom: A =5 (n - 0,1 x n" — 0,05 x n”). Hlapiva kiselost,
izrazena u gramima octene kiseline po litri, izrazena na dva decimalna mjesta, dana je

formulom:A=0,300x(n-0,1xn"—0,05xn");
2. Ponovljivost (r):r = 0,7 mekv/l;r = 0,04 g octene kiseline/I.
3. Obnovljivost (R): R = 1,3 mekv/I; R = 0,08 g octene kiseline/I.

4. Vino s prisutnom sorbinskom kiselinom: Kako se 96% sorbinske kiseline destilira vodenom
parom u destilat volumena 250 ml, njezina kiselost mora biti oduzeta od hlapive kiselosti.
100 mg sorbinske kiseline odgovara kiselosti od 0,89 miliekvivalenata ili 0,053 g octene
kiseline. Koncentraciju sorbinske kiseline u mg/l odredujemo drugim metodama.(Pravilnik o
fizikalno-kemijskim metodama analize mosta, vina, drugih proizvoda od groida i vina te

vocnih vina, Zakona o vinu »Narodne novine, br. 96/03)
Odredivanje salicilne kiseline u destilatu hlapivih kiselina

1. Princip: Nakon S$to se odredi hlapiva kiselost s korekcijom za sumporni dioksid, prisutnost
salicilne kiseline dokazuje se, pojavom ljubi¢aste boje, nakon zakiseljavanja i dodatka soli
Zzeljeza (lll). Odredivanje salicilne kiseline sadrzane u destilatu s hlapivom kiselosti izvodi se u
drugom destilatu istoga volumena kao i destilat u kojemu je odredena hlapiva kiselost. U
ovom destilatu salicilna se kiselina odreduje kolorimetrijskom metodom. Dobivena koli¢ina

se oduzima od hlapive kiselosti destilata.

2. Reagensi: Klorovodic¢na kiselina, HCI (p20 = 1,18 do 1,19 g/l), 0,1 M otopina natrijevog
tiosulfata, (Na25203 x 5H20), 10 % otopina Zeljezo (lll) amonijeva sulfata [(Fe2(S0O4)3 x
(NH4)2S04 x 24H20)] i 0,01 M otopina natrijeva salicilata: otopina sadrzi 1,60 g/I natrijeva
salicilata (NaC7H503).

3. Postupak:

Odredivanje salicilne kiseline u destilatu hlapive kiselosti: Neposredno poslije odredivanja

hlapive kiselosti i korekcije na slobodni i ukupni sumporni dioksid, ulijemo u konusnu tikvicu
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0,5 ml klorovodicne kiseline, 3 ml 0,1 M otopine natrijeva tiosulfata i 1 ml otopine Zeljezo (lll)

amonijeva sulfata. U prisustvu salicil-ne kiseline pojavi se ljubi¢asto obojenje.

Odredivanje salicilne kiseline: Na konusnoj tikvici oznaCimo nivo destilata. Ispraznimo i
isperemo tikvicu. U istu tikvicu dodamo novih 20 ml vina, destiliramo vodenom parom i
skupimo destilata u konusnu tikvicu do oznafenog nivoa. Dodamo 0,3 ml klorovodi¢ne
kiseline i 1 ml otopine Zeljezo (Ill) amonijeva sulfata. Sadrzaj konusne tikvice oboji se
ljubic¢asto. U konusnu tikvicu, identi¢nu tikvici iz prvog stavka ove tocke, dodamo destiliranu
vodu do oznacdenog nivoa. Dodamo 0,3 ml klorovodicne kiseline, i 1 ml otopine Zeljezo (ll1)
amonijeva sulfata. Iz birete dodajemo 0,01 M otopine natrijeva salicilata sve dok otopina ne
poprimi istu ljubi¢astu boju kao ona u konusnoj tikvici s vinskim destilatom. Volumen

otopine, koja je dodana iz birete oznac¢imo sa n” ml.

Korekcija hlapive kiselosti: Od volumena n 0,1 M otopine natrijeva hidroksida, upotrebljenog
za titriranje hlapive kiselosti oduzmemo 0,1 x n” ml.(Pravilnik o fizikalno-kemijskim
metodama analize mosta, vina, drugih proizvoda od grozda i vina te vo¢nih vina, Zakona o

vinu »Narodne novineg, br. 96/03)

2.9 Odredivanje nehlapive kiselosti

Nehlapiva kiselost predstavlja razliku izmedu ukupne i hlapive kiselosti. Nehlapivu kiselost
izrazavamo u: miliekvivalentima po litri (mekv/I), gramima vinske kiseline po litri (g vinske
kiseline/l).(Pravilnik o fizikalno-kemijskim metodama analize mosta, vina, drugih proizvoda

od grozda i vina te vocnih vina, Zakona o vinu »Narodne novine, br. 96/03)

2.10 Odredivanje slobodnog i ukupnog sumpornog dioksida

Slobodni sumporni dioksid definiran je kao sumporni dioksid koji je prisutan u mostu ili vinu
u sljedeéim oblicima: H,SO0s, +<+HSOs ~. RavnoteZa izmedu ovih oblika je funkcija pH i
temperature:H,SO; H" + HSO; ~. Ukupni sumporni dioksid definiran je kao ukupnost svih
razlicitih oblika sumpornog dioksida prisutnih u vinu, bilo slobodnom stanju ili kombiniran sa
sastojcima vina. (Pravilnik o fizikalno-kemijskim metodama analize mosta, vina, drugih
proizvoda od grozda i vina te vocnih vina, Zakona o vinu »Narodne novine, br. 96/03)
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Princip metode:
1. Referentna metoda:

Za vina i moSteve: Sumporni dioksid izdvajamo iz vina strujom zraka ili dusika; vezemo i
oksidiramo ga tako da ga mjehuri¢cima provodimo kroz razrijedenu i neutralnu otopinu
vodikova peroksida. Nastalu sumpornu kiselinu odredujemo titracijom sa standardnom
otopinom natrijeva hidroksida. Slobodni sumporni dioksid izdvajamo iz vina na niskoj
temperaturi (10° C). Ukupni sumporni dioksid izdvajamo iz vina zagrijavanjem na visokoj

temperaturi (priblizno 100° C).

Za prociséeni ugusteceni most: Ukupni sumporni dioksid izdvajamo iz prethodno
razrijedenog procis¢enog uguscenog mosta zagrijavanjem na visokoj temperaturi (priblizno

100°C).

2. Brza metoda: Za vina i mosteve: Slobodni sumporni dioksid odredujemo direktno
jodometrijskom titracijom. Vezani sumporni dioksid naknadno odredujemo jodometrijskom
titracijom nakon alkalne hidrolize. Ovaj rezultat pridodamo rezultatu slobodnog sumpornog
dioksida, zbroj predstavlja ukupni sumporni dioksid. (Pravilnik o fizikalno-kemijskim
metodama analize mosta, vina, drugih proizvoda od grozda i vina te vo¢nih vina, Zakona o

vinu »Narodne novine, br. 96/03)
2.10.1 Referentna metoda

Aparatura: Aparatura, koja se koristi mora se slagati sa slikom 2. Posebnu paznju potrebno

je obratiti hladilu. Mikro-bireta.

Reagensi: Fosfatna kiselina, 85 % (p20 = 1,71 g/ml); otopina vodikova peroksida, 9,1 g H202
/ litri (tri volumena); indikator (metil crveno: 100 mg, metilensko modro: 50 mg, alkohol,

50%: 100 ml), 0,01 M otopina natrijeva hidroksida, NaOH.
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T Yodena vakuum pumpa
j T N
fail

Slika 2Dimenzije aparature za odredivanje slobodnog i ukupnog sumpornog dioksida kod
referentne metode (Pravilnik o fizikalno-kemijskim metodama analize mosta, vina, drugih

proizvoda od grozda i vina te voc¢nih vina, Zakona o vinu »Narodne novinex, br. 96/03)
Postupak:

1. Odredivanje slobodnog sumpornog dioksida: Vino moramo drzati u punoj i zacepljenoj
boci na 20° C dva dana prije odredivanja. U tikvicu B stavimo 2 do 3 ml otopine vodikova
peroksida i dvije kapi indikatora. Otopinu vodikova peroksida neutraliziramo s otopinom 0,01
M natrijeva hidroksida i spojimo tikvicu B s aparaturom. U tikvicu A ulijemo 50 ml uzorka i 15
ml fosfatne kiseline i spojimo s aparaturom. Provodimo mijehuri¢e zraka (ili dusika) 15
minuta. Oslobodeni sumporni dioksid se u tikvici B oksidira u sumpornu kiselinu. Tikvicu B
skinemo sa aparature i titriramo nastalu kiselinu s 0,01 M otopinom natrijeva hidroksida.

Utroseni volumen za titraciju oznac¢imo sa n ml.
IzraCunavanje: Slobodni sumporni dioksid u mg/| dobiva se iz proizvoda 6,4 xn.

2. Odredivanje ukupnog sumpornog dioksida: U slucaju procis¢enog uguséenog mosta
koristimo otopinu, dobivenu razrjedivanjem uzorka do 40 % (m/v). U tikvicu A od 250 ml

ulijemo 50 ml razrijedenog uzorka i 5 ml fosfatne kiseline. Tikvicu A spojimo na aparaturu.
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Vina i mostevi: Ako ocekivana koncentracija ukupnog SO, u uzorku nije veéa od 50 mg/I,
stavimo 50 ml uzorka i 15 ml fosfatne kiseline u tikvicu A od 250 ml i spojimo na aparaturu.
Ako je otekivana koncentracija ukupnog SO? u uzorku veéa od 50 mg/l, stavimo 20 ml uzorka
i 5 ml fosfatne kiseline u tikvicu A od 250 ml i spojimo na aparaturu. U tikvicu B stavimo 2 do
3 ml otopine vodikova peroksida, neutraliziramo. Vino u tikvici A zagrijemo do vrenja
pomocu plamena visine od 4 do 5 cm, koji izravno doti¢e dno tikvice. Tikvicu ne smijemo
staviti na metalnu plocu, veé¢ na disk otprilike 30 cm promjera rupom u sredini. Tako
izbjegavamo pregrijavanje supstanci ekstrahiranih iz vina koje se taloZe na stjenke tikvice.
Odrzavamo vrenje dok kroz aparaturu struji zrak (ili dusik). Unutar 15 minuta sav sumporni
dioksid se oslobodi i oksidira. Nastalu sumpornu kiselinu titriramo sa 0,01 M otopinom
natrijeva hidroksida. UtroSeni volumen za titraciju oznacimo sa n ml. (Pravilnik o fizikalno-
kemijskim metodama analize mosta, vina, drugih proizvoda od groZda i vina te voc¢nih vina,

Zakona o vinu »Narodne novine, br. 96/03)

Iskazivanje rezultata

Mostevi i vina: ukupni sumporni dioksid iskazujemo u mg/I.

Procisc¢eni uguscéeni most: ukupni sumporni dioksid iskazujemo u mg/kg ukupnih Secera.
Izracunavanje:

Vino: Ukupni sumporni dioksid u miligramima po litri: 6,4 x n (gdje koncentracija SO2 u
uzorku nije veéa od 50 mg/|, a rabili smo 50 ml uzorka); 16 x n (gdje je koncentracija SO2 u
uzorku veca od 50 mg/I, a rabili smo 20 ml uzorka).

Procisceni ugusceni mostevi: Ukupni sumporni dioksid u mg/kg ukupnih Secera je:16(12m ;

gdje je P koncentracija ukupnih seé¢era 5 (m/m),

2. Ponovljivost (r): za 50 ml uzorka (koncentracija SO2 u uzorku nije vec¢a od 50 mg/l); r =1

mg/|, za 20 ml uzorka (koncentracija SO2 u uzorku je vec¢a od 50 mg/l); r = 6 mg/I,

3. Obnovljivost (R):za 50 ml uzorka (koncentracija SO2 u uzorku nije veé¢a od 50 mg/l); R=9
mg/l,za 20 ml uzorka (koncentracija SO2 u uzorku je ve¢a od 50 mg/l); R = 15 mg/l.(Pravilnik
o fizikalno-kemijskim metodama analize mosta, vina, drugih proizvoda od grozda i vina te

vocnih vina, Zakona o vinu »Narodne novine, br. 96/03)
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2.10.2 Brza metoda

Reagensi: EDTA komplekson llI: dinatrijeva sol etilendiamin tetra octena kiselina; 4M otopina
natrijeva hidroksida, (160 g/l);sumporna kiselina (p20= 1,84 g/ml), razrijedena 1:10 (v/v);
otopina Skroba 5 g/lI, 0,025 M otopine joda. (Pravilnik o fizikalno-kemijskim metodama
analize mosta, vina, drugih proizvoda od grozda i vina te vocénih vina, Zakona o vinu

»Narodne novine, br. 96/03)
Aparatura: tikvica od 500 ml, bireta, pipete od 1, 2, 5i 50 ml.
Postupak:

1. Slobodni sumporni dioksid: U tikvicu od 500 ml dodamo: 50 ml vina, 5 ml otopine Skroba,
30 mg EDTA komplekson lll, 3 ml otopine sumporne kiseline, 1:10 (v/v). Titriramo s 0,025 M
otopinom joda uz indikator Skrob do plave boje koja se zadrzZi od 10 do 15 sekundi. Volumen

utrosenog joda oznacimo sa n.

2. Ukupni sumporni dioksid: Dodamo 8 ml 4 M otopine natrijeva hidroksida, protresemo
otopinu jednom i ostavimo da stoji 5 minuta. Mijesajuci energicno dodajemo u istom mahu
10 ml sumporne kiseline 1 : 10 (v/v). Odmah titriramo sa 0,025 M joda. Volumen
upotrebljene otopine joda oznac¢imo sa nz ml. Dodamo 20 ml 4 M otopine natrijeva
hidroksida, protresemo i pustimo da odstoji 5 minuta. Razrijedimo s 200 ml ledene vode.
Energicno mijesaju¢i dodamo odjednom sadrzaj epruvete u kojoj se nalazi 30 ml sumporne
kiseline 1:10 (v/v). Titriramo slobodni sumporni dioksid sa 0,025 M joda. Upotrebljeni
volumen otopine joda joda oznacimo sa n”. (Pravilnik o fizikalno-kemijskim metodama
analize mosta, vina, drugih proizvoda od groida i vina te voénih vina, Zakona o vinu

»Narodne novine, br. 96/03)
Iskazivanje rezultata

IzraCunavanje: Slobodni sumporni dioksid u miligramima po litri: 32 x n. Ukupni sumporni
dioksid u miligramima po litri: 32 x (n + n” + n”). (Pravilnik o fizikalno-kemijskim metodama
analize mosta, vina, drugih proizvoda od groida i vina te voénih vina, Zakona o vinu

»Narodne novine, br. 96/03)
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2.11 Odredivanje limunske kiseline

Princip metode
Limunska kiselina prevodi se u oksaloacetat i acetat u reakciji kataliziranoj citrat liazom (CL):

CL
citrat <——> oksaloacetat + acetat
U prisutnosti malat dehidrogenaze (MDH) i laktat dehidrogenaze (LDH), oksaloacetat i njegov
produkt dekarboksilacije piruvat reduciraju se u L-malat i L-laktat pomoc¢u reduciranog

nikotinamid adenin dinukleotida (NADH):

MDH
oksaloacetat + NADH + H'<——> L-malat + NAD"
LDH
piruvat + NADH +H" <———> L-laktat + NAD"
Koli¢ina NADH oksidiranog u NAD" u ovim reakcijama proporcionalna je koligini prisutnog
citrata. Oksidacija NADH mijeri se rezultiraju¢im padom apsorbancije pri valnoj duljini od 340
nm. (Pravilnik o fizikalno-kemijskim metodama analize mosta, vina, drugih proizvoda od

grozda i vina te vocnih vina, Zakona o vinu »Narodne novine, br. 96/03)
Reagensi:

— Otopina pufera pH 7,8 (0,51 M otopina glicilglicina; pH 7,8; Zn** (0,6 x 10-3 M); 7,13 g
glicilglicina otopimo u priblizno 70 ml redestilirane vode. Podesimo pH na 7,8 sa priblizno 13
ml 5 M otopine natrijeva hidroksida, dodamo 10 ml otopine cink klorida (80 mg ZnCl, u 100

ml H,0) i nadopunimo do 100 ml redestiliranom vodom.

— Otopina reduciranog nikotinamid adenin dinukleotida (NADH) (priblizno 6 x 10-3 M):
otopiti 30 mg NADH i 60 mg NaHCOs u 6 ml redestilirane vode.

— Otopina malat dehidrogenaze/laktat dehidrogenaze (MDH/LDH, 0,5 mg MDH/ml, 2,5 mg
LDH/ml): pomijeSamo zajedno 0,1 ml MDH (5 mg MDH/ml), 0,4 ml otopine amonij sulfata

(3,2 M) i0,5 ml LDH (5 mg/ml). Ova suspenzija ostaje stabilna najmanje jednu godinu pri 4° C.
— Citrat liaza (CL, 5 mg protein/ml): otopimo 168 mg liofilizata u 1 ml ledene vode. Ova
otopina ostaje stabilna najmanje jedan tjedan pri 4° C ili najmanje Cetiri tjedna ako je

smrznuta. Preporucuje se prije odredivanja provjeriti aktivnost enzima.
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— Polivinilpolipirolidon (PVPP). (Pravilnik o fizikalno-kemijskim metodama analize mosta, vina,

drugih proizvoda od groZda i vina te vocnih vina, Zakona o vinu »Narodne novine, br. 96/03)

Aparatura: Spektrofotometar, koji omogucuje mjerenje pri 340 nm, valnoj duljini kod koje
NADH ima najvecu apsorbanciju. Umjesto toga moZe se primijeniti spektrofotometar s
diskontinuiranim izvorom koji omogucava mjerenje kod 334 nm ili 365 nm. Staklene kivete
od 1 cm. Mikropipete za dodavanje volumena od 0,02 do 2 ml.(Pravilnik o fizikalno-
kemijskim metodama analize mosta, vina, drugih proizvoda od grozda i vina te voénih vina,

Zakona o vinu »Narodne novineg, br. 96/03)

Priprema uzorka: Odredivanje citrata se obi¢no provodi direktno u vinu bez prethodnog
uklanjanja boje i bez razrjedenja ukoliko je koli¢ina limunske kiseline manja od 400 mg/I.
Prema potrebi napravimo razrjedenje tako da je koncentracija citrata izmedu 20 i 400 mg/|

(tj. izmedu 5i 80 mg citrata u ispitivanom uzorku).

Kod crnih vina bogatih fenolnim spojevima preporucuje se prethodna priprema sa PVPP:
Napravimo vodenu suspenziju od oko 0,2 g PVPP i ostavimo da stoji 15 minuta. Profiltriramo
kroz nabrani filter. 10 ml vina sipamo u tikvicu od 50 ml, dodamo vlazni PVPP koji je s filtera
uklonjen spatulom. Tresemo dvije do tri munute. Filtriramo. (Pravilnik o fizikalno-kemijskim
metodama analize mosta, vina, drugih proizvoda od grozda i vina te vo¢nih vina, Zakona o

vinu »Narodne novineg, br. 96/03)
Postupak

Na spektrofotometru podesimo apsorbanciju pri 340 nm, primjenom kiveta Sirine 1 cm, uz

zrak kao slijepu probu (bez kivete u optuc¢kom putu). Zatim u kivetu stavljamo kako slijedi:

Referentna kiveta Kiveta za uzorak

(ml) (ml)
Otopina 1 1,00 1,00
Otopina 2 0,10 0,10
Uzorak - 0,20
Redestilirana voda 2,00 1,80
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Otopina 3 0,02 0,02

Promuckamo, i nakon pet minuta oCitamo apsorbanciju otopina u referentnoj kiveti i kiveti

za uzorak (A1).
Dodamo:
Otopina 4 0,02 ml 0,02 ml

Promuckamo i pricekamo da se reakcija zavrSi (oko pet minuta) i oditamo apsorbancije
otopina u referentnoj kiveti i kiveti za uzorak (A2). Izracunamo razliku apsorbancija (A2 — A1)
za referentnu kivetu i kivetu za uzorak, AAR i AAS. Na kraju, izraCunamo razliku izmedu ovih
razlika: AA = AAS — AAR. (Pravilnik o fizikalno-kemijskim metodama analize mosta, vina,

drugih proizvoda od grozda i vina te vocnih vina, Zakona o vinu »Narodne novine, br. 96/03)

Iskazivanje rezultata: Koncentracija limunske kiseline izrazava se u miligramima po litri na

.....

1. Izra¢unavanje

. N . .. . VM .
Opca formula za izraCunavanje koncentracije u mg/l je: C = 1 zAb ;gdje je: V =volumen
——

otopine koja se analizira u ml (3,14 ml), v = volumen uzorka u ml (0,2 ml), M = molekulska
masa tvari koju odredujemo (za bezvodnu limunsku kiselinu M =192,1), d = opticki put u
kiveti u cm (1 cm), € = koeficijent apsorbancije NADH (kod 340 nm, e = 6,3 mmol-1 x1 x cm-
1),tako da je:C = 479 x AA. Ako je uzorak prethodno razrijeden rezultat pomnoZzimo s

faktorom razrjedenija.

2. Ponovljivost (r): Za koncentracije limunske kiseline manje od 400 mg/Il: r = 14 mg/l; za

koncentracije limunske kiseline veée od 400 mg/l: r = 28 mg/I.

3. Obnovljivost (R): Za koncentracije limunske kiseline manje od 400 mg/l; R = 39 mg/|, za
koncentracije limunske kiseline veée od 400 mg/I; R = 65 mg/I.(Pravilnik o fizikalno-kemijskim

metodama analize mosta, vina, drugih proizvoda od grozda i vina te vo¢nih vina)

2.12 Odredivanje ugljikovog dioksida

2.12.1 Princip metoda

1. Referentna metoda
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Mirna vina: Volumen vina uzet od uzorka ohladimo na oko 0° C i pomijeSamo s dovoljnom
koli¢cinom natrijeva hidroksida da se dobije pH vrijednost od 10 do 11. Titracija se provodi
otopinom kiseline u prisustvu ugljikove anhidrazehidraze. SadrZaj ugljikovog dioksida
izracuna se iz volumena kiseline potrebnog da se pH promijeni od 8,6 (hidrogenkarbonatni
oblik) do 4,0 (ugljikova kiselina). Slijepa proba se provodi u istim uvjetima na
dekarboniziranom vinu da bi se uzeo u obzir volumen otopine natrijeva hidroksida koji trose

kiseline u vinu.

Pjenusava i biser vina: Uzorak vina koji se analizira ohladi se blizu tocke smrzavanja. Nakon
uzimanja koli¢ine koja ¢e se upotrijebiti za slijepu probu nakon dekarbonizacije, ostatak u
boci se prevede u alkalno tako da se sav ugljikov dioksid veze u obliku Na,COs. Provodi se
titracija otopinom kiseline u prisustvu ugljikove anhidraze. Sadrzaj ugljikovog dioksida
izraCuna se iz volumena kiseline potrebnog da se pH promijeni od 8,6 (hidrogenkarbonatni
oblik) do 4,0 (ugljikova kiselina). Slijepa proba se provodi u istim uvjetima na
dekarboniziranom vinu da bi se uzeo u obzir volumen otopine natrijeva hidroksida koji trose

kiseline u vinu.
2. Uobicajena metoda:

Pjenusava i biser vina: Manometarska metoda: nadtlak ugljikova dioksida mjeri se direktno u
boci pomodéu afrometra.(Pravilnik o fizikalno-kemijskim metodama analize mosta, vina,

drugih proizvoda od grozda i vina te voc¢nih vina, Zakona o vinu »Narodne novine«, br. 96/03)
2.12.2 Referentna metoda

1. Mirna vina
Aparatura: Magnetska mijesalica, pH metar.

Reagensi: Otopina natrijeva hidroksida (NaOH) 0,1 M, otopina sumporne kiseline (H2504)

0,05M, otopina enzima ugljikove anhidraze, 1 g/I.

Postupak: Uzorak vina ohladimo na priblizno 0° C zajedno s pipetom od 10 ml za
odmjeravanje. Stavimo 25 ml 0,1 M otopine natrijeva hidroksida u ¢asu od 100 ml; dodamo
dvije kapi vodene otopine ugljikove anhidraze. Dodamo 10 ml vina pomocu pipete ohladene
na 0° C. Stavimo c¢asSu na magnetsku mijeSalicu, namjestimo pH elektrodu i povremeno

mijeSamo. Kad tekucina postigne sobnu temperaturu, polako titriramo 0,05 M otopinom
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sumporne kiseline do pH 8,6. ZabiljeZimo ocitanje na bireti. Nastavimo titrirati sumpornom
kiselinom do pH 4,0. Ozna¢imo sa n ml utroSene sumporne kiseline za titriranje izmedu pH
8,6 i 4,0. Uklonimo CO2 iz oko 50 ml uzorka vina muckanjem u vakuumu oko tri minute, uz
grijanje tikvice u vodenoj kupelji na oko 25° C. Gornji postupak ponovimo i na 10 ml

dekarboniziranom vinu. nZ ml je volumen utrosene 0,05 M sumporne kiseline.

Iskazivanje rezultata: 1 ml 0,05 otopine sumporne kiseline odgovara 4,4 mg CO2. Koli¢ina
CO2 u gramima po litri dana je formulom: 0,44 x (n — n’). lzraZzava se na dva decimalna
mjesta. (Pravilnik o fizikalno-kemijskim metodama analize mosta, vina, drugih proizvoda od

grozda i vina te vocnih vina, Zakona o vinu »Narodne novine, br. 96/03)
2. PjenusSava i biser vina
Aparatura: Magnetska mijesalica, pH metar.

Reagensi: Otopina natrijeva hidroksida (NaOH), 50 % (m/m), otopina sumporne kiseline

(H2504), 0,05 M, otopina enzima ugljicne anhidraze, 1 g/I.

Postupak: Oznacimo nivo vina u boci te ga hladimo dok ne po¢ne smrzavanje. Pustimo da se
boca blago ugrije, protresemo je da kristali leda ne nestanu. Brzo uklonimo cep i stavimo 45
do 50 ml vina u odmijerni cilindar za slijepu probu. To¢an volumen uzetoga vina, v ml,
oCitamo na cilindru kad vino postigne sobnu temperaturu. Odmah nakon $to je uklonjen
uzorak za slijepu probu, dodamo 20 ml otopine natrijeva hidrokisda u bocu volumena 750 ml.
Pricekamo da vino postigne sobnu temperaturu. U ¢asu od 100 ml stavimo 30 ml prokuhane
destilirane vode i dvije kapi otopine ugljicne anhidraze. Dodamo 10 ml vina koje je
prethodno prevedeno u alkalno. Stavimo ¢asu na magnetsku mijeSalicu, namjestimo
elektrodu i magnetni Stapi¢ uz umjereno mijesanje. Titriramo otopinom sumporne kiseline
do pH 8,6. ZabiljeZiti oCitanje na bireti. Nastavimo polako titrirati sumpornom kiselinom do
pH 4,0. Neka je n ml utrosak kiseline za titriranje izmedu pH 8,6 i 4,0. Uklonimo CO2 iz v ml
uzorka vina (koje smo uzeli za slijepu probu) muékanjem u vakuumu oko tri minute, uz
grijanje tikvice u vodenoj kupelji na oko 25 °C. Uzmemo 10 ml dekarboniziranog vina i
dodamo 30 ml prokuhane destilirane vode, dodamo dvije do tri kapi otopine natrijeva
hidroksida da se pH podesi na izmedu 10 i 11. Zatim slijediti gornji postupak. Neka je nz ml

dodani volumen 0,05 M otopine sumporne kiseline.

33



Iskazivanje rezultata: 1 ml 0,05 M otopine sumporne kiseline odgovara 4,4 mg CO2.
Ispraznimo bocu vina koje je bilo prevedeno u alkalno i odredimo unutar 1 ml pocetni
volumen vina tako da se boca ispuni vodom do oznake, i to je V ml. Kolicina CO2 u gramima
po litri dana je formulom: 0,44 x (n —n') x % Rezultat se izrazava na dva decimalna

mjesta.
3. Iskazivanje rezultata: Nadtlak pri 20° C (Paph20) izraZzen u paskalima dan je formulom:

Q
Paph20 = — Patm

1,951x10-5(0,86-0,01A) " (1-0,00144S)

gdje je: Q = kolicina CO2 u g/l vina; A = alkoholna jakost vina pri 20° C; S = koli¢ina Secera u
vinu u g/l; Patm = atmosferski tlak u paskalima. (Pravilnik o fizikalno-kemijskim metodama
analize mosta, vina, drugih proizvoda od grozda i vina te vocénih vina, Zakona o vinu

»Narodne novine, br. 96/03)
2.12.3 Uobicajena metoda

1. Pjenusava i biser vina
Aparatura: Afrometar

Postupak: Mjerenja se moraju provoditi na bocama ¢ija se temperatura stabilizirala najmanje
24 sata. Nakon Sto je ¢ep probusen, boca se mora Zestoko promuckati sve dok tlak na

postane konstantan, tada se ocita.

Iskazivanje rezultata: Tlak pri 20° C (Paph20) izrazava se u paskalima (Pa) ili kilopaskalima
(kPa). Rezultat treba izraziti u obliku koji je sukladan preciznosti. Ako je temperatura pri kojoj

je izvedeno mijerenje razli¢ita od 20° C mora se provesti korekcija mnoZenjem izmjerene
Faphy,

vrijednosti tlaka sa koeficijentont
FPaph,

analize mosta, vina, drugih proizvoda od grozda i vina te voénih vina, Zakona o vinu

. (Pravilnik o fizikalno-kemijskim metodama

»Narodne novine, br. 96/03)
2.12.4 Odnos izmedu tlaka i kolicine ugljikovog dioksida u biser vinu
Iz tlaka kod 20° C (Paph20) izracuna se apsolutni tlak kod 20° C (Pabs20) pomocu formule:

Pabs20 = Patm + Paph20
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Patm je atmosferski tlak izrazen u barima

Koli¢ina ugljikovog dioksida u vinu dana je slijede¢im odnosima:

— u litrama CO2 po litri vina: 0,987 x 10-5 x Pabs20 x (0,86 — 0,01 A) x (1 —-0,00144S)
—u gramima CO2 po litri vina: 1,951 x 10-5 x Pabs20 x (0,86 — 0,01 A) x (1 —0,00144 S)

gdje je: A = alkoholna jakost vina pri 20°C; S = koli¢ina Seéera u g/I. (Pravilnik o fizikalno-
kemijskim metodama analize mosta, vina, drugih proizvoda od grozda i vina te vocnih vina,

Zakona o vinu »Narodne novineg, br. 96/03)
2.13 Odredivanje Secera refraktometrom

Princip metode: Indeks loma pri 20° C, izrazen kao apsolutna vrijednost ili kao maseni
postotak saharoze, pomocu kojega se dobiva koncentracija Seéera u gramima u litri i
gramima na kilogram mosta, uguséenog mosta i procis¢enog ugusé¢enog mosta.(Pravilnik o
fizikalno-kemijskim metodama analize mosta, vina, drugih proizvoda od grozda i vina te

vocnih vina, Zakona o vinu »Narodne novine, br. 96/03)
Aparatura:

Abbe-ov refraktometar koji mora imati skale u: masenim postocima saharoze s podjelom od

0,1%; ili u indeksima loma na Cetiri decimalna mjesta.

Refraktometar mora imati termometar sa skalom najmanje od +15° C do +25° C s
omogucéenim cirkuliranjem vode koja osigurava mjerenje pri temperaturi 20° C + 5°
C.(Pravilnik o fizikalno-kemijskim metodama analize mosta, vina, drugih proizvoda od grozda

i vina te voénih vina, Zakona o vinu »Narodne novine, br. 96/03)
Priprava uzorka:

— Most i uguséeni most: Po potrebi, most se propusti kroz éetverostruko presavijenu suhu
gazu i nakon odbacivanja prvih kapi filtrata, nastavlja se odredivanje filtriranog proizvoda.

— ProciS¢eni ugusceni most: Ovisno o koncentraciji, koristi se ili procis¢eni ugusceni most ili
otopina dobivena tako da se 200 g procis¢enog ugusé¢enog mosta razrijedi s vodom do 500 g,

pri ¢emu sva vaganja moraju biti to¢no provedena.

Postupak: Uzorak temperirati na blizu 20° C. Staviti malu koli¢inu uzorka na donju prizmu

refraktometra, pri ¢emu treba paziti (jer su prizme ¢vrsto pricvrséene jedna na drugu) da
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uzorak jednako pokriva staklenu povrsinu prizme. Mjerenje provesti sukladno uputama za
uporabu aparata. Ocitati maseni postotak saharoze unutar 0,1% ili indeks loma na Ccetiri
decimalna mjesta. Na istom uzorku napraviti najmanje dva odredivanja. Zabiljeziti
temperaturu t °C. (Pravilnik o fizikalno-kemijskim metodama analize mosta, vina, drugih

proizvoda od grozda i vina te voc¢nih vina, Zakona o vinu »Narodne novine, br. 96/03)
Izracun:
1. Korigiranje temperature

— Instrumenti sa skalom u masenim postocima saharoze: korigiranje temperature provesti

pomocu tabele.

— Instrumenti sa skalom u indeksima loma: indeks loma mjeren pri t°C pronaci u tabeli da se
dobije odgovarajuca vrijednost u masenim postocima saharoze pri t°C. Ova vrijednost je

korigirana za temperaturu i izraZzena kao koncentracija pri 20° C.
2. Koncentracija Se¢era u mostu i ugus¢enom mostu

Pronaci maseni postotak saharoze pri 20°C u tabeli i iz istoga reda ocitati koncentraciju
Se¢era u gramima na litru i gramima na kilogram. Koncentracija Secera izrazena je kao

invertni Secer na jedno decimalno mjesto.
3. Koncentracija Secera u procis¢enom uguséenom mostu

Pronaci maseni postotak saharoze pri 20° C u tabeli i iz istoga reda ocita se koncentracija
Secera u gramima na litru i gramima na kilogram. Koncentracija Secera izrazena je kao
invertni Secer na jedno decimalno mjesto. Ako se mjerenje provodi na razrijedenom

procis¢enom uguséenom mostu, rezultat se mnozi s faktorom razrjedenja.
4. Indeks loma mosta, ugusé¢enog mosta i procis¢enog uguséenog mosta

Pronaci maseni postotak saharoze pri 20° C u tabeli i iz istoga reda procita se indeks loma pri
20° C na cetiri decimalna mjesta. (Pravilnik o fizikalno-kemijskim metodama analize mosta,
vina, drugih proizvoda od grozda i vina te voc¢nih vina, Zakona o vinu »Narodne novine, br.

96/03)
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3.ZAKLJUCAK

Metode odredivanja parametara kakvoce vina koje su opisane u ovom zavrSnom radu su:

- gustoca i relativna gustoca pri 20° C - gustoca je masa vina ili mosta po jedinici
volumena pri temperaturi od 20° C.

- alkoholna jakost - alkoholna jakost izrazena volumenom je broj litara etanola
sadrzanog u 100 litara vina, a oba volumena mjerena pri temperaturi od 20 °C.

- ukupni suhi ekstrakt - ukupan suhi ekstrakt ili ukupna suha tvar ukljucuje sve tvari
koje nisu hlapive pod specifi¢nim fizickim uvjetima.

- reducirajuci Seceri - reducirajuci Seceri su svi Seceri, koji imaju keto ili aldehidne
funkcionalne skupine.

- pepo - sadrzaj pepela definiran je kao ukupnost svih produkata koji ostaju nakon
Zarenja taloga preostalog od isparavanja vina.

- pH vrijednost - mjerimo razliku u potencijalu izmedu dviju elektroda uronjenih u
ispitivanu tekucinu.

- ukupna kiselost—ukupna kiselost vina je suma njegovih titrabilnih kiselina kad ga se
titrira do pH 7 sa standardnom alkalnom otopinom.

- hlapiva kiselost—hlapiva kiselost predstavlja homologe octene kiseline prisutnih u
vinu u slobodnom obliku ili u obliku soli.

- nehlapiva kiselost—nehlapiva kiselost predstavlja razliku izmedu ukupne i hlapive
kiselosti.

- slobodni i ukupni sumporni dioksid—Slobodni sumporni dioksid definiran je kao
sumporni dioksid koji je prisutan u moSstu ili vinu u sljede¢im oblicima: H,SO3;, HSOs .

- limunska kiselina

- ugljikov dioksid

- odredivanje Secera refraktometrom
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