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1.UVOD



Prema Zakonu o vinu iz 1996. godine, vinom se smatra proizvod dobiven alkoholnim
vrenjem mosta ili masulja od svjezeg (ili prosuSenog) grozda plemenite vinove loze Vitis
vinifera. Pretpostavlja se da se godis$nje iskoristi 90 milijuna tona grozda od Cega 71 %
fermentira u vino dok Europa pokriva 70 % svjetske proizvodnje. Vino, uz alkohol koji
stvaraju vinski kvasci fermentacijom Secera, sadrzi niz drugih sastojaka: organskih kiselina,
mineralnih tvari, vitamina, fenola (obojene i taninske tvari) koje blagotvorno djeluju na
organizam. Primijetili su to i stari Egip¢ani, Sumerani, Grei i Rimljani ¢ijom zaslugom ljudi

danas Sirom svijeta uzivaju ovaj proizvod.

Hrvatska je zemlja duge tradicije proizvodnje grozda i1 vina. U posljednjih desetak godina
povecavaju se povrSine pod vinovom lozom, a time i proizvodnja vina. U sortimentu vinove
loze prevladavaju tri sorte i to GraSevina, Malvazija istarska i Plavac mali koje ¢ine 45%
ukupnog sortimenta (Grgi¢ i sur., 2011.). Pravilnikom o vinu podru¢je Republike Hrvatske
podijeljeno je na 2 vinogradarske regije, a domace vino proizvedeno je iz grozda podrijetlom
iz regije kontinentalne Hrvatske, to¢nije iz vinogradarske zone B1 koja obuhvaca podrucje
Zagorja i Medimurja. Grozde koriSteno za vinifikaciju je podrijetlom iz okolice Zlatara, ¢ije je
vinogorje poznato po tradicionalnoj obradi grozda i obiteljskim vinarijama. Analizirani most

je produkt sljubljivanja (kupaziranja) triju sorti: Grasevine, Rajnskog Rizlinga i Sivog pinota.



2. TEORIJSKI DIO



2.1. Povijest vinogradarstva Hrvatskog zagorja

Hrvatsko zagorje je prijelazno podrucje s alpskog na panonski prostor, omedeno
rije¢nim vodotocima i gorama, Karakterizirano izvrsnim prirodnim karakteristikama, pa nije
¢udo $to se na ovim prostorima gaji vinova loza i podiZzu vinogradi od davnina. Zagorci su
poznati po njihovom obi¢aju da imaju vinograd i da vole popiti dobro vino, a §to se onda

nadovezuje na cijeli niz djelatnosti kojih ih povezuju sa vinogradarstvom i vinarstvom.

Zapisi iz 12.stoljeca govore nam o po¢ecima danasnjeg podruc¢ja Krapinsko — zagorske
7upanije. Sirenje Rimskog Carstva nije zaobislo ni ove krajeve, a upravo su Rimljani oni koji
su donijeli vinovu lozu i podizali vinograde na obroncima planina. U 13. i 14. stolje¢u krenula
su osvajanja Turaka koji su sjekli i unistavali vinograde, jer im vjera zabranjuje pijenje
alkohola. Nakon povlacenja Turaka pocinje i obnova vinograda. Povijesne okolnosti utjecale
su u velikoj mjeri na razvoj vinogradarstva. Istrazivanja vezana uz Veliku hrvatsku seljacku
bunu 1573. godine govore nam da je proizvodnja vina u to vrijeme bila veca od vrijednosti
proizvodnje Zitarica, a neki povijesni izvori tvrde da je buna pokrenuta upravo zbog vina,
odnosno odluke feudalaca da se kmetovima ograni¢i trgovina »blagotvornom kapljicom«.
Proizvedeno vino iz feudalnih vinograda bilo je namijenjeno trzistu, pa su feudalci otvarali
gostionice u naseljima i na svojim posjedima. Zbog zelje za udobnoscu i rasko$nim Zivotom
uznapredovalo je dobro podrumarenje i ubrzo su se pojavila kvalitetnija vina, a vinogradi su u
to doba imali najvecu vrijednost od svih vrsta poljoprivrednih povrSina. Vino je stolje¢ima
bilo svakodnevni prijatelj seljaka koji su za vrijeme rada u polju ili vinogradu nosili male
'bariléeke' ili 'pletenke' i 'demizone' (Slika 1), a najbolja je okrijepa bila hladna kapljica vina.
U 19. stoljecu svladana je tehnika dobrog 'podrumarenja’, kad se osnivaju vinogradarsko-
vocarske zadruge zbog edukacije vinogradara i obnove vinograda poslije filoksere, te
organiziranog i lakseg izlaska na trziste. O vinogradarstvu i vinarstvu i proizvodnji vina
raspravljalo se na velikom Vinskom saboru 4. rujna, 1894. g., u Becu na teme:
'‘Oplemenjivanje americke loze europskom', 'Patvorenje i kvarenje vina', te 'Vinifikacija ili o

umjetnoj kvasini', i 'Aktualne prilike u trgovini vina' (Anonimus 1).



Slika 1. Demizon

(www.vinopedia.hr/wiki/index.php?title=demi%C5%BEon)

2.1.1. Podregija Zagorje-Medimurje

Podregija Zagorje-Medimurje (Slika 2). brezuljkast je kraj sa Sest vinogorja:
Medimurje - 1100 ha, Varazdin - 3280 ha, Ludbreg - 490 ha, Krapina - 1030 ha, Zlatar - 1850
ha i Zabok - 1340 ha (Anonimus 2). Zagorski vinogradi smjesteni su na brezuljcima blagih, a

ponegdje i strmih nagiba s prekrasnim pogledom na plodne doline i Sumovite gore Ivancice,
Medvednice i dr. (Slika 3).

7. Zegorje-Medemurie - IM
> 8.stra. 1S
L\ 9. Hrvatsko primorje - HP
S, 10. Severna Damecks - SD
11. Damatinska Zagors - DZ
R 12 Srednia i Juine
Daimacya - SO

Slika 2. Hrvatska vinogorja

(www.bbz.hr/images/uploads/683/hrvatsko-vinogradarstvo-i-vinarstvo-gospodarski-

znacaj-i-potencijal.pdf)



Karakteristi¢ne su stare kvalitetne bijele sorte (Belina, Lipovina, Kraljevina, Plavec
zuti 1 dr.), ¢ije grozde proizvodaci uglavom tradicionalnim nacinom preraduju u svojim
kletima pretezno za vlastite potrebe. Vina su svjetla, lagana, kiselkasta, a u losijim godinama i
kisela, pa otuda i navika da se skoro redovito piju pomijesana s kiselicom tj. mineralnom
vodom pa otuda njemacki naziv gemist. Za razliku od Zagorja, u Medimurju, uz Kraljevinu,
sve se vise uzgaja Grasevina, Moslavac i Rizling rajnski, dok su ostale bijele (Pinot bijeli,
Silvanac, Traminac, Chardonnay, Muskat ottonel i dr.) i crne sorte (Portugizac, Frankovka)

znatno manje prisutne.

Slika 3. Zagorski vinogradi

(www.vuglec-breg.hr/vinarija-a2?lang=hr)

2.1.2. Rajnski rizling

Rajnski rizling je najpoznatija i najcjenjenija bijela vinska sorta koja daje u sjevernim
vinorodnim podru¢jama najplemenitija vina svjetskog glasa (Slika 4). Kvalitete Rajnskog
Rizlinga otkrivene su slu¢ajno u 18. stolje¢u u Johannisbergu u Rajnskoj oblasti. Benediktinci
su svake jeseni slali grozde na provjeru i ¢ekali za sluzbeno dopustenje za berbu. Jedne
godine kurir se s dozvolom vratio se u samostan s jako velikim zakasnjenjem kad je grozde
ve¢ prezrelo, a neke bobice je zahvatila plemenita plijesan. Isprva u strahu da im je propao

urod, Benediktinci su zivjeli od loze i prodaje vina (Anonimus 3).



Slika 4. Rajnski rizling — grozd i trs

(http://www.vinskipodrum.com/teorija/DetaljSorte.asp?SortalD=4)

Karakteristike sorte su naglasena kiselost, punoc¢a i elegantna aroma te plemeniti,
diskretni miris. Vino od rajnskog rizlinga je puno, zaokruzeno, sa znacajnim mirisom i
aromom te dugim zivotnim vijekom, a starenjem njegova vrijednost raste. Prednost ove kasno
dozrijevajuce sorte je da prema kraju duge faze dozrijevanja akumulira mnogo Secera i kod
toga ne izgubi mnogo kiselina. Dobra je podloga plemenitoj plijesni, koja se razvija na vec
zrelim bobicama, $to daje osnovu za odli¢na suha, ali i slatka vina s prirodnim neprovrelim
Secerom. Zahtijeva juzni polozaj, puno sunca i topline te zastitu od vjetra. Bere se kasno, a za
predikatna vina i u prosincu. Normalno dozrijelo grozde daje vina svjetle do slamnato Zute
boje s zelenim odsjajem. Vino od izbornih bobica su zlatno-zute boje i starenjem u boci
prelazi u jantarno-zutu boju. Prema Pravilniku o Nacionalnoj listi priznatih kultivara uzgoj
ove sorte se preporuca u podregijama kontinentalne Hrvatske. Kutjevo, Ferianci, PleSivica-
Oki¢ 1 Medimurje su poznata vinogorja karakteristicna za proizvodnju vrhunskih vina ove
sorte koja se uzgaja u vinogorjima cijelog slovenskog podravskog rajona te opskrbljuje trziste

RH velikim brojem vrhunskih i kvalitetnih vina.

2.1.3. Sivi pinot

Sivi pinot je vinska sorta bijeloga grozda (mutant pinota crnog) slabije rasprostranjena
od rajnskog rizlinga zbog velike osjetljivosti na bolesti,a naro€ito na sivu plijesan. Rano zri te
nije pogodno za izrazito toplu klimu. Slabijoj rasprostranjenosti takoder doprinosi neredovita i
niza rodnost koja se moze prevladati brojnim klonovima ove sorte. Zreli grozdovi su

bakrenasto crvene boje, a bobice sivkasto oprasene pa je i boja vina izraZenije zuta, sve do
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jantarno zute. Miris je intenzivan i prisutna je eterska nota s kompleksnim okusom.Vino je
suho, toplo, djelomi¢no mekano i svjeze. Sivi pinot svrstan je medu dopusStene sorte u svim
vinogorjima Kontinentalne Hrvatske, i u svim vinogorjima podregije Istra, Hrvatsko primorje
i Dalmatinska zagora. Vino nema visoku ukupnu Kiselost,a izrazito je bogato
proantocijanidolom iz sjemenaka. Najpoznatiji hrvatski Sivi pinot dolazi iz Kutjevacke

vinarije (Slika 5).

¥ A0 »
SR ‘k.

Slika 5. Sivi pinot

(www.blog.vino.hr/archives/3502)

2.1.4. GraSevina

Grasevina je najzastupljenija i najviSe Sticena vinska sorta bijeloga grozda, prije
poznata pod nazivom grasica. Za to jedinstveno ime zasluzan je izgled bobice koji podsjeca
na zrno graska prije pocetka sazrijevanja (Slika 6). Potjece iz Francuske i Pravilnikom je
uvrStena medu preporucene kultivare u svim podregijama regije Kontinentalna Hrvatska.
Prema sluzbenim podacima i procjenama, svaki peti trs u hrvatskim vinogradima je grasevina.
Po izgledu i glavnim karakteristikama to je tipi¢na sorta zapadnoeuropske grupe umjerene
bujnosti, maloga, tipiéno vinskog grozda i bobice. Cesto se uzgaja zbog dobre i redovite
rodnosti 1 joS§ bolje kvalitete grozda, mosta 1 vina ¢iji udio Secera i ukupnih kiselina varira
ovisno o kraju. Zbog toga se vina grasevine u sastavu razlikuju, ali veze ih ugodna aroma i
zuto-zelena kristalno bistra boja, srednji sadrzaj alkohola i ekstrakta. Ugodno je gorkasto, a
ve¢ kao mlado vino razvija sortni miris i aromu istaknute svjezine. Sorta je vrlo prilagodljiva i

uspijeva na vecini hrvatskih tala, nije preosjetljiva na bolesti i Stetnike te izvrsno podnosi


http://www.blog.vino.hr/archives/3502
https://hr.wikipedia.org/wiki/Alkohol
https://hr.wikipedia.org/wiki/Aroma

niske zimske temperature. Izuzetna pitkost i svjezina Cini ga najpopularnijim vinom u
Hrvatskoj. Najveci broj vrhunskih grasevina dolazi iz podregije Slavonija na polozajima 200
— 300 metara nadmorske visine, na laksim i kalijem bogatim tlima dok se u podregiji Zagorje
- Medimurje manji broj vina grasevina uvrStava medu vrhunske. Kutjevacka grasevina je, uz
posip s Korcule 1 ilocki traminac, medu prvim bijelim hrvatskim vinima zaSti¢enim u

vrhunskoj kategoriji.

Slika 6. Grasevina

(www.agroklub.com/sajmovi-dogadjanja/grasevina-sampion-vinovite-i-najbolje-hrvatsko-
vino/3040/)



2.2. Proizvodnja bijelog vina

2.2.1. Berba grozda

Prerada grozda u most, odnosno vino, pocinje berbom i presudna je za kvalitetu i
senzorna svojstva vina. Prije same berbe obavezno je obaviti pripremne radnje u podrumu u
kojemu sve mora biti besprijekorno ¢isto. Grozde se bere kada postigne tehnolosku zrelost, tj.
kada je omjer Secera i kiselina optimalan, a da bi se to to¢no odredilo vinogradar mora
obilaziti vinograde desetak dana prije uobiCajene berbe, voditi rac¢una o analitiCkim
pokazateljima (mjeriti udio Secera i kiselina) te pratiti promjene koje se dogadaju na grozdu
(zdravstveno stanje trsa i grozda, odrvenjavanje peteljke grozda, vremenske prilike itd.). Ono
se moze odmah sumporiti, a do podruma mora sti¢i neosteceno, jer u suprotnom dolazi do
oksidacije i smanjene kvalitete vina. Sorta vinove loze je zna¢ajan ¢imbenik kvalitete grozda,
a u konacnici i vina. Svaka sorta ima svoje specifi¢nosti u pogledu sadrzaja Secera, kiselina,
tvari arome, boje i drugih komponenata te zastupljenosti pojedinih dijelova grozda kao §to su
peteljkovina, pokozica ili sjemenke. Primjerenim tehnoloSkim postupcima i dobrim izborom

kultivara moguce je posti¢i visoku kvalitetu finalnog proizvoda (Mustovi¢, 1985.).

2.2.2.Runjanje-muljanje

Kakvoca mosta i buduceg vina u znatnoj mjeri ovisi o pravilnom odabiru opreme za
pojedinu radnju koja mora odgovarati odredenoj vrsti prerade (tehnoloSki postupak prerade
bijeloga ili crnoga grozda) i 0 njihovoj povezanosti u liniju prerade i dorade vina. Prva radnja
u procesu prerade grozda je runjanje-muljanje s ciljem odvajanja bobica od peteljke (runjanje)
koje se zatim zgnjece (muljanje) kako bi se oslobodio most. Ne tako davno grozde se muljalo
tako da ga se gnje¢ilo nogama i to je ujedno i najstariji nadin muljanja. Cvrsti i tekuéi dio tako
zgnjeCenog grozda zajedno nazivamo masulj, a samo tekuci dio nazivamo groZdani sok ili
most. Most se najvecim dijelom sastoji od vode (75 do 80%), Secera (grozdani — glukoza i
voéni — fruktoza) i kiselina (vinska, limunska, jabucna, jantarna itd.). Ostali sastojci prisutni u
vinu su: dusi¢ne tvari, mineralne tvari, tvari boje, tvari arome i vitamini (Zori¢i¢, 1996.).
Runjanjem se sprjecava ekstrakcija taninskih i drugih tvari koji bi inace presli iz peteljke u
most posebice tijekom vrenja, jer svi ti sastojci nisu topivi u mostu nego u alkoholu. Runjaca -
muljaca sastoji se od lijevka za prihvat grozda, rupiCastog valjka za odvajanje bobice od

peteljkovine i valjaka koji gnjece bobice (Slika 7).



Slika 7. Runjaca-muljaca

(www. http://www.veleri.hr/files/datoteke/nastavni_materijali/k_vinarstvo_1/3 -

_Vinifikacija_sa_presama.pdf)

2.2.3. Presanje

Iza muljanja-runjanja slijedi presanje koje se moze obaviti kontinuirano (bez prekida)
ili diskontinuirano (s prekidom u radu), a neophodan je tehnoloski zahvat koji se posebice
koristi u proizvodnji kvalitetnih vina prije samog pocetka alkoholne fermentacije. PreSanje se
odvija u dvije faze: prskanje kozice bobica za oslobadanje samotoka iz sredine bobice i
gnjecenje bobica pod povecanim pritiskom za oslobadanje soka iz periferne zone siromasne
SeCerom, a bogatije polifenolima. Samom postupku moramo pristupiti §to je moguce brze, a
ciklus presanja mora biti §to kraci zbog izbjegavanja nepoZeljne oksidacije mosta. Takoder
jako presanje pod povecanim pritiskom, s ciljem dobivanja vece koli¢ine mosta je nepozeljno,

jer ide na Stetu kakvoée mosta, a kasnije i vina. Na Slici 8. prikazana je kontinuirana presa.



Slika 8. Kontinuirana presa

(www.veleri.hr/files/datoteke/nastavni_materijali/k_vinarstvo_1/3_-

_Vinifikacija_sa_presama.pdf)

2.2.4. Sumporenje

Nakon presanja, most se sumpori kako bi se sprije¢ila oksidacija, spontana
fermentacija (zaustavio rad nepozeljnih kvasaca i bakterija) i potpomoglo taloZenje (sumpor
pospjesuje koagulaciju tvari mutnoée). Koli¢ina sumpora koja se dodaje u most ovisi o pH
vrijednosti, temperaturi te 0 zdravstvenom stanju grozda pa se tako nezrelo i bolesno grozde
treba ¢im brze obraditi 1 takav moSt vise sumporiti. Nakon preSanja, most treba brzo ohladiti
na temperaturu optimalnu za talozenje (10 °C) ili za kontrolirano vrenje (15 do 17 °C).
Talozenje se moze provoditi i uz pomo¢ enzima (brze i sigurnije bistrenje, bistrenje pri viSim
temperaturama), ali i dodatkom nekih bistrila (bentonit), u slucajevima jako zarazenog
(bolesnog) grozda ili u susnim godinama, kad se o¢ekuju kasniji problemi s bistrenjima vina.
Takoder je moguca i primjena aktivnog ugljena i drugih enoloskih preparata, kojima se ve¢ u

problemati¢nom mostu rjesavaju losi mirisi, boje i okusi.

2.2.5. Alkoholna fermentacija

Most se zatim pretace u Cistu bac¢vu i spreman je za alkoholnu fermentaciju. Uzro¢nik
alkoholnog vrenja u vinu je vinski kvasac Saccharomyces cerevisiae koji miruje na pokozici
bobice. U mostu u kojem je rastvoren Secer, zapo€inje Njegovo intenzivno razmnozavanje, a U
anaerobnoj fazi kvasci razlazu Secer na razne spojeve, a najvise na alkohol i COg, najvaznije 1

osnovne produkte. Uz alkohol u vinu se u manjim koli¢inama nalazi i niz raznih drugih
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spojeva poput glicerola, octene, jantarne i drugih kiselina te nastaje i odredena koli¢ina

energije koja se oslobada u vidu topline.

U pocetku alkoholne fermentacije most se jako zamuti, stvaraju se mjehurici i debela
pjena te zapocine vrenje pa temperatura poraste za 10, 20 i viSe stupnja. Pod utjecajem raznih
¢imbenika kao Sto su nepozeljna temperatura, sastav mosta, nepozeljni mikroorganizmi 1 dr.,
moze do¢i do prekida vrenja. S obzirom na to se poduzimaju odgovaraju¢e mjere kao napr.
talozenje mosta ili pasterizacija uz uporabu selekcioniranih kvasaca ili jaéim sumporenjem
grozda. Kvasci obi¢no prestaju s radom pri temperaturi od 35 — 40 °C, a na visokim
temperaturama dolazi i do gubitka mirisnih tvari i alkohola, jakog pjenjenja te razlijevanja
vina. Most koji vrije kod previsoke temperature moze i da ne dovrije do kraja, jer se kvasci
iscrpe, prije nego li je sav Secer potrosen. Visoke temperature fermentacije daju vina slabije
kvalitete 1 postoji opasnost da se pofnu razmnozavati i patogeni mikroorganizmi. ldealna
temperatura za fermentaciju bijelih mostova je ona izmedu 16 — 22 °C. Takoder, vrenju ne
pogoduju ni preniske temperature (manje od 10 °C), jer je ono slabo, dugotrajno, a moze doci
I do prestanka vrenja usprkos neprovrelom Seceru §to je ¢esta pojava U mnogim podrumima u
kasnu jesen. Kod prekida vrenja postoji opasnost od pojave hlapljivih kiselina, octikavosti,
nepozeljnog sastava mosta, visoke koncentracije Secera, nedovoljnog sadrzaja kiselina,
visokog sadrzaja SO,, CO; itd. Idealna fermentacija je ona sa $to kracom predfermentativnom
fazom te ravnomjernom i ¢im duzom fermentacijom. Mostovi s velikom koncentracijom
Secera takoder mogu predstavljati problem, jer oni teSko zapo€inju fermentaciju i tesko je

zavrSavaju.

Kisik je jo$ jedan bitan ¢imbenik, jer kvasci za razmnozavanje trebaju Kisik te most
treba biti u kontaktu sa zrakom do pocetka vrenja, nakon Cega se postavlja vreljnjaca koja
sprijecava hlapljenje alkohola, a omogucuje izlazak CO, te se fermentacija nastavlja u
anaerobnim uvjetima. Ako dode do zastoja fermentacije, most treba ponovno prozraciti, da bi

se potaknulo razmnoZzavanje kvasaca i po potrebi dodati jo$ hrane za kvasce.

Kiseline u mostu su bitne za pravilan tijek fermentacije, jer osiguravaju optimalan pH
potreban za rad kvasaca (3 — 4). U mostu i vinu nalaze se organske kiseline, kao §to su:
vinska, jabuc¢na, mlijecna, jantarna, uglji¢na i octena. Kvasci su vrlo osjetljivi na octenu
kiselinu koja se pocinje stvarati ve¢ u ranoj fazi fermentacije, iako je djelomi¢no proizvode i
sami kvasci. Saccharomyces obi¢no proizvodi octenu koli¢inu u granicama od 100 do 200

mg/L, na Sto utjecCe soj kvasca, temperatura vrenja i sastav mosta (Boulton i sur., 1996.).
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Razli¢iti metali, kao $to su bakar, Zeljezo, cink, prisutni na grozdu od tretiranja
zastitnim sredstvima ili sa strojeva mogu usporiti ili zaustaviti fermentaciju,a takoder i
antibiotik botriticin koji izlucuje gljiva Botrytis cinerea (prisutna na grozdu koje je zarazeno

sivom plijesni) moze usporiti vrenje.

Uz navedene c¢imbenike koji utjeu na fermentaciju, najvaznije je pratiti tijek
fermentacije, mjeriti temperaturu i kolicinu Secera, kako bi se, ako dode do problema, moglo

na vrijeme reagirati.

Kvasac koristi energiju na dva nacina: iz Sefera u mostu putem respiracije, ¢ime
razlaze Secer uz prisustvo kisika te ga koristi za razmnoZzavanje, i fermentacije koja se odvija

bez prisustva kisika.
Za svoje potrebe kvasac koristi kisik iz Secera prilikom njegove razgradnje:
Disanje (uz prisustvo zraka — aerobno)
CesH1206 = 6 CO, + 6 H,O + 673 cal
Fermentacija (bez prisustva zraka — anaerobna)
CesH1206 = 2 C;HsOH + CO, + 33 cal

Fermentacija se dijeli na burnu i tihu. Burnu fermentaciju karakterizira istovremena
razgradnja velike koli¢ine Secera koja nastupa kada se kvasac razmnozi u dovoljnoj kolicini.
Posljedi¢no dolazi do naglog i velikog pada sadrzaja Secera, porasta temperature i jakog
pjenjenja uslijed oslobadanja velike koli¢ine CO,. Obi¢no traje 3 - 7 dana, a u slucaju
kontrolirane fermentacije i dulje. Nakon burne fermentacije nastupa tiha fermentacija koja je
period stiSavanja vrenja, kada temperatura znatno pada, a pjenjenje tekucine slabi, jer se
oslobada manje CO,. Umjesto spontanog vrenja u fermentaciji grozda, sada se tim procesom
moze upravljati i trend suvremenog podrumarstva u proizvodnji bijelih vina jest da se vrenje
ne prepusta djelovanju mikroflore kvasaca s grozda pa se takva fermentacija zove vodena ili
kontrolirana. Ako se Zeli proizvesti vino na ovaj nacin, mora Se izvrSiti taloZzenje mosta na
nacin da se most zasumpori i doda mu se odredena koli¢ina bistrila. Na taj nacin blokiramo
kvasce donesene na grozdu, koji uglavnom ugibaju, a sumporni dioksid i bistrilo ubrzavaju
talozenje u mostu prisutnih necistoca (Cestica zemlje, dijelova bobice, ostataka sredstava za

zaStitu, raznih sluzi mosta i dr.). Talozenje uglavnom traje od 10 - 24 sata, a najviSe ovisi o
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temperaturi. Zatim se most dekantira i prebacuje u vrionicu uz dodatak selekcioniranih

kvasaca.

Prestankom vrenja, sad ve¢ mlado vino se polako hladi, smanjuje mu se volumen, a na
vrhu vrioni¢ne posude pojavljuje se otpraznjeni dio u koji prodire zrak te ukoliko ga ne
nadolijemo mladim vinom iste kakvoce dolazi do oksidacije. Druga opcija, ako nemamo

takvom mlado vino, je pretakanje uz obavezno sumporenje, ali prije odvojimo grubi talog.

2.2.6. Pretakanje vina

Nakon §to je fermentacija zavrsila slijedi pretakanje vina kojim se odvaja relativno
bistro mlado vino od taloga koji se istalozio na dnu vinske posude. Prvi se pretok preporuca u
studenom, nastupom prvih hladnijih dana, drugo pocetkom sijecnja, a tre¢e pocetkom ozujka.
Ukoliko je u vinu ostalo neprovrela Secera, obavlja se naknadno vrenje na nacin da se uzmuti
talog slatkog nepretocenog vina, koje se iza toga obilno zraci pretakanjem. Takoder, moZze se
upotrijebiti zdravo grozde nekog drugog nepreto¢enog vina, a koje nije potpuno provrelo ili

selekcioniranim vinskim kvascem.

2.2.7. Filtracija vina

Zatim slijedi ¢iS¢enje vina, a najbolji rezultati postiZzu se kombiniranjem filtriranja 1
bistrenja. Postoje kemijska bistrila koja se spajaju s odredenim sastojkom vina u netopiv spoj
koji se talozi (napr. Zelatina, bjelance jajeta, mlijeko) i mehanicka koja povlac¢e mutez vina sa
sobom na dno bac¢ve (kaolin, Spanjolska zemlja, ugljen, celuloza, vinski talog i dr.). Filtriranje
je postupak odstranjivanja necistoca iz vina zadrZavanjem cestica na filtracijskom sloju kroz
koji prolazi vino, a odvajanje se moze posti¢i zadrzavanjem Cestica ili apsorpcijom (Cestice se

zadrzavaju zbog privlacenja uslijed razlike elektriénog naboja).

2.2.8. Punjenje vina u boce

Zavrsna faza, nakon zavrSene dorade, stabilizacije i filtracije, je punjenje vina u boce,a
proljece je idealno vrijeme za punjenje kvalitetnih bijelih vina jer su tada potpuno izrazene

sortne karakteristike. Boce za punjenje prvo treba namoditi u toploj vodi, zatim isprati ¢etkom
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u 2 % otopini sode, a nakon toga isprati toplom i hladnom vodom te ih pustiti da se iscijede.
Treba koristiti nove plutene ¢epove, a neposredno prije upotrebe drzati ih 10 - 12 sati u
hladnoj vodi. Danas se prakticira sterilno punjenje u atmosferi inertnog plina kako bi se

eliminirao kisik u boci.

14



3. EKSPERIMENTALNI DIO



3.1. Materijali, aparature i metode

15

3.1.1. Materijali

0,1 M NaOH

0,01 M NaOH

25 % H3PO,

30 %-tni KI

26 %-tna HSO4

1 %-tni Skrob

0,1 M Na,S,0;

1 %-tna glukoza

Standard za papirnu kromatografiju (po 3 g/L jabuc¢ne, vinske, mlije¢ne
i limunske kiseline)

Octena kiselina

n-butanol

Fehling 1 (69,3 g/L CuSO4x5 H,0)
Fehling 11 (346 g/L K,Na-tartarata)
Destilirana voda

Indikatori: -fenolftalein

-bromfenol-plavi se otopi u etanolu uz dodatak 1 M NaOH

3.1.2. Aparature

Laboratorijska aparatura za odredivanje Secera

Laboratorijska aparatura za odredivanje alkohola

Laboratorijska aparatura za odredivanje sumpora

Laboratorijska aparatura za odredivanje hlapljivih kiselina
Laboratorijska aparatura za odredivanje ukupnih kiselina
Laboratorijska aparatura za odredivanje jabucne, vinske, mlije¢ne i
limunske kiseline

Kit K-GCROL (Megazyme, Irska) za kemijsko odredivanje glicerola
pH — metar 744 Metrohm (Metrohm, AG; Zofingen, Svicarska)

UV/Vis spektrofotometar Cary 13E Varian (Varian, Mulgrave,
Australija)



3.1.3. Metode

3.1.3.1. Odredivanje koncentracije Se¢era RS-metodom

(Odredivanje reducirajucih supstanci)

Postupak:
Vino: 2 mL vina uz dodatak 23 mL destilirane vode se uzme za uzorak. Doda se 10 mL
otopine A (Fehling 1) i 10 mL otopine (Fehling II). Kuha se to¢no 2 minute u tikvici s
okruglim dnom od 250 mL uz povratno hladilo, zatim se ohladi pod vodom i doda 10 mL
otopine C (30%-tni KI) i 10 mL otopine D (26%-tne HZSO4). Sve se dobro izmijesa i doda 2

mL skroba (1%-tna otopina) te titrira s 0,1 M Na28203 do prelaza tamno smede boje u boju

puti koja se treba zadrzati 1 minutu.

GLUKOZA TEST (kontrola): uzme se 5 mL 1%-tne glukoze i 20 mL destilirane vode
(ukupan volumen 25 mL) i ponovi gore opisani postupak.

SLIJEPA PROBA: uzme se 25 mL destilirane vode i ponovi gore opisani postupak.

IZRACUNAVANJE KONCENTRACIE SECERA:

RS = 50*(a-b)/(a-c)*d

RS = reducirajuce supstance (g/L)

a=mLO,1M NaZSZO 3u‘croéeni za slijepu probu
b=mLO0,1M Na820 3utroéeni za uzorak
c=mLO,1M Na2820 5 utroSeni za kontrolu (glukoza test)

d = mL uzorka uzeti za analizu
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3.1.3.2. Odredivanje alkohola i ekstrakta denzitometrijski

Princip:
Koli¢ina alkohola i ekstrakta u vinu odredi se pomocu piknometra - koli¢ina alkohola
na osnovi specificne tezine destilata, a koli¢ina ekstrakta na osnovi specifi¢ne tezine ostatka

od destilacije. To je tzv. denzitometrijska metoda.

1. Odredivanje specificne tezine vina

Piknometar se ispere 2-3 puta s malo vina koje se ispituje. Pomocu specijalnog lijevka
napuni se tako da nivo bude iznad oznake na grli¢u. Temperira se se u vodenoj kupelji pri
20°C / 20 minuta, a zatim se viSak vina iznad oznake odstrani pomocu filter papira.
Piknometar se dobro obriSe 1 vaZe da bi se dobila masa pinometra s vinom. Specifi¢na tezina

vina odredi se na slijede¢i nacin:

y=A-B/C

A - masa piknometra s vinom (destilatom ili ostatkom od destilacije)
B - masa praznog piknometra

C - vodena vrijednost piknometra

Vrijednostt B 1 C potrebne za raCunanje odredene su ranije za svaki pojedini

piknometar.

2. Odredivanje koli¢ine alkohola u vinu

Nakon odredivaja specifi¢ne tezine, vino se iz piknometra prenese u tikvicu za
destilaciju od 250 mL. Vazno je pritom isprati piknometar 2-3 puta s nekoliko mililitara
hladne destilirane vode i to sve preliti u tikvicu za destilaciju. Prilikom destilacije, destilat se
hvata u isti piknometar preko specijalnog lijevka, koji sluzi za punjenje piknometra. U
piknometar se ulije malo destilirane vode tako da je vrh lijevka uronjen u nju. Destilacija traje
dok se piknometar ne napuni destilatom do % njegovog volumena. Tada se piknometar napuni

destiliranom vodom do ispod oznake i stavi u vodenu kupelj na 20°C / 20 minuta, a zatim
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nadopuni do oznake destiliranom vodom, obriSe 1 vaze. Specificna tezina destilata izraCunava

se kao pod 1.

Specificna teZina destilata je Uvijek manja od specificne teZine vina i to utoliko manja ukoliko

ima vise alkohola.

Na osnovi specifiéne tezine destilata iz tablice (po Windischu) ocita se koli¢ina

alkohola u g/L vina, a iz ove vrijednosti volumni postoci etanola.

3. Odredivanje ekstrakta u vinu

Piknometar u kojem je bio destilat isprazni se i ispere 2-3 puta destiliranom vodom pa
se u njega pomocu lijevka izlije ostatak od destilacije iz tikvice. PrenoSenje mora biti bez
gubitaka. Zatim se tikvica ispere 3 puta vru¢om destiliranom vodom i to se Sve prenese u
piknometar, koji se tako napuni do ispod oznake i stavi u vodenu kupelj na 20 °C / 20min.
Nakon termostatiranja nadopuni se destiliranom vodom do oznake i vaze. Specifi¢na teZina
ostataka od destilacije izracuna se kao pod 1., a iz tablice se ocita koli¢ina ekstrakta u vinu u

g/L.

3.1.3.3. Odredivanje alkohola kemijskom metodom

Postupak: Vino se razrijedi u odnosu 1:10, tako da se u odmjernu tikvicu od 50 mL stavi 5
mL vina i dopuni destiliranom vodom do oznake. U postupak se uzima 5 mL ovako
razrijedenog vina koje se stavi u tikvicu za destilaciju od 50 mL, doda jo$ 5-6 mL destilirane

vode 1 sadrZaj neutralizira s 0,1 M NaOH uz univerzalni indikator. 17

U Erlenmayerovu tikvicu od 100 mL, u koju ¢ée se hvatati destilat, stavi se to¢no 10 mL
otopine kalijevog bikromata i 5 mL koncentrirane H,SO,. Destilat se preko hladila i lule
uvodi u otopinu kalijevog bikromata u Erlenmeyerovu tikvicu od 100 mL, koja mora biti u
rashladenoj vodi. Destilacija treba biti polagana i postepena i traje dok se sadrzaj u tikvici za
destilaciju ne smanji na priblizno 3 mL (za to vrijeme je alkohol predestilirao).

Po zavrSetku destilacije lula se ispere iznutra s nekoliko mlazova destilirane vode u istu
Erlenmeyerovu tikvicu u koju se hvatao destilat. Sadrzaj Erlenmeyerove tikvice se promucka,

zacepi gumenim ¢epom i ostavi stajati 5 minuta radi potpune oksidacije alkohola.

18



Tijekom oksidacije alkohola utrosi se jedan dio bikromata, dok drugi ostane u suvisku. Zatim
se sadrzaj kvantitativno prebaci u Erlenmeyerovu tikvicu od 500 mL (isperemo tikvicu), doda
se oko 200 mL destilirane vode radi razrijedenja i 10 mL 20%-tne otopine KI (radi
odredivanja preostale koli¢ine kalijevog bikromata) i ostavi zacepljeno 5 minuta. Tada dolazi
do oksido-redukcijskog procesa preostalog kalijevog bikromata i KIl: krom se iz
Sesterovalentnog reducira u trovalentni, a jod iz KI se oksidira u elementarni jod, zbog Cega
otopina dobije tamniju boju. Pritom se elementrni jod oslobada u koli¢ini ekvivalentnoj
kalijevom bikromatu. Titrira se 0,1 M otopinom natrijevog tiosulfata, pri ¢emu dolazi do
oksidoredukcije izmedu joda i natrijevog tiosulfata, u kojoj se jod reducira, a tiosulfat
oksidira. Kad boja postane svijetlija doda se 5 mL 1%-tne otopine $kroba i titracija nastavi do
pojave tirkizno-zelene boje. Prijelaz boje je vrlo jasan i nastaje ¢im nestanu posljednje

koli¢ine joda.
IZRACUNAVANJE KOLICINE ALKOHOLA:

a
Alkohol (vol%) = (10 — 6—9) X 2

a = utrosak 0,1 M otopine Na,S,03

3.1.3.4. Odredivanje sumpora

(uobicajena metoda)
3.1.3.4.1. Odredivanje slobodnog sumpora (20 minuta bez grijanja)

U tikvicu za kuhanje otpipetira se preko lijevka 10 mL vina koje analiziramo i 5 mL
fosforne kiseline (w = 25 %). U manju, apsorpcionu tikvicu treba dodati ve¢ pripremljeni
reagens tako da nivo bude do proSirenog grla apsorpcijske tikvice. Obavezno otvoriti vodu
koja struji kroz hladilo te vodu u vakuum sisaljci do pojave mjehuri¢a u menzuri na jednoj
strani i u tikvicama aparature. Nakon 20 minuta skinuti tikvicu s reagensom i titrirati s 0,01 M
NaOH. Utrosene mL 0,01 M NaOH treba pomnoziti s 32 da bi se dobili mg slobodnog SO ,u

1 litri vina.
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3.1.3.4.2. Odredivanje vezanog sumpornog dioksida

Vino koje je nakon odredivanja slobodnog sumpora ostalo u tikvici za kuhanje ostaje i
dalje u toj tikvici. Mijenja se reagens u maloj apsorpcionoj tikvici, a zatim se pod tikvicu za
kuhanje stavi plamenik sa $to manjim plamenom, pa se grije se uz lagano vrenje to¢no 10

minuta. Utrosene mL 0,01 M NaOH pomnozimo s 32 i dobijemo mg vezanog 802 u 1 litri

vina.
3.1.3.4.3. Odredivanje ukupnog sumpora

Ukupni SO 2dobije se zbrajanjem vrijednosti slobodnog i vezanog SOZ.

Priprema indikatora u otopini HZO2

U 100 mL destilirane vode dodati 2 mL vodikovog peroksida i indikatora po potrebi
do prljavo sivoplave boje (2 - 3 mL).
INDIKATOR: Smjesa otopine A i B (100 mL A + 15 mL B)
OTOPINA A: 0,03 g metilnog crvenila u 100 mL 96 % alkohola
OTOPINA B: 0,1 g metilnog plavila u 100 mL destilirane vode

Otopine A i B mogu se koristiti dulje vrijeme, a otopina peroksida mora svaki dan biti
svjeza. Ukoliko je indikator ljubicaste boje, reakcija je kisela i treba ga neutralizirati luZinom,
a ako je zelene boje, reakcija je luznata i treba ga neutralizirati kloridnom kiselinom. Ovo se
provodi tako da se reagens promijeSa staklenim Stapicem uronjenim u kiselinu odnosno

luzinu.
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3.1.3.5. Odredivanje ukupnih Kiselina u vinu

Princip odredivanja ukupnih kiselina:

Sve slobodne organske i anorganske kiseline i njihove kisele soli te druge kisele tvari
neutraliziraju se otopinom natrijevog hidroksida, iz ¢ijeg se utroSka racuna koli¢ina ukupnih
kiselina. Ukupna kiselost izrazava se kao vinska kiselina u g/L.

Kako se natrijev hidroksid trosi na neutralizaciju svih spomenutih kiselina, koli¢ina
ukupnih kiselina mora se izraziti u jednoj od kiselina koje se nalaze u mostu. Obzirom da je u
mostu najvaznija vinska kiselina, u veéini zemalja se preko nje izrazava koli¢ina ukupnih
kiselina. U nekim zemljama, npr. Francuskoj, ukupne kiseline izrazavaju se kao sumporna.

Postupak:

Prije analize potrebno je bazdariti pH - metar. Nakon toga trbuSastom pipetom uzeti 25
mL vina i staviti u ¢aSu od 100 mL te odrediti pH.

Vino se zagrije do vrenja da se ukloni COZ, a zatim se dobro ohladi i pristupi titraciji s

0,1 M NaOH uz pH - metar. NaOH se dodaje sve do pH 7.

y = V*0,3*f

v = masena koncentracija ukupnih kiselina, izraZzenih kao vinska kiselina [g/L]
V = volumen otopine natrij hidroksida koncentracije 0,1 mol/L [mL]

f = faktor otopine natrij hidroksida koncentracije 0,1 mol/L (f = 1,0000)

1 mL NaOH koncentracije 0,1 mol/L odgovara 0,3 g/L vinske kiseline.

3.1.3.6. Odredivanje hlapljivih kiselina po polumikro postupku

Princip odredivanja hlapljivih kiselina:

Hlapljive kiseline odreduju se tako da se destilacijom vina prevode u destilat, a zatim
neutraliziraju otopinom natrijevog hidroksida, na temelju ¢ijeg utroska se izracuna koli€ina
hlapljivih kiselina. Octena kiselina isparava teze od alkohola i vode, pa se destilacija provodi
u struji vodene pare, ¢ime se omogucava da cjelokupna koli¢ina octene kiseline prede u

destilat.
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Postupak:
Za odredivanje hlapljivih kiselina uzima se trbuSastom pipetom 5 mL uzorka, stavi se

u tikvicu kruskastog oblika i doda se 1 mL 25% H3PO4. Pri tome treba paziti da povrSina vode

u Erlenmayer tikvici za proizvodnju pare bude uvijek iznad nivoa tekucine u krusSkastoj
tikvici. Za vrenje vode u Erlenmayer tikvici treba ubaciti nekoliko komadi¢a porozne gline ili
staklene kuglice. Od probe treba predestilirati 60 mL, a dobiveni destilat zagrijati do pocetka
vrenja i titrirati uz fenolftalein s 0,1 M natrij hidroksidom.

Izracunavanje:

y=V*12

v = masena koncentracija hlapljivih kiselina, izrazenih kao octena kiselina [g/L]
V = volumen otopine natrij hidroksida koncentracije 0,1 mol/L [mL]

1 mL NaOH koncentracije 0,1 mol/L odgovara 1,2 g/L octene Kiseline.

3.1.3.7. Odredivanje jabu¢ne, vinske, mlije¢ne i limunske Kiseline papirnom

kromatografijom

Postupak za odredivanje jabucne, Vvinske, mlijeéne i limunske Kkiseline u vinu

papirnom kromatografijom:

Pri rukovanju s kromatografskim papirom potrebno je raditi s kirurSkim rukavicama.
Za odredivanje kiselina u uzorku vina koristi se kromatografski papir Whatman No 1, koji se
izreze na odgovaraju¢e dimenzije (55 x 192 mm). Na kromatografskom papiru povuce se
grafitnom olovkom startna linija po Sirini papira na visini od 2,5 cm od osnove. Na liniji se
obiljeze tocke na udaljenosti 1,5 cm od ruba papira i1 na ta obiljeZena mjesta nanosi se po 50
uL smjese standarda (koja sadrzi po 3 g/L jabucne 1 vinske kiseline) odnosno uzorka vina.
Nanosi se kap po kap, a mrlje odmah suSe toplim zrakom (fenom) tako da promjer mrlja bude
maksimalno 3 mm. Nakon nanoSenja i suSenja, radi razvijanje kromatograma papir se stavlja

u kadu za kromatografiju u kojoj se nalazi ranije pripremljena smjesa otapala ovog sastava:

octena kiselina 10 mL
n - butanol 40 mL

destilirana voda 50 mL
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Vrijeme razvijanja kromatograma je 2 do 3 sata, nakon Cega treba oznaciti frontu
otapala grafitnom olovkom prije nego se kromatogram pocne susiti. Zatim slijedi suSenje na
zraku, uranjanje u otopinu indikatora i ponovo suSenje na zraku. Na temelju polozaja mrlja na

kromatogramu u odnosu na poznatu smjesu standarda, R, vrijednosti se izraCunavaju prema

izrazu:

R = udaljenost sredine mrlje od starta/udaljenost fronte otapala od starta

Rfsrednja za vinsku kiselinu (standard) = 0,38

Rf srednja za limunsku kiselinu (standard) = 0,45

R fSl‘ednja za jabu¢nu kiselinu (standard) = 0,56

Rf srednja za mlije¢nu kiselinu (standard) = 0,69

Priprema smjese za razvijanje kromatograma: Smjesa octene Kiseline, n-butanola i destilirane

vode stavlja se u lijevak za odjeljivanje i promucka, a kao razvija¢ koristi se gornja bistra
faza. Nakon razvijanja 1 suSenja kromatograma, on se uroni u otopinu indikatora (bromfenol —
plavo).

Volumen otapala u kadi za kromatografiju: (10+40+50) x 2

Priprema otopine indikatora: 100 mg bromfenol — plavog otopi se u apsolutnom etanolu u

odmjernoj tikvici od 100 mL, te doda 2-3 kapi 1M NaOH za postizanje lagano luznate

otopine.

3.1.3.8. Enzimsko odredivanje glicerola
SADRZAJ KITA ZA ODREPIVANJE GLICEROLA:

e Bocica 1: Tris/HCI pufer (20 mL, 1 M, pH 7,4) i magnezijev klorid (30 mM M), uz

natrijev azid (0,02 % w/v) kao konzervans. Stabilnost preko 2 godine pri 4 °C.
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e Bocica 2: 14 tableta koje sadrze NADH, ATP i PEP. Stabilnost preko 2 godine pri 4
°C. Maksimalna trajnost ovih tableta postize se Cuvanjem u zabrtvljenom kontejneru u
prisutnosti siilkagela pri 4 °C ili pri -20 °C.

e Bocica 3: sadrzi 1,5 mL suspenzije piruvat kinaze (600 U/mL) i L-laktat
dehidrogenaze (550 U/mL). Stabilnost preko 2 godine pri 4 °C.

e Bocica4: Suspenzija glicerokinaze (1,5 mL, 85 U/mL). Stabilnost preko 2 godine pri
4°C.

e Bodica 5: standard glicerola (5 mL otopine, 0,20 mg/mL) uz natrijev azid (0,02 %
w/v) kao konzervans. Stabilnost preko 2 godine pri 4 °C. Standard glicerola analizira
se samo kad postoji sumnja u to¢nost spektrofotometra ali kad se sumnja u inhibiciju

zbog nekog sastojka uzorka.

PRIPREMA REAGENSA ZA ANALIZU GLICEROLA: Bocica 1 i boéica 5 koriste se bez
pripreme. Priprema Bocice 2: Prije vadenja tableta iz bocice zagrijte bocicu na sobnu
temperaturu (po mogucnosti u eksikatoru) radi sprecavanja kondenzaciju vlage na kontejneru.
Ukoliko se otvori boc¢ica dok je jos hladna onda tablete apsorbiraju vlagu i smanjuje se
stabilnost komponenata sadrzanih u tabletama. Da bi dobili volumen reagensa koji je potreban
za 5 planiranih analiza otopite jednu tabletu iz bocice 2 u 1,1 mL (4. 2 puta po 550uL)
Tris/HC1 pufera (boCica 1) i otapajte 1-2 minute. Otapanje moZete poboljSati njeznim
muckanjem ili mijeSanjem. Nakon otapanja ¢e se s vremenom apsorbancija otopljenog NADH
postepeno smanjivati, ali je ovako pripremljen reagens prikladan za upotrebu otprlike 4 dana
ukoliko se ¢uva pri 4 °C, odnosno oko 4 tjedna ako se ¢uva pri pri -20 °C. Priprema bocica 3 i
4: koriste se bez pripreme, osim $to se prije prvog otvaranja moraju protresti da se ukloni
ostatak enzima koji se mogu istaloziti na gumenom c¢epu. Nakon toga Cuvajte bocice u
uspravnom poloZaju. VrtloZenjem bocica homogenizirajte sadrzaj prije upotrebe. Stabilno
preko 2 godine pri 4 °C. Koncentracija glicerola odreduje se iz ekstinkcijskog koeficijenta

NADH.

POSTUPAK ODREDIVANJA GLICEROLA:
Valna duzina: 340 nm

Kiveta: Sirina 1 cm

Temperatura: oko 25 °C

VVolumen uzorka : 50 pL
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Kona¢ni volumen u kiveti iznosi 1,17 mL.

Pipetirati u Kivetu Slijepa proba Uzorak

Destilirana voda 1,05 mL (1500 pL) 1,00 mL (1000 pL)
(temperature oko 25 °C)

uzorak - 0,05 mL (50 pL)

Otopina 2 0,1 mL (100 pL) 0,1 mL (100 pL)
(NADH/ATP/PEP/Tris HCI)

Suspenzija 3 (PK/L-LDH) 0,01 mL (10 pL) 0,01 mL (10 pL)

Zatvoriti parafilmom i promijesati (njezno okretati kivetu). Nakon otprilike 4 minute ocitati
apsorbanciju (Al) (kad zavrsi reakcija koja se odvija kada se doda suspenzija 3) (PK/L-
LDH).

Dodati suspenziju 4 (GK):

Suspenzija 4 (L- MDH) 0,01 mL (10 pL) 0,01 mL (10 pL)

Promijesati (zatvoriti parafilmom i njezno okretati kivetu). O¢itati apsorbanciju (A2) na
kraju reakcije (oko 5 minuta). Ako se reakcija nije zaustavila nakon 5 minuta onda nastavite

oCitavati apsorbanciju u intervalima od 2 minute sve dok se apsorbancija ne ustali.

RACUNANJE KONCENTRACIJE GLICEROLA: Odredite razliku apsorbancija (A1-A2) za
slijepu probu i za uzorak. Potom razliku apsorbancija za slijepu probu oduzmite od razlike
apsorbancija za uzorak tako da se dobije AAglycerol. Ova vrijednost bi u pravilu trebala

iznositi najmanje 0,1.

Koncentracija glicerola moZze se dalje izraunati prema jednadzbi:

¢ = MW o AA(glicerol)

eXdXv
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gdje je:

¢ — koncentracija glicerola (g/L)

V — konacni volumen (mL) = 2,34 mL

MW — molarna masa glicerola (g/mol) = 92,01

¢ — ekstinkcijski koeficijent NADH pri 340 nM = 6300 (I mol-1-cm-1)
d- put svjetlosti (1 cm)

v- volumen uzorka (mL) = 0,05 mL

c = 0,3421 x AA(glicerol)

Ako je uzorak bio razrijeden, rezultat treba mnoziti s faktorom razrijedenja (za razrijedenje

1:20 mnozi se faktorom 20).
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4. REZULTATI



4.1. Kemijska analiza

Prilikom kemijske analize domaceg bijelog vina radena su tri paralelna mjerenja te su
u Tablici 1. prikazni rezultati, tj. srednje vrijednosti svih kemijskih analiza.

Tablica 1. Rezultati laboratorijske kemijske analize bijelog domaceg vina

17.4.2015 | 21.4.2015 | 24.4.2015 | 8.5.2015 | 15.5.

slobodni 1,6 1,6 3,2 9,6

SO, [mg/L] _
vezani 9,6 9,6 19,2 3,2

(Slika 9.)
ukupni 11,2 11,2 22,4 12,8
KISELINE [g/L] ukupne 8,85 8,91 9,15 8,04
(Slika 10.) hlapljive 0,84 0,48 1,44 0,48
RS [g/L]

(Slika 11.) 1,418 1,418 1,42 1,21

Br. stanica [st/mL]

(Slika 12.) 7,88x10° | 7,88x10° 1x10° 4x10" | 1,44x10°

alkohol [%] kem met

(Slika 13.) 8,17 7,42 7,65

alkohol [%] dezint
(Slika 13.) 9,29

Na Slikama 9., 10., 11., 12., i 13. prikazane su grafi¢ki ovisnosti koncentracije SO,, kiselina,

Secera, broja stanica kvasca i volumnog % alkohola o tijeku alkoholne fermentacije.

27



Koncentracija SO, [mg/L]

25

)
/

\ \ —4—502 ukupni
15 ~
\ —8—502 slobodhi
\ =502 vezani

(

<

11.4. 16.4. 21.4. 26.4. 1.5. 6.5. 11.5.

\

'

Slika 9. Ovisnost koncentracije SO, o tijeku alkoholne fermentacije

Kiseline [g/L]

10

8 ._4&\‘

=—@— Ukupne kiseline [g/L]
=~ Hlapive kiseline [g/L]

0 T T T T T 1
11.4. 16.4. 21.4. 26.4. 1.5. 6.5. 11.5.

28

Slika 10. Ovisnost koncentracije kiselina o tijeku alkoholne fermentacije
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Slika 12. Ovisnost broja stanica kvasca o tijeku alkoholne fermentacije
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Slika 13. Ovisnost vol. % alkohola o tijeku alkoholne fermentacije




4.2. Papirna kromatografija

Na Slici 14. prikazan je kromatogram sa 4 standarda: jabu¢na (Rf 0,56), vinska (Rf 0,38),
limunska (Rf 0,45) i mlijecna (Rf 0,69) kiselina, a u sredini se nalazi uzorak domaceg bijelog

vina. Analizirano vino sadrzi vinsku, limunsku i jabu¢nu kiselinu.

M=mlije¢na kiselina
J=jabucna kiselina
L=limunska kiselina
V=vinska kiselina

U=uzorak

J v U L M

Slika 14. Kromatogram
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4.3. Odredivanje koncentracije glicerola

Mijerenjem koncentracije glicerola pomo¢u UV/Vis spektrofotometra Cary E14 Varian
u 3 paralelna uzorka dobivena je srednja vrijednost koncentracije glicerola koja iznosi 4,596

g/L, a rezultati su prikazani u Tablici 2.

Tablica 2. Spektrofotometrijsko mjerenje glicerola u uzorku bijelog domaceg vina

Uzorak
S 1 2 3

Al 1,3364 1,3109 1,3020 1,3159

A2 1,3139 0,6165 0,6019 0,6255

Al-A2 0,0225 0,6944 0,7001 0,6904

AA - 0,6719 0,6776 0,6679

c razrjedenja - 0,2296 0,23157 0,22825
(g/L)

C uzorak - 4,592 4,6314 4,565

(g/L)

32



5. RASPRAVA



5.1. Kemijska analiza

Prema ¢lanku 12, Pravilnika o vinu Ministarstva poljoprivrede i Sumarstva, U oOvisnosti
o koli¢ini Secera vina se mogu svrstati u navedene kategorije:
—suho vino do 4 g/L;
— polusuho vino 4 — 12 g/L;
— poluslatko vino 12 — 50 g/L;
— slatko vino vise od 50 g/L.
Iznimno, vino s visokom ukupnom kiselosti moze imati i ve¢u koli¢inu neprevrela
Secera od propisane za:
— suho vino: ukupna kiselost uveéana za 2 g/L, ali ne vise od 9 g/L;

— polusuho vino: ukupna kiselost uvec¢ana za 10 g/L, ali ne vise za 18 g/L.

Clanak 13.
Ukupna kiselost vina u prometu mora biti najmanja 4 g/L, izrazeno kao vinska

kiselina, a najvise do 14 g/L.

Clanak 6.
Ukupni sadrzaj sumpornog dioksida u vinima, osim kod pjenuSavih, gaziranih i
specijalnih vina u prometu ne smije biti veci od:
— 160 mg/L kod crnih vina, od toga slobodnog najvise do 30 mg/L;
— 210 mg/L kod ruzicastih 1 bijelih vina, od toga slobodnog najvise do 40 mg/L.
Iznimno od stavka 1. ovog ¢lanka ukupni sadrzaj sumpornog dioksida kod vina sa ostatkom
Secera ve¢im od 5 g/L, izraZzeno kao invertni Secer, moze biti:
— 210 mg/L kod crnih vina, od toga slobodnog najvise do 40 mg/L,
— 260 mg/L kod ruzicastih 1 bijelih vina, od toga slobodnog najvise do 50 mg/L;
— 300 mg/L, od toga slobodnog najvise 50 mg/L kod vina sa oznakom kasna berba;
— 350 mg/L, od toga slobodnog najvise 60 mg/L kod vina sa oznakom izborna berba;
— 400 mg/L, od toga slobodnog najvise 70 mg/L kod vina sa oznakom izborna berba bobica,

izborna berba prosusenih bobica i ledeno vino.
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Clanak 7.

Hlapljiva kiselost, izrazena kao octena kiselina, u proizvodima u prometu ne smije biti
veca od:
— 0,8 g/ u mostu u fermentaciji i mladom vinu;
— 1,0 g/L u ruziCastim 1 bijelim vinima;
—1,2 g/L u crnim vinima, u vinima kasne berbe i vinima izborne berbe;
— 1,8 g/L u desertnim vinima, vinima izborne berbe bobica, vinima izborne berbe prosusenih
bobica i ledenom vinu.

Navedene granice hlapljive kiselosti iz stavka 1. ovog ¢lanka odnose se na sve
proizvode od grozda proizvedenog u Republici Hrvatskoj.

Iznimno od odredbe stavka 1. ovog ¢lanka, hlapljiva kiselost moze biti veca, kod vina

s ukupne alkoholne jakosti vece od 13 vol %.

S obzirom na koncentraciju Secera analizirano vino moze se svrstati u suha vina s
obzirom da je ukupna koncentracija neprevrelog Secera manja od 4 g/L. Promatrajué¢i RS
vrijednosti vidi se da koncentracija Secera pada tijekom fermentacije, Sto prati porast
volumnog udjela etanola nakon prvog mjerenja, a vrijednosti se razlikuju ovisno o metodi

mjerenja.

Koncentracija ukupnih kiselina u vinu je od samog pocetka bila vrlo visoka i tijekom
fermentacije je bila priblizno konstantna Sto se i1 vidi na grafu. Ukupna kiselost odgovara
Pravilniku o proizvodnji vina, Clanak 13., prema kojem je dozvoljena maksimalna ukupna
kiselost do 14 g/L. Udio hlapljivih kiselina izrazen kao octena kiselina tijekom fermentacije je
padao s iznimkom u tre¢em mjerenju. Ukupna koncentracija hlapljivih Kiselina je u granicama
dozvoljenim Pravilnikom, Clanak 7. (do 0,8 g/L) i iznosi 0,48 g/L.

Udio SO, u pocetku je konstantan, zatim raste pa ponovno pada. Ukupna koncentracija

sumpornog dioksida odgovara Pravilniku.

Koncentracija kvasaca dobivena brojanjem u Thomaovoj komorici varirala je tijekom

mjerenja, a konacno je iznosila 1,44 x 10°st/mL
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5.2. Papirna kromatografija

Kromatogram sadrzi 5 fronti od kojih 4 odgovaraju standardnim otopinama kiselina, a
1 odgovara uzorku analiziranog vina. Usporedujuci prijedene putove kiselina i uzorka (Rt

vrijednosti) vidimo da uzorak sadrzi jabu¢nu, vinsku i limunsku kiselinu.

5.3. Odredivanje koncentracije glicerola

Glicerol je indikator kvalitete vina, a na njegovu koncentraciju utjece zrelost grozda,
mikroorganizmi, tip koriStene opreme u vinskom podrumu, pH, temperatura fermentacije,
izvori dusika te soj kvasca koji provodi fermentaciju. Koncentracija glicerola u analiziranom
bijelom vinu iznosi 4,596 g/L §to odgovara rasponu prosjeéne koncentracije glicerola u suhim

stolnim vinima koji je otprilike 4 - 10 g/L.
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6. ZAKLJUCCI
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Analizirano domace bijelo vino obiteljske vinarije I1¢i¢ sadrzavalo je:

1. 7,65 vol % alkohola;

2. 8,04 g/L ukupnih kiselina;

3. 0,48 g/L hlapljivih kiselina;

4. 9,6 mg/L slobodnog SO,, 3,2 mg/L vezanog SO, 12,8 mg/L ukupnog SO,.

5. 1,21 g/L reducirajucih Secera;

6. Jabu¢nu, vinsku i limunsku kiselinu;

7. Koncentraciju glicerola 4,596 g/L.

8. Svi izmjereni parametri slazu se s Pravilnikom 0 vinu iz 1996. Godine.
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