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1 UVvOD

Autenti¢nost i podrijetlo prehrambenih proizvoda su teme velikog interesa za prehrambenu
industriju, ne samo za potrosace ve¢ i za proizvodace 1 distributere. Upotreba zemljopisnih
oznaka omogucuje proizvodacima prepoznatljivo trziste, a Cesto i vrhunsku cijenu. Posljednjih
godina je napravljen veliki napredak u odredivanju autenti¢nosti hrane, pogotovo u podrucju
utvrdivanja zemljopisnog podrijetla. U primjenjivanim metodama se obi¢no kombiniraju brojne
kemijske analize s multivarijantnim statistickim analizama kemijskih podataka, kako bi
identificirali i klasificirali agrokulturalne proizvode prema zemljopisnom podrijetlu. Osim
mineralnog sastava, posebna pozornost se skrec¢e i na potencijal koji u daljnjim istrazivanjima

pruza i istrazivanje omjera izotopa odredenih elemenata.

Vino je proizvod koji se Siroko konzumira diljem svijeta, a opsezno se istrazuje zbog prijevara,
ukljucujuéi krivotvorenje dodavanjem vode i/ili Secera, lazne godine berbe i zemljopisna
podrijetla. Vino je po kemijskom sastavu vrlo sloZena otopina razli¢itih elemenata, organskih i
anorganskih spojeva, te njihovih kompleksa. Na sastav vina utjecu brojni ¢imbenici koji su
povezani s regijom proizvodnje, primjerice sorta vinove loze, tlo i klima, kvasci, postupci pri

proizvodnji vina, te socijalno demografski uvjeti.

Svrha ovog rada je utvrdivanje geografskog podrijetla hrvatskih vina na osnovu mineralnog
sastava i omjera stabilnih izotopa™C i **C. U odabranim uzorcima odrediti ¢e se mineralni sastav

primjenom ICP-MS metode, a omjer stabilnih izotopa *2C i *3C biti ¢e odreden IRMS metodom.



2 TEORIJSKI DIO

2.1 AUTENTICNOST PREHRAMBENIH PROIZVODA

Sve veca svijest javnosti o kvaliteti i sigurnosti hrane dovela je do ubrzanog rasta na polju
utvrdivanja auteticnosti hrane. Globalizacija trziSta hrane podrazumijeva da potrosaci dolaze u
kontakt s raznovrsnom hranom, pa su neki europski i svjetski potrosaci izrazili zabrinutost zbog
manjka informacija. Unato¢ napretku i razvoju novih metoda, raznolikost i raznovrsnost
namirnica, njihov kemijski sastav i fizikalna svojstva predstavljaju izazov u kojem se i dalje
pomicu postojeCe granice i popunjavaju praznine utvrdivanja autenti¢nosti hrane. Posebnu
paznju su privukla svjetska zbivanja vezana uz patvorenja i kontaminacije hrane, kao sto je

slu¢aj sa mlijekom u Kini i svinjskim mesom u Irskoj, oboje 2008. godine (Ellis i sur., 2012).

Problem autenti¢nosti hrane nije moderni problem ili fenomen uzrokovan djelovanjem medija i
pritiska javnosti, ve¢ je podrucje koje se paralelno istrazuje od pocetaka proizvodnje hrane. Tako
je njemacki znanstvenik Accum, kao jedan od ranih predstavnika moderne znanosti, pocetkom
19. stoljeca, istrazivao patvorenja i kontaminacije hrane. To je bio prvi zabiljezeni, ozbiljniji
pokusaj da se prikazu posljedice nekontroliranog dodavanja aditiva i opasnosti patvorenja

namirnica (Accum, 1820).

Sredinom 19.stolje¢a, Hassal se nadovezuje na Accumova saznanja istraZivanjem koje je
ukljucivalo analizu patvorenja na vise od tisucu uzoraka hrane i pi¢a (Hassal, 1855). Zakonski
okvir prati korak sa znanstvenim istrazivanjima pa 1860. godine u Ujedinjenom Kraljevstvu
izlazi “Akt o patvorenju” (eng. Adulteration Act), a ve¢ 1875 . godine i Zakon o prodaji hrane i
lijekova (eng. Sale of Food and Drugs Act), koji su posluzili kao podloga za brojne moderne,

globalne regulative.

Unato¢ nastojanjima, u 21. stolje¢u je 1 dalje vidljivo da malverzacije hranom ne poznaju
granice. Zabiljezeni su brojni pokusaji patvorenja velikog broja proizvoda, kao §to su cokolada,

vino, viski, maslac, ¢aj, sir, mlijeko, ulje i drugi (Bricout i sur., 1987; Parker i sur., 1998;
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Rossman i sur, 2000; Kelly i Rhodes, 2002; Kokkinofta i sur., 2013). Patvorenja se javljaju zbog
brojnih razloga, a najces¢e su povezani sa financijskom dobiti. Porast profitabilnosti se postize
prividnim povecanjem kvalitete proizvoda, kako bi se oponasala kvaliteta ve¢ poznatog

proizvoda ili produzila njegova trajnost (Toher i sur., 2007)..

Svjetska zdravstvena organizacija (eng. World Health Organisation; WHO) je u 2007. godini
prijavila kinesku krizu s mlijekom kao jednu od najvecih sigurnosnih prijetnji s kojima se
organizacija susrela u posljednjim godinama. Istrazivanje se proSirilo na internacionalne
razmjere i ukljucivalo je jaja u prahu u Japanu i Juznoj Koreji, svjeza jaja u Hong Kongu, kekse
u Svicarskoj, slatkise u Novom Zelandu, pradak za pecivo u Maleziji i proizvode u mnogim

drugim drzavama svijeta sa potencijalno patvorenim proizvodima (Ellis i sur., 2012).

Osim ocitog problema sigurnosti, modern0 otvoreno trziSte predstavlja jo§ jedan problem -
izvornost proizvoda. Regionalno oznafeni prehrambeni proizvodi nerijetko sa oznakom
podrijetla nose oznake ocekivane kvalitete koja opravdava povecanu cijenu. Poseban fokus imaju
vino i maslinovo ulje, kao neke od najcjenjenijih i regionalno specifiénih proizvoda (Pereira i

Martins-Lopes, 2018).

2.2 AUTENTICNOST VINA

U svijetu vina, autenti¢nost nije samo pozeljna, veé se aktivno istrazuje i1 dokazuje. Autenti¢nost
vina se opsezno istrazuje, jer vina, zbog kemijskog sastava i proizvodnje Sirom svijeta, mogu biti
lako patvoreni proizvod. Mnoge zemlje i zemljopisna podrucja su poznati po proizvodnji
vrhunskih vina, i etiketa sa zemljopisnim podrijetlom vina, $to u konacnici pridonosi njegovoj
komercijalnoj vrijednosti (Luykx i Ruth, 2008). Utvrdivanje zemljopisnog podrijetla vina je
pitanje od najvece vaznosti za zemlje diljem svijeta, kako bi se zastitili kvalitetni proizvodi u
slucaju laznih izjava o njihovom zemljopisnom podrijetlu. Lazne izjave izvornosti mogu dovesti

do negativnog gospodarskog utjecaja na industriju vina (Versari i sur. 2014).



U vinskoj industriji postoje brojni primjeri kako proizvodaci koriste razli¢ite metode
krivotvorenja kako bi povecali profit. Procjena autenti¢nosti vina ukljucuje provjere nekoliko
tvrdnji, kao Sto su zemljopisno podrijetlo, godina berbe i nacin proizvodnje. Shodno tome
metode istrazivanja podrazumijevaju da kemijski sastav poljoprivrednih proizvoda, kao §to je
vino, odrazavaju sastav tla zemlje na kojoj je raslo (Rebolo i sur., 2000). Ta teorija se kroz
literaturu uveliko istrazuje u brojnim zemljama-proizvodacima vina, gdje se usporeduju
regionalna vina, kao i vina iz razli¢itih zemalja (Larcher i Nicolini, 2001; Angus i sur., 2006;
Fabiani i sur., 2010; Di Paola-Naranjo i sur., 2011; Fabrina i sur., 2011.; Coetzee i sur., 2011,
Coetzee i sur., 2014; Pisano i sur., 2014).

Vinska industrija treba analiticke alate za provjeru autenti¢nosti visokovrijednih proizvoda, kako
bi zastitili svoje oznake kvalitete i izvornosti. Idealno, ti alati trebaju omoguditi brzu i jeftinu
analizu u bilo kojem trenutku duz distribucijskog lanca. Buduéi da se proizvodna podrucja Sire, a
time 1 vidljive oznake izvornosti i kvalitete, to se odrazava u konac¢noj cijeni gotovog proizvoda,
stoga je odredivanje zemljopisnog podrijetla jedan od primarnih zahtjeva pri potvrdivanju
autenti¢nosti vina. Pitanje zemljopisne identifikacije vina postalo je klju¢no, pogotovo kada se

odnosi na manje proizvodne povrSine (Bernardova i sur., 2013).

Temeljna pretpostavka je da se vina razlikuju po regijama na osnovu svoga mineralnog sastava,
budu¢i da se mineralne tvari uglavnom crpe iz tla. Nadalje, predpostavka je da mineralne tvari,
preko korijena, dospjevaju do bobica grozda u istim izotopnim omjerima u kojima se pojavljuju
u tlu na kojem raste loza (Almeida i Vasconcelos 2003). Opcenito, elementi koji su odabrani kao
deskriptori za zemljopisno podrijetlo vina bi trebali imati snaznu povezanost izmedu sastava vina
I geokemije tla. Medutim, ne smije se zaboraviti da na elementarni profil vina moze utjecati
nekoliko ¢imbenika, kao $to su onecis¢enje okolisa, vinogradarske prakse, klimatske promjene i

procesi proizvodnje vina, $to utje¢e na mineralni sadrzaj vina (Geana, 2016).

Dodatak Secera odsecerne repe, Secerne trske ili koncentriranog mosta u masulj, ili vino,
povecéava prirodnu koncentraciju etanola, a time i vrijednost vina. Ipak, ovakvi poduhvati su
legalni samo u posebnim regijama ili berbama koje imaju manjak sunc¢anih dana tijekom sezone
zrenja, $to dovodi do niskih koncentracija Sefera u grozdu. Prema Zakonu o vinu u RH nije
dozvoljeno dodavanje Secera, koncentriranog mosta ili drugih slatkih tvari u masulj, most ili

vino, osim ako Zakonom nije drugacije odredeno (Zakon o vinu, NN 96/03, 25/09, 22/11, 55/11,
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82/13, 14/14). Dodatak vode, kako bi se povec¢ao volumen, se takoder smatra vinarskim
patvorenjem. Vazno je spomenuti da se u ovim slu¢ajevima ¢esto narusava prirodna stabilnost

vina (Pordevic i sur., 2013).

Kako bi se neko vino smatralo autenticnim, osnovni preduvjet je provjera uskladenosti sa
zakonskim regulacijama zemljopisne regije u kojoj je proizvedeno. U Tablici 1. su prikazane

trenutne zakonske regulacije u Republici Hrvatskoj, povezane sa autenti¢nosti vina.

Tablica 1. Trenutne zakonske regulative na podru¢ju vina u RH povezane sa autenti¢nosti vina

NN 96/03, 25/09, 22/11,

Zakon o vinu 55/11, 82/13, 14/14

. . NN 96/96, 7/97, 117/97,
Pravilnik o vinu

57/00
Lista zemljopisnih oznaka NN 6/04, 111/08
Pravilnik o nacionalnoj listi priznatih kultivara vinove loze NN 53/14

i L ‘.. . NN 74/12, 80/12, 48/13,
Pravilnik o zemljopisnim podrucjima uzgoja vinove loze

159/13
Pravilnik o proizvodnji vina NN 2/05, 137/08, 48/14
Zakon o zajednickoj organizaciji trzista poljoprivrednih proizvoda i
posebnim mjerama i pravilima vezanim za trZiste poljoprivrednih NN 82/13, 14/14

proizvoda

Pravilni — . s
ravilnik o stavljanju u promet vina i vina sa zasticenom oznakom NN 142/13, 49/14

izvornosti

Pravilnik o oznacavanju vina oznakom sorte vinove loze NN 79/17

Pravilnik o zasti¢enim oznakama izvornosti i zasti¢enim oznakama NN 141/10, 31/11, 78/11,
zemljopisnog podrijetla, tradicionalnim izrazima i oznacavanju vina 120/12
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http://narodne-novine.nn.hr/clanci/sluzbeni/2013_06_82_1735.html
http://narodne-novine.nn.hr/clanci/sluzbeni/2014_02_14_272.html
http://narodne-novine.nn.hr/clanci/sluzbeni/2013_11_142_3050.html
http://narodne-novine.nn.hr/clanci/sluzbeni/2014_04_49_946.html
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http://narodne-novine.nn.hr/clanci/sluzbeni/2010_12_141_3583.html
http://narodne-novine.nn.hr/clanci/sluzbeni/2011_03_31_699.html
http://narodne-novine.nn.hr/clanci/sluzbeni/2011_03_31_699.html
http://narodne-novine.nn.hr/clanci/sluzbeni/2011_03_31_699.html
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Kroz znanstvenu literaturu se moze uociti da se za istrazivanje autenti¢nosti vina koriste razlicite

analiti¢ke metode.

U 2012. godini istrazivanje Belajove i Suhaja je za zadatak imalo ocijeniti kakvocu slovackih
vina sa zaStiCenom zemljopisnom oznakom koja potjece od konvencionalne i organske
proizvodnje u skladu s europskim propisima o vinu te ih razlikovati na temelju kompozicijske
analize nekih sastojaka vina, uglavnom saharida i glicerola. U tu svrhu odredena je koncentracija
glukoze i fruktoze, omjera glukoza/fruktoza i omjera glicerol/etanol. Tehnika tekucinske
kromatografije visokog ucinka (HPLC) koriStena je za ispitivanje 14 organskih 1 21
konvencionalnih suhih i crnih vina, kao i vinove loze. Zakljuéeno je da procjena na osnovu
koncentracije saharida i glicerola daje okvirno dobru informaciju o stupnju zrelosti grozda i
uvjetima fermentacije, ali 1 daje previSe rasprSene rezultate kako bi se mogli izvesti pouzdani
zakljucci o zemljopisnom podrijetlu. Iako je veéina radova objavljenih do tada ukazivala na
separaciju veceg broja vinskih fenola u jednoj kromatografskoj analizi, u ovom radu je
primje¢eno da je metoda prikladna za manji broj fenola i da su potrebne daljnje prilagodbe

parametara kako bi se povecala uspjesnost metode (Belajova i Suhaj, 2012).

Moguénost Klasifikacije crvenih i bijelih uzoraka vina prema sortnom i zemljopisnom podrijetlu,
ispitivana je u slovenskim vinima, odredivanjem jednostavnih enoloskih deskriptora. Utvrdeni su
sljede¢i enoloski parametri: relativna gusto¢a (u g / mL na 20° C), sadrzaj ukupnog ekstrakta (g /
L), ukupna kiselost (g / L), hlapljivost (g / L), hlapljiva kiselost (g / L), pepeo (g / L), slobodni
SO2mg / L), reducirajuéi Seceri (g / L), ekstrakt bez Secera (g / L), etanol (u %) i pH. Utvrdeno je
da su svi prouceni deskriptori odabrani za karakterizaciju uzoraka vina statisticki znacajni u
odnosu na razlikovanje crvenih 1 bijelih vina. UoCene su brojne razlike u odnosu na njihovu
vaznost s obzirom na kategorije ciljanih varijabli- sorta, zemljopisno podrucje i godina berbe
(Bernardova i sur., 2013).

Hrvatska je zemlja sa dugom tradicijom uzgoja vinove loze i proizvodnje vina, sa oko 200 vrsta
registriranih  u  Ministarstvu  poljoprivrede. Prema popisu kultivara, graSevina je
najrasprostranjenija bijela sorta grozda, a slijedi je Istarska Malvazija, §to ukazuje da bijela vina

imaju velik znacaj u Hrvatskoj tradicionalnoj proizvodnji (NN 53/14).



U istrazivanju provedenom 2016. godine, hrvatska bijela vina su podvrgnuta metodi matricom
potpomognutom ionizacijom laserskom desorpcijom (MALDI-TOF/MS), §to se pokazalo kao
relativno jednostavna i brza tehnika za razlikovanje. lako metoda koja se inaCe koristi u
diferencijaciji ulja, dobar omjer rezultata i smetnji ide u prilog predlozenom daljnjem
istrazivanju na uzorcima vina. Ovo bi moglo dovesti do razvoja nove, brze, jednostavne i

reproducibilne metode za procjenu autenti¢nosti vina (ReSetar i sur., 2016).

Istrazivanjem 2017. godine, Leder i1 suradnici su metodom spektrometrije opticke emisije
induktivno spregnute plazme (ICP-OES) proucili uzorke bijelog vina u cilju diferencijacije vina
iz razlicitih regija na osnovu mikro i makroelemenata. Analizom varijance utvrdene su statisticki
opravdane razlike u koncentracijama pojedinih elemenata izmedu vina ispitivanh zasti¢enih
oznaka izvornosti. Rezultati PCA analize su potvrdili razli¢itost izmedu pojedinih ZOI-a, kao i
vaznost pojedinih elemenata u sastavu vina odredenih UOI-a u Republici Hrvatskoj (Leder i sur.,
2017).

Elementarni profil uzoraka 188 vina sakupljenih iz razli¢itih kineskih pokrajina je analiziran
pomoc¢u tri metode: masene spektrometrije induktivno spregnute plazme (ICP-MS),
spektrometrije opticke emisije induktivno spregnute plazme (ICP-OES) i spektroskopijom
masenih omjera izotopa (IRMS). Rezultati istraZivanja su pokazali da je kombincija rezultata
omijera izotopa kisika *°0 i rezultata mineralnog profila obeéavajuéa metoda u autentifikaciji

kineskih vina (Fan i sur., 2018).

2.3 MINERALNI SASTAV VINA

Vino je namirnica kompleksnog sastava - u njemu su prisutni brojni organski i anorganski
spojevi. Kvaliteta i svojstva vina su uvjetovani udjelom i medusobnim omjerima pojedinih
sastojaka, a mineralni sastav vina zauzima visoko mjesto vaznosti. Osim svojstava vina,

mineralni sastav ima i veliki utjecaj na konzumaciju i sigurnost konzumacije vina, pa je



poznavanje sastava nuzno i zbog moguce toksi¢nosti i utjecaja na zdravlje potrosaca (Aceto i sur,

2002).

Na sastav vina utjeCu mnogi Cimbenici kao Sto su sorta grozda, tlo i klima, kvasac, vrsta vina
koje se proizvodi, transport i skladistenje (Bertoldi i sur., 2011). Svi Oni imaju vaZan utjecaj na
kvalitetu vina, a od iznimne su vaznosti za razlikovanje vina i otkrivanje mogucih patvorenja.
Ovi ¢imbenici posebno su vazni za vina proizvedena koriStenjem odredenih sorti grozda,
kultiviranih u posebnim zemljopisnim podru¢jima, pod kontroliranim uvjetima uzgoja i

proizvodnje vina sa zasticenim oznakama izvornosti (ZOl) (Alvarez i dr., 2007).

Vinova loza uzima minerale iz tla, preko korijenskog sustava i prenosi ih dalje do svih organa
koji onda mikro i makroelemente koriste za normalan rast i razvoj biljke. Minerali takoder ulaze
i u veliki broj spojeva koji ¢ine gradevne jedinice biljnih organizama i na taj nadin utjeCu na
cijeli razvoj vinove loze, a naro€ito na proizvodnju bobica grozda. Minerali utjecu i na veliki
broj spojeva koji sudjeluju u razli¢itim kemijskim procesima u bobicama, §to se uveliko moze

odraziti na most i vino (Mullins i sur., 1991).

Mikro i makroelementi su od posebne vaznosti za most jer direktno utjecu na proces alkoholne
fermentacije. Reguliranjem sadrzaja makro i mikroelemenata u mostu za vrijeme fermentacije
regulira se hranjenje kvasaca, a na taj nacin se direktno regulira i alkoholna fermentacija. Vazno
je navesti da elementi kao Zeljezo, bakar, mangan, sumpor, magnezij i dr., ulaze u sastav enzima
kvascevih stanica 1 tako sudjeluju u procesu fermentacije. Osim utjecaja na fermentaciju, ovi
elementi utjeu 1 na vazne fizikalno-kemijske procese u vinu kao §to su stabilizacija vina, te
razlicita kataliticka ili regulacijska djelovanja. U vinu se nalaze isti minerali kao i u mostu, ali u
manjoj koli¢ini buduéi da jedan dio utrose kvasci, a veéi dio prelazi u netopljive spojeve, te se
talozi. Mnogi elementi mogu negativno utjecati na kvalitetu vina sudjelujué¢i u procesima
talozenja tartarata, oksidacije vina, te pojavom zamuéenja (McKinnon i Scollary, 1997; Larcher i

Nicolini, 2001; Pessanha i sur., 2010).

Odredivanje metala u vinima se rutinski provodi u vecini enoloskih laboratorija jer je razina
odredenih elemenata zakonski ograni¢ena. Pravilnikom o vinu (NN, 34/95) u RH regulirane su i

dozvoljene razine odredenih elemenata (Tablica 2).



Tablica 2. Djelomi¢ni prikaz nekih mikro i makroelemenata definiranih Pravilnikom o vinu
(NN, 34/95)

Element Kemijski symbol Najvisa doz_‘_]‘)ljen_a
koncentracija u vinu

Olovo Pb 0,3 mg/L

Cink Zn 5,0 mg/L

Srebro Ag 0,1 mg/L

Bakar Cu 1,0 mg/L

Kadmij Cd 0,01 mg/L

Arsen As 0,2 mg/L

Antimon Sb 0,2 mg/L

Aluminij Al 10,0 mg/L

Krom Cr 0,1 mg/L
10 mg/L bijela vina

Zeljezo Fe 15 mg/L ruzicasta vina
20 mg/L crna vina

Nikal Ni 0,1 mg/L

Natrij* Na 20 mg/L (kao ¢isti Na)

Brom Br 1,0 mg/L

* RjeSenjem za oznadavanje vina s oznakom kontroliranog porijekla, moZe se dopustiti veca koli¢ina natrija u vinu, ako je natrij svojstven za

odredeno vinogradarsko podrudje.

Mineralni profil se pokazao kao najbolji kriterij za istrazivanje diferencijacije prema
zemljopisnom podrijetlu zbog izravnog odnosa s tlom. Ova diferencijacija se moze provesti

odredivanjem sastavnih elemenata ili elemenata u tragovima. Takoder treba napomenuti da



klimatski uvjeti utjeCu na potrebne fungicidne tretmane vina koja odreduju razinu bakra u
grozdu, a edaficka svojstva tla utjeCu na razinu metala kao Sto su Na, Ca, K i Fe u grozdu.
Sadrzaj pojedinih elemenata u vinu moze biti pod utjecajem ¢imbenika kao §to je njihova u tlu,

praksama gnojidbe i uvjetima prerade grozda (Alvarez i dr., 2007).

Podatci o mineralnom sastavu mikro i makroelemenata hrvatskih vina su relativno oskudni u
usporedbi sa stranom literaturom, a vazno je napomenuti kako se u literaturi, u velikom broju

istrazivanja, mineralni sastav koristi kao osnova za utvrdivanje geografske pripadnosti vina

(Theil i Danzer, 1997; Larcher i Nicolini, 2001; Alvarez, 2007; Coetzee, 2011., Coetzee, 2014).

2.4 UTVRDVANJE AUTENTICNOSTI VINA

Kroz dostupnu znanstvenu literaturu se moze susresti primjena razli¢itih analitickih metoda za
odredivanje autenti¢nosti vina - od klasi¢nih gravimetrijskih i titrimetrijskih metoda do
spektrometrijskih metoda. Uz razli¢ite metode atomske apsorpcijske spektrometrije, primjenjuju
se metode spektrofotometrije, kompleksometrijske titracije, diferencijalne pulsne polarografije i
rendgenske fluorescencije za odredivanje Zeljeza, bakra i arsena, te elektokemijske metode za

odredivanje raznih metala (Aceto i dr., 2002).

Odredivanje metala u vinu redovito se provodi u vecini enoloskih laboratorija jer pojedini
elementi moraju biti pod nadzorom u skladu sa zakonom. Nekoliko zemalja, ukljucujuci
Hrvatsku, ima zahtjeve koji ograni¢avaju sadrzaj pojedinih metala u vinu, a proizvodaci ih

moraju ispuniti kako bi dobili pravo uvoza (Aceto i sur., 2002).
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2.4.1 Atomska apsorpcijska spektrometrija (ASS)

Atomske spektroskopije sluze u analizi metala i metaloida. Temelje se na tri procesa: atomskoj
apsorpciji, atomskoj emisiji i atomskoj fluorescenciji. Temelj atomske apsorpcijske
spektrometrije je pobuda elektrona u vanjskoj ljusci metalnog atoma tj. prijelaz slobodnog atoma
u viSe energetsko stanje, npr. apsorpcijom toplinske energije ili energije zracenja.

Energetske razlike ovih prijelaza su odredene atomskom strukturom elementa buduéi da je
energija emitiranog ili apsorbiranog fotona karakteristicna za element (Beaty i Kerber, 2002).
Ova metoda se primjenjuje za kvalitativno i kvanitativno odredivanje priblizno 70 elemenata.
ASS se moze primjeniti samo na proucavanje atoma u plinovitoj sredini, u kojoj su pojedinacni
ioni medusobno dobro razdvojeni. Kako bi se to postiglo, primjenjuje se atomizacija, proces
kojim se uzorak isparava i razgraduje uz nastanak atomske pare. Atomizacija je najkriti¢niji
korak kod ASS metoda jer je njenom ucinkovitosc¢u i reproducibilno$¢u odredena osjetljivost,
preciznost i to¢nost metode.

Najcesce metode atomizacije su: (i) atomizacija u plamenu, (ii) elektrotermicka atomizacija, (iii)
atomizacija u induktivno spregnutoj plazmi, (iv) atomizacija u plazmi istosmjerne struje (Skoog i
sur, 1999).

ASS sa elektotermi¢kom atomizacijom se koristi u odredivanju Mn, Cd i Pb u vinima. Direktno i
istovremeno odredivanje viSe elemenata u tragovima je naroc¢ito pogodno za rutinske analize u

laboratorijima jer smanjuje troSkove i trajanje samih analiza (Freschi i dr., 2001).

Plamena atomska apsorpcijska spektrometrija (eng. Flame Atomic Absorption Spectroscopy) se
uglavnom koristi u analizi vina, prvenstveno zbog niske cijene instrumenta $to tehniku ¢ini lako
dostupnom vecini enoloskih laboratorija. S obzirom na kompromis izmedu potrebnog troska i
osjetljivosti, ASS u plamenu se smatra dobrom metodom za odredivanje alkalijskih i
zemnoalkalijskih metala u vinu, kao i za odredivanje Cu, Fe, Mn i Zn. Kao manu svakako treba
navesti da metoda nije primjerena za odedivanje toksi¢nih elemenata kao As, Cd, Cr, Hg i Pb,

osim za uzorke sa visokim koncentracijama toksikanata (Aceto i dr., 2002).

Frias i1 suradnici su proucili koncentracije 11 metala (K, Na, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn, Mn, Sr, Li i

Rb), odabranih prema njihovom enoloskom znacaju 1 informacijama koje mogu pruziti o
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vinskom geografskom podrijetlu. U istrazivanju su koristena suha i slatka vina s otoka EIl Hierro,
La Palma i Lanzarote, kako bi se utvrdio utjecaj metala na zrenje grozda i1 proucio odnos izmedu
sadrzaja metala i zemljopisnog porijekla vina pomocu ASS metode. Izmedu uzoraka su
pronadene znacajne razlike u koncentracijama metala, ovisno o otoku s kojeg je vino dobiveno.
Linearna diskriminantna analiza je pokazala da su koncentracije Rb, Mn, Na i Sr pouzdani
diskriminacijski elemeti na osnovu kojih se moze razlikovati zemljopisno podrijetlo uzoraka

(Frias i sur., 2002).

Glavni nedostatak ASS-a je Sto se pri mjerenju naj¢e$ée odreduje jedan ili nekoliko elemenata,
priprema uzorka je zahtjevna i dugotrajna, te iziskuje velike koli¢ine potrebnih kemikalija. Kao
dobra alternativa pokazalo se koristenje induktivno spregnute plazme (ICP). Siroki linearni
dinamicki raspon ove tehnike (do Sest redova veli¢ine) omogucéuje istodobno odredivanje
nekoliko analita od elemenata do elemenata u tragovima. Visoka temperatura plazme (oko 10

000 K) daje optimalne uvjete za uc¢inkovito “razbijanje” organske tvari (Aceto i sur., 2002).

2.4.2 Spektrometrija opticke emisije induktivno spregnute plazme (ICP-OES)

Metoda spektrometrije opticke emisije induktivno spregnute plazme (ICP-OES, engl. Inductively
Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry) je multielementarrna metoda sa vrlo dobrom

detekcijom, visokom pouzdanoScu i velikom brzinom odredivanja analita.

U optickoj emisijskoj spektrometriji uzorak se podvrgava temperaturama koje su toliko visoke da
ne uzrokuju samo disocijaciju na atome, ve¢ i pojavu pobudivanja i ionizacije atoma u uzorku.
Kad se atomi i ioni nadu u pobudenom stanju oni emitiraju odredenu koli¢inu energije prilikom
povratka u osnovno stanje. Intenzitet emitirane svjetlosti pri specifi¢noj valnoj duljini se mjeri i

koristi za odredivanje koncentracije pojedinog elementa (Boss 1 Fredeen, 1999).

Prema definiciji, plazma je vodljiva plinska smjesa koja sadrzi znatnu koli¢inu kationa 1
elektrona. U argonskoj plazmi primjenjenoj za emisijske analize, ioni argona i elektroni su

osnovne vodljive vrste, iako vodljivosti pridonose i kationi uzorka. loni argona, jednom stvoreni
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u plazmi, apsorbiraju dovoljno snage iz vanjskih izvora, koja odrzava temperature na
prikladnome stupnju za daljnju ionizaciju i beskona¢no odrzavanje plazme. Temperature plazme

mogu biti iznimno visoke, ¢ak do 10 000°C (Montaser i Golightly, 1992).

Kad atomi uzorka dolaze u podrucje promatranja u plazmi, oni su proveli ve¢ priblizno 2 ms pri
temperaturama od 6000°C do 8000°C. Ta vremena i temperature su dvostruke ili ¢ak trostruke, u
odnosu na one u najtoplijim gorivim plamenima. Na taj nacin, atomizacija je gotovo potpuna, a
ukljucene su 1 manje kemijske interferencije. Pojava ionizacijske interferencije je vrlo mala ili se
uopée ne javlja. S plazma-izvorom povezano je jo§ nekoliko prednosti. Kao prvo, atomizacija
nastaje u kemijski inertnoj okolini, §to pozitivno utjeCe na trajnost uzorka. Nadalje, temperaturni
presjek plazme je relativno jednolian, sa gotovo neprimjetnim razlikama u temperaturi, §to

omogucuje uglavnom linearne rezultate za velike raspone razli¢itih koncentracija (Skoog i sur.,

1999).

Zbog visoke temperature i stabilnosti plazme, utjecaj matriksa na rezultat mjerenja je znatno
smanjen, a to je naroCito vazno kod vina kao slozeng organskog matriksa. Ovom metodom

otvara se mogu¢énost analize i bez ikakve prethodne pripreme (Theil i Danzer, 1997).

Deset uzoraka bijelih i crnih vina kupljenih lokalnom supermarketu su podvrguti analizi
koncentracija Hg, i Pb (ICP-OES) i analizi koncentracija Ca, K, Cr, Mn, Sn, Cd (HG-ICP-OES).
Cilj istrazivanja je bio odrediti koncentracije toksi¢nih metala u uzorcima vina iz razli¢itih
djelova Turske. Zakljuceno je da kvantitativno odredivanje Zive, olova i1 kadmija zahtijeva
osjetljive analiti¢ke tehnike jer su obi¢no prisutne u tragovima i da se ICP-OES pokazao kao

dobra metoda za tu namjenu ( Aydin i sur., 2010).

2.4.3 Masena spektrometrija induktivno spregnute plazme (ICP-MS)

Kod ove metode, atomizacija se postiZe na isti nacin kao i kod ICP-OES metode, a kao detektor
sluzi maseni spektrometar. Na taj nacin se pridonosi visokoj osjetljivosti metode, ima vrlo nisko

pozadinsko zraCenje, limiti detekcije su u podrucju ng/L, a omoguceno je i1 kvantitativno
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odredivanje doslovno svih elemenata. Odredivanje elemenata u tragovima moze biti iznimno
teSko zbog potencijalnih smetnji i interferencija koje nastaju u uzorcima s visokim
koncentracijama velikog broja elemenata (relativno kompleksni matriks). Utjecaj matriksa i
pojava preklapanja se mogu znatno smanjiti odgovarajué¢im postavkama instrumenata za plazmu

i unos uzorka (Boss i Fredeen, 1999).

Analiza kineskog rizinog vina tri poznate vinarije u Kini provedeno je prema sadrzaju
mineralnog elementa u studiji 2012. godine. Spektrometrijom induktivno spregnute plazme (ICP-
MS) u 117 uzoraka odredeno je 19 minerala (Na, Mg, Al, K, Ca, Mn, Fe, Cu, Zn, V, Cr, Co, Ni,
As, Se, Mo, Cd, Ba i Pb). Zakljuceno je da “otisak™ (eng, fingerprint) koji daje mineralni sastav

moze sluziti kao u€inkovita metoda za odredivanje autenticnosti rizinih vina (Shen i sur., 2013).

2.4.4  Stabilni izotopi

Stabilni izotopi su izotopi jednog elementa koji su stabilni i koji tijekom vremena ne propadaju
kroz radioaktivne procese. Vecéina elemenata se sastoji od vise od jednog stabilnog izotopa. Na
primjer, vodik postoji kao dva stabilna izotopa (*H i 2H),ugljikpostoji kao dva stabilna izotopa
(*2C i C), a kisik postoji kao tri stabilna izotopa (*°0, 'O, *#0). U ve¢ini slu¢ajeva, najveca
koncentracija jedne vrste stabilnog izotopa obi¢no sadrzi najmanji broj neutrona za taj element.
Stabilni izotopi se moraju razlikovati od radioaktivnih izotopa nekog elementa. Radioaktivni
izotopi imaju konacan zivotni vijek i prolaze kroz reakcije propadanja kako bi formirali neki
drugi element. Vrijeme potrebno za ovo propadanje moze varirati u rasponu 0d nekoliko

trenutaka do tisu¢a godina (Ghidini i sur., 2006).

Vino i maslinovo ulje su jedni od najcjenjenijih prehrambenih proizvoda s obzirom na
komercijalne prijevare i patvorenja. Angerosa i sur. su napravili mjerenja koncentracija izotopa
3¢ i 80 ulja i nekih njegovih frakcija, kako bi se dobile informacije o zemljopisnom podrijetlu
maslinovog ulja proizvedenog u Grékoj, Maroku, Spanjolskoj, Italiji, Tunisu i Turskoj.
Primjenom statistickih postupaka pokazali su da uzorci ulja pokazuju trend klastera prema
razli¢itim klimatskim podrucjima uzgoja okoliSa plodova. Ipak, uocene su sli¢nosti u rezultatima

za uzorke iz susjednih zemalja koji imaju sli¢ne klime (Angerosa i sur., 1999).
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Kelly i Rhodes su istaknuli nove tehnike kao $to su spoj spektroskopije i specifi¢na izotopna

masena spektrometrija. Ova dostignu¢a nude moguénost pruzanja brzeg i poboljSanog otkrivanja

patvorenja biljnih ulja (Kelly i Rhodes, 2002).

Tablica 3. Stabilni izotopi i njihove koli¢ine izrazene u postotcima za elemente koji se najcesce

koriste u istrazivanjima autenti¢nosti hrane (Ghidini i sur., 2006)

Element Izotop Obilje (%)

Iy 99,985
Vodik

‘g 0,015

L2c 98,89
Ugljik

B¢ 1,11

Y 99,63
Dusik

5y 0,37

160 99,759
Kisik 70 0,037

180 0,204

32¢ 95,00

33¢ 0,76
Sumpor

34g 4,22

36g 0,014

845y 0,56

865y 9,86
Stroncij

87¢r 7.02

886y 82,56
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U vinu, IRMS se moze koristiti 1 za odredivanje zemljopisnog porijekla uzoraka i1 za otkrivanje
krivotvorenja. Gremaud 1 sur. su karakterizirali Svicarske vinograde i uspjeli su razlikovati pet
glavnih proizvodnih zona. Dobiveni su rezultati kombinirani sa varijacijama &'%0, s
elementarnim sastavom (Mn, Al, B, Ba, Ca, Fe, Mg, Na, Rb, Sr, Zn) i podatcima FT-IR analize
(Gremaud i sur., 2004).

Istrazivanje na talijanskim vinima, koje su proveli Pordevi¢ i suradnici, ocjenjuje metodu
trenutno prihvac¢enu za provjeru autenti¢nosti vina koja koristi stabilne omjere izotopa za
otkrivanje dodavanja $ecera i vode. Iz rezultata je vidljivo da ucinkovitost otkrivanja patvorenja
varira i ovisi 0 vrijednostima izotopnih omjera odredenog uzorka koji se obraduje i vrsti
patvorenja. Koriste¢i bogatstvo informacija dostupnih u europskoj vinskoj bazi podataka i
simulacijom realisti¢nih uzoraka 1 krivotvorenja, jasno je da se dobivaju znaCajna poboljSanja

primjenom multivarijatnih metoda (Pordevi¢ i sur., 2013).

Fokus u istrazivanju stabilnih izotopa su omjeri izotopa vodika, ugljika, dusika, kisika, sumpora 1
stroncija, prikazani u Tablici 3, koji se trenutno koriste u metodama istrazivanja zemljopisnog
podrijetla vina, usporedbom sa ve¢ poznatim uzorcima i materijalima (Ghidini i sur., 2006;
Camin i sur., 2017).

2.4.5 Maseni spektar stabilnih izotopa (IRMS)

Analiza hrane se drasti¢no poboljsala u zadnjih desetak godina i sve veéa je vjerojatnost da ¢e
krivotvorenja ili pogreSno oznacavanje prehrambenih proizvoda sve viSe do¢i do izrazaja, kako u
prehrambenoj, tako i u vinskoj industriji. Medutim, viSe suptilnih oblika modifikacija se

pojavljuju kao rezultat zelje proizvodaca da povecaju svoju dobit.

Jedna od najkorisnijih tehnika koja se koristi u ispitivanjima autenti¢nosti hrane je maseni

.....

prehrambenih proizvoda, posebno za otkrivanje dodanog Secera Secerne trske u voénim
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sokovima, vinima, azli¢itim alkoholnim pi¢ima, medu i dodatcima umjetnih aroma (Kokkinofta,

2013).

Za vrijeme fotosinteze, asimilacija ugljikovog plina u biljkama odvija se prema dva principa
ovisno o tipu metabolizma: metabolizam Cj3; (Calvinov ciklus) i C, (Hatch-Slackovput
razgradnje u fotosintezi). Ova dva nacina fotosinteze predstavljaju razliCite tipove
frakcioniranja izotopa. Seéeri, proizvodi fotosinteze, kao i etanol nastao fermentacijom iz tih
Se¢era podrijetlom iz Cs4 biljaka, imaju viSu razinu *C nego iz Cs biljka. Biljke kao §to je
vinova loza i Secerna repa pripadaju Cs grupi. Seéerna trska i kukuruz pripadaju C4 grupi.
Mjerenjem sadrzaja **C omogucuje se identificirati i kvantificirati $ecer porijeklom iz Cy4
biljaka (Secerne trske, SeCerne repe I kukuruza) koji se mogu dodavati proizvodima dobivenim
od grozda (most 1 vino). Kombinacijom informacija o sadrzaju BcCi deuterija omogucuje
kvantifikaciju mjesavine dodanih Secera ili alkohola porijeklom iz biljaka C3 i C4. Sadrzaj
izotopa 13C odreduje se iz ugljicnog dioksida dobivenog potpunim sagorijevanjem uzorka.
Uzorak je etanol ekstrahiran iz vina, odnosno destilat koji sadrzi od 92 % do 93 % masenog
udjela etanola. Za ekstrakciju etanola moze se primjeniti bilo koja metoda sve dok se u
destilatu dobiva 98,0 do 98,5 % od ukupnog alkohola prisutnog u uzorku vina (Metoda: OIV-
MA-AS312-06:R2001, International Organisation of Vine and Wine).

Analiza izotopnih omjera **0 / *°O koji se nalaze u vinskoj vodi, **C / 2C u etanolu i minerala u

vinu kori§tena je za analizu vina iz razligitih podrugja Brazila. Izotopna analiza 5'®0 vina i

minerala Mg i Rb bila su najucinkovitiji za razlikovanje regija. Koriste¢i izotopne omjere 1

mineralnu analizu i analizu kao parametar razlikovanja bilo je moguce klasificirati vina s juga

Brazila (Dutra, 2011).

Autenti¢nost 141 vina proizvedenh na Cipru dobivenih od grozda autohtonih i drugih vinovih
loza, ispitan je koriste¢i naprednu tehnologiju kao §to je SNIF-NMR i IR-MS za odredivanje
izotopa stabilne i ICP spektroskopije za neke teske metale. Spektroskopske karakteristike su
statisticki evaluirane koriste¢i razli¢ite kemometrijske metode. Odnos ovisnosti omjera
deuterij / vodik metilenskog mjesta u molekuli etanola (D / H) II, kao 1 6180 vrijednosti
vinske vode, bili su najkorisniji parametri. Izotopni rezultati su omoguéili kompletnu sliku o
regionalnoj varijabilnosti izotopa. Pokazano je da se metoda moze koristiti za istraZivanje

autenti¢nosti komercijalnih vina, kada se usporeduju s autenti¢nim uzorcima iz iste regije.
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lako je Kkorelacija stabilnih izotopa i teSkih metala u svrhu autenti¢nosti jo§ uvijek pod
istragom, preliminarni rezultati pokazuju da je metoda bila sposobna razlikovati ciparska vina
uglavnom zbog vrste vinifikacije (crvene ili bijele) i sorte grozda, a manje s obzirom na
zemljopisnom podrijetlo. To se pripisuje opsegu ciparskih vinograda i njihovih sli¢nih

klimatskih uvjeta (Kokkinofta, 2013).

Tablica 4. Prikaz dostupnih znanstvenih radova u kojima se koriste kombinacije metoda

odredivanja mineralnog profila vina i omjera stabilnih izotopa

Zemlja Parametri Metode Vino Autori
_ Omijer stabilnih izotopa **C/ **C i 0/ **0; Crna Dutrai sur.,
Brazil N ) IRMS/ AAS |
Koncentracije Mg, Mn, Ca, Rb, Li. vina 2013
; i 13~ 12~ i 18~/ 16 Crnai ; ;
o Omijer stabilnih izotopa ~°C/ “C i 0O/ ~0; SNIF-NMR/ biel Kokkinofta i
ipar ijela
P koncentracije teskih metala- Cd, Cr, Ni, Pb ICP/ IRMS _J sur., 2014
vina
Omijer stabilnih izotopa **C/ **C i ®®0/ **0; Crnai
) B ] ] IRMS/ICP- | Dinca i sur.,
Rumunjska | koncentracije As, Be, Bi, Co, Cr, Cu, K, Li, In, bijela
) MS ) 2016
TI, Se, Rb, V, U, Mg, Ni, Ba, Al, Cd,Fe,Ag | Zn vina
o By IRMS/ Crnai
] Omijer izotopa 180; koncentracije Ca, Al, § Fan sur.,
Kina ICP-MS/ bijela
Mg,B,Fe, K, Rb, Mn, Na, P, Co, Ga, As, Sr ) 2018
ICP-OES vina

Proizvodnja i konzumacija pjenusavih vina se znatno povecala u posljednjim godinama. Uz
povecéanu potraznju pojavljuje se potreba za provjerom autenti¢nosti pjenusavog vina, jer praksa
dodavanja CO, u pjenusava vina nije dopustena. Kontrola se moze vrSiti odredivanjem
koncentracije *C iz CO, jer Seéer dodan tijekom druge fermentacije odreduje izotopnu
vrijednost CO,, u skladu s procesom razgradnje. Iz tog razloga, cilj istrazivanja iz 2016. godine

bio je usporediti odnos izmedu vrijednosti BC mirnih i pjenusavih vina, kako bi se postavile
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grani¢ne vrijednosti za kontrolu karbonizacije. Analizirano je 38 vina koja su dobivena
laboratorijskom mikrovinifikacijom i 59 uzoraka komercijalnih pjenusavih vina IRMS metodom.
NajniZa vrijednost prirodnog **C u mirnom vinu je bila -24,7 %o, moze se predpostavitit da su
nize vrijednosti indikator industrijskog dodatka CO,. Medu komercijalnim pjenusavim vinima iz
Juzne Amerike ocijenjenih u ovoj studiji, 10% od uzoraka pokazalo je znakove karbonizacije
(Leonardelli i sur., 2016).

Uoceno je da noviji znanstveni radovi kombiniraju rezultate mineralnog profila vina sa IRMS
tehnikom odredivanja stabilnih izotopa za utrvrdivanje zemljopisnog podrijetla uzoraka vina. U
Tablici 4. su prikazani neki znanstveni radovi koji su koristili kombinirane metode odredivanja

mineralnog profila vina i omjera stabilnih izotopa.

2.5 UTVRDIVANJE ZEMLJOPISNOG PODRIJETLA VINA

U vinogradarstvu, pojam teroara (franc. terroir) se odnosi na utjecaj koji kompletna prirodna
okolina vinograda ima na krajnji proizvod — vino, odnosno na senzorske osobine vina uvjetovane
okoliSem groZda i stoga predstavlja vaZan opis povezanosti vina i njithovog podrijetla. Obuhvaca
1 prirodne ¢imbenike tla, klime i topografije, te ljudske uloge u upravljanju vinogradima (Van
Leeuven 1 Seguin, 2006). Tlo je jedan od najvaznijih ¢imbenika teroara, $to ga ¢ini od posebnog
interesa za procjenu utjecaja na okoli§ na mineralni sastav vinove loze. Mineralni sastav vina
odrazava okolinu u kojoj se uzgajala vinova loza (Bertoldi i sur., 2011; Pessanha i sur., 2010).
Kao posljedica toga, na proizvod grozda (tj. konzumno grozde, sok, vino) utjecat ¢e sastav tla.
Najvaznije karakteristike tla koje utjecu na mineralnu sastavu vinove loze su fizicka 1 kemijska
svojstva tla, poput tipa tla, strukture tla, dubine tla, plodnosti, temperature i vlaznosti, pH-
vrijednost, razdioba minerala unutar tla, te sadrzaj Ca (Likar i dr, 2015). Osim sastava tla, biotski
¢imbenici kao §to su sorta grozda i podloga na kojoj raste, kao i mikrobiom tla takoder mogu
imati duboke ucinke na dostupnost i prihva¢anje minerala iz tla (Wooldridge i sur., 2010;
Amorbs i sur., 2011).
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Odnosi izmedu okolisa i prehrambenog lanca ¢vrsto su povezani i sa geoloSkim ¢imbenicima kao
Sto su petrografija, mineralnost stijena, krajolik 1 klima, kao i ¢imbenici koji su specificno
korelirani s kemijom tla i koji se ticu metoda prijenosa elemenata od stijena do tla, pa dalje do
biljaka i ljudskih organizama. Iako se vinova loza moze prilagoditi mnogim vrstama tla, ono
znacajno utjeCe na grozde i sastav vina, Sto utjeCe na okus konacnog proizvoda. Vinova loza
uzgojena na jako propusnim tlima i pod uvjetima okoline s velikim dnevnim razlikama
temperature ima za rezultat brzi proces fotosinteze, vise koncentracije Secera te jaci intezitet i
osjet na nepcu (Xu i sur., 2009; Li i sur., 2012). Stoga, razliCite vrste tla mogu dovesti do
odstupanja u sastavu vina, ¢ak i pod istim klimatskim uvjetima. Krsko podrucje, odnosno tereni
izgradene od okrSenih karbonatnih stijena, karakterizira visoka propusnost zbog mnogobrojnih
pukotina razli¢itih dimenzija kojima protje¢e voda u slozenim podzemnim mrezama. Relativno
jednostavno zagadenje podzemnih voda i njihovih izvora, s obzirom na dinamiku napajanja u
krS§kom podrucju predstavlja znacajan problem. Za Republiku Hrvatsku je to vazno bududi da

oko 48% njenog teritorija ¢ini kr§ (Mandi¢ i sur., 2007).

Likar i suradnici su utvrdili varijabilnost mineralnog sastava vinove loze s obzirom na prostorni
polozaj u proizvodnim vinogradima duz istocne obale Jadrana, te je utvrdena i usporedena
razlika izmedu konvencionalnog i odrzivog upravljanja vinogradima. Faktorska analiza otkriva
tri ¢imbenika s jakim optereenjem K, P i Mn, koji obja$njavaju 67% ukupne varijance u
mineralnom sastavu. Varijacije ova tri elemenata mogu se objasniti abiotickim i bioti¢kim
parametrima tla, s koncentracijama K, Fe 1 Cu, sadrzajem organske tvari i vezikularna
kolonizacija koje pokazuju najsnaZnije ucinke na mineralni sastav vinove loze. Osim toga,
analiza podataka o aminokiselinskom sastavu pokazuje znacajne razlike izmedu razliCito
odrZavanih vinograda, s pove¢anom bioakumulacijom P i K u odrzivim vinogradima, dok je
koncentracija Zn povetana u konvencionalnim vinogradima. Klastriranje nije nalikovalo
grupiranju minerala u listovima loze prema opcoj potrebi vinove loze, ve¢ prema njihovim
interakcijama u vinogradu ili tlu i njihovim svojstvima. Ovi podatci potvrduju vaznost

upravljanja tlom i vinogradarstva u konceptu teroara (Likar i sur., 2015).
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2.5.1 Vinogradarske regije u Hrvatskoj

Hrvatska se vinogradarski ugrubo dijeli u tri regije: Isto¢nu kontinentalnu, Zapadnu
kontinentalnu i Primorsku Hrvatsku (Pravilnik o zemljopisnim podrué¢jima uzgoja vinove loze,
NN 74/2012). Ova podru¢ja se odlikuju zemljopisnim, geoloskim, agroekoloskim,
ampelografskim, gospodarskim i drugim posebnostima.

Od krajnjeg sjeverozapada Hrvatske koji je pod utjecajem srednjoeuropske, te isto¢nih predjela
uz Dunav i obronke FruSke gore s izrazitim utjecajem panonske klime, pa do Istre na sjeveru i
dubrovacke opc¢ine do ulaska u Bokokotorski zaljev na jugu jadranskog priobalja, s izrazitim
utjecajem mediteranske klime, nalazi se velik broj vinogradarskih podrucja koja se medusobno
znatno razlikuju. Te razlike su glavni razlog zbog kojeg se podruc¢je Hrvatske dijelimo u pet
vinogradarskih klimatskih zona, a iskazuju se podacima o srednjoj godi$njoj temperaturi i zbroju
(sumi) topline, oscilaciji temperatura i pojavi kasnih proljetnih i ranih jesenskih mrazeva,
koli¢ini i rasporedu oborina, vlaznosti zraka i drugim pojavama poput magle, tuce, rose i snijega,
ucestalosti vjetrova i njihova intenziteta, broja vedrih dana itd. Prava je rijetkost na tako malom
prostoru susresti toliku raznovrsnost sorata, kategorija i tipova vina, a upravo to Republiku
Hrvatsku i u svjetskim mijerilima svrstava u iznimno zanimljivo vinogradarsko i vinarsko

podrucje (Fazini¢, 1997).

Prema pravilniku o vinogradarskim podrucjima (NN 74/2012) vinogradarsko podruc¢je Republike

Hrvatske se dijeli na zone, regije, podregije, vinogorja i vinogradarske poloZzaje.

Zemljopisno podru¢je uzgoja vinove loze Hrvatske pripada sljede¢im vinorodnim zonama

proizvodnje:

e Zona B: Moslavina, Prigorje — Bilogora, Plesivica, Pokuplje i Zagorje — Medimurje.
e Zona CI: Hrvatsko Podunavlje i Slavonija.
e Zona CII: Hrvatska Istra, Hrvatsko primorje, Dalmatinska zagora.

e Zona CIlI: Sjeverna Dalmacija i Srednja i Juzna Dalmacija.
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ZonaB
Zona C1
G BN zonac2
Zona C3

Slika 1. Vinogradarske zone u Republici Hrvatskoj prema A.J. Winkleru (dostupno online:

http://vinopedia.hr/wiki/index.php?title=Datoteka:ZoneWinkler.jpg, 14.05.2018.)

2.5.2 Zastic¢ene oznake izvornosti (ZOI)

Zbog posebnosti zemljopisnog poloZaja, klimatskih uvjeta i bogate tradicije, Republika Hrvatska
posjeduje veliki broj autohtoniih prehrambenih proizvoda koji zbg svojih specifi¢nosti uspjesno
konkuriraju na domacem i stranim trzistima. Pojedini proizvodi su postali prepoznatljivi po
kvaliteti, kao i podru¢ja u kojima se oni proizvode. Zastita proizvoda se razvila kao potreba zbog
viSe cjenovne kategorije autohtonih proizvoda, stvaranja identiteta i prepoznatljivosti, izravne
veze proizvoda s odredenim podru¢jem koja daje dodatnu vrijednost i prepoznatljivost tom

podrucju, te osnivanja interesnih udruZenja u svrhe zajedni¢kog nastupa na trzistu.

Nacionalni postupak =zastite naziva ZOI, ZOZP, ZTS poljoprivrednog ili prehrambenog
proizvoda se provodi u skladu sa Zakonom o poljoprivredi (NN 30/15) i Pravilnikom o
zaSticenim oznakama izvornosti, zaSticenim oznakama zemljopisnog podrijetla i zajamceno

tradicionalnim specijalitetima poljoprivrednih i prehrambenih proizvoda (NN 65/15).
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Zasti¢ene oznake izvornosti vinau Hrvatskoj na razni Europske Unije su: Dalmatinska zagora,
Dingac, Hrvatska Istra, Hrvatsko Podunavlje, Hrvatsko primorje, Isto¢na kontinentalna Hrvatska,
Moslavina, Plesivica, Pokuplje, Prigorje-Bilogora, Primorska Hrvatska, Sjeverna Dalmacija,
Slavonija, Srednja i Juzna Dalmacija, Zagorje-Medimurje i Zapadna kontinentalna Hrvatska.
Trenutno su u obradi dva zahtjeva u postupku registracije na nacionalnoj razini - Muskat
Momijanski i Ponikve.
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3 EKPERIMENTALNI DIO

3.1 MATERIJALI

3.1.1 Uzorci vina

U ovom su radu prikazani rezultati istrazivanja koje je obuhvatilo uzorke od 20 vina (Tablica 5).
Tri Hrvatske vinogadarske regije su zastupljene sa najmanje jednom vinskom zonom - Isto¢na
kontinentalna Hrvatska je predstavljena zonom B, Zapadna kontinentalna Hrvatska zonom CI, a
Primorska Hrvatska- zonama CIl i CIIl. Zone su zastupljene sa jednom podregijom
predstavnikom zone: B-Plesivica, CI- Slavonija, ClI- Hrvatska Istra, Clll- Srednja i Juzna

Dalmacija.

Sva vina koriStena u istrazivanju su imala definiranu zemljopisnu oznaku izvornosti, a koriStena
su isklju¢ivo sortna vina proizvedena od jedne sorte grozda (100%). Zastupljene su sorte:
graSevina, rajnski rizling, malvazija istarska, cabernet sauvignon, plavac mali, plavac mali crni i
muskat zuti. U Tablici 3. je prkazana podjela uzraka s obzirom na regiju i zonu, te ZOl i sortu,

zajedno sa oznakom uzorka koriStenom pri obradi podataka.

3.1.2 Kemikalije

e HNO3 (CAS: 7697-37-2)

e Ultracista voda provodljivosti 18MQ/cm
e Argon (Cistoce 99,999%)

e Dusik (Cistoce 99,999%)

e Krom (Acros organics, 195911000)

e Bor (Acros organic, 195861000)

e Zinc (Perkin Elmer Pure)

o Kalij (Perkin Elmer Pure)
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e Stroncij (Reagecon, 1000ug/ml u 2-5% HNO3)
e Barij (Reagecom, Ba u 2-5 % HNO3)

Tablica 5. Podjela uzoraka s obzirom na regiju, zonu, ZOlI i sortu vinove loze.

Regija

Zona

Z0l

Sorta

ISTOCNA
KONTINENTALNA HRVATSKA

PleSivica

Rajnski Rizling

Rajnski Rizling

Rajnski Rizling

GraSevina

GraSevina

ZAPADNA
KONTINENTALNA HRVATSKA

Cl

Slavonija

GraSevina

Rajnski RizIng

GraSevina

GraSevina

GraSevina

PRIMORSKA HRVATSKA

Cll

Hrvatska Istra

Malvazija Istarska

Muskat Zuti

Malvazija Istarska

Malvazija Istarska

Cabernet Sauvignon

Cll

Srednja i Juzna
Dalmacija

Plavac Mali

Plavac Mali

Plavac Mali Crni

Plavac Mali Crni

Plavac Mali Crni
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3.1.3 Instrumenti i pribor

e Aparatura za automatizirani sustav za ekstrakciju etanola (ADCYS)

e Aparatura za autmatsko titriranje po Karl Fischeru-u

e Spektrometar opticke emisije induktivno spregnute plazme, Optima 2000 DV, Perkin
Elmer, opremljen peristaltickom pompom za unoSenje uzoraka i staklenom komorom po
Meinhardu za prevodenje uzorka u oblik aerosola. Spektrometrom se upravlja putem
softwarea WinLab 32, Perkin EImeer

e Spektrometar omjera masa stabilnih izotopa IRMS Delta V Plus sa automatskim
izmjenjivaCem uzoraka za za Flash EA Al 1310. Aalizator elemenata povezan sa
spektrometrom masa u kojem se u reaktoru odvija sagorijevanje uzorka (etanola) te se u
kromatografskoj koloni razdvajaju pikovi referentnih plinova te analiziranih plinova;
primjenjuje se za metodu odredivanja §'°C u etanolu vina FLASH EA. Program kojim se
upravlja, Isodat 3.0 softver za upravljanje, prikupljanje i evaluaciju podataka, integralni

je dio IRMS sustava

3.2 METODE

3.2.1 Automatizirani sustav za ekstrakciju etanola (ADCYS)

ADCS sustav za destilaciju sluzi za ekstrakciju etanola iz vina ili drugih proizvoda od grozda u
uvjetima bez dodatne izotopne frakcionacije. Cadiot kolona sluzi da se iz uzorka ekstrahira
izmedu 96 — 98,5 % etanola vina bez dodatnog frakcioniranja izotopa uz dobivanje destilata

alkoholne jakosti do 95 vol%.

Svi pripremni postupci moraju biti provedeni bez zna€ajnijeg gubitka etanola isparavanjem, $to
bi promijenilo izotopni sastav uzorka. Ovako pripremljen destilat sluzi za odredivanje omjera
izotopa deuterija tehnikom SNIF-NMR kao i za odredivanje omjera izotopa ugljika 13C/12C
tehnikom IRMS. ADCS sustav automatizira cijeli proces, te potpuno kontrolira destilaciju i
preko softvera omogucuje pohranjivanje i obradu rezultata (Metoda:OlIV-MA-AS311-05,

Compendium of international analysis of methods).
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> Destilacija

200 ml homogenog uzorka vina poznate alkoholne jakosti ulije se u tikvicu za destilaciju te koja
se spoji na aparaturu. Takoder se spoji i prethodno odvagana tikvica za prihvat destilata, kako je
prikazano na Slici 2. Hladenje se provodi teku¢om vodom kroz povratno hladilo s konstantnim
omjerom refluksa kod nivoa kondenzatora. Destilacija se odvija pri 78,0 - 78,2 °C. Ako
temperatura prijede 78,5°C, prikupljanje destilata se zaustavlja na 5 minuta. Kad se temperatura
vrati na 78 °C, nastavlja se prikupljanje destilata do 78,5 °C, te se taj postupak nastavlja uz
odrzavanje konstantne temperature. Potpuna destilacija traje oko dva sata. Na ovaj nacin se
omogucuje da 98-98,5 % ukupnog alkohola u uzorku vina prijede u destilat, koji tada ima jakost

od 92 do 93 % masenog udjela etanola (95 vol %).

Izmjeri se masa prikupljenog destilata s to¢nos¢éu (+0,1 g).Da bi se izbjeglo frakconiranje
izotopa, destilat se mora do analize Cuvati u hermeticki zatvorenoj Kiveti. Homogeni ostatak
nakon destilacije ¢uva se u tikvici i predstavlja vodu vina. Omjer izotopa u ostatku nakon

destilacije takoder se moze mjeriti po potrebi.

Slika 2. Postavljena aparatura za automatsku destilaciju (Osobna fotografija)
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3.2.2  Automatski titrator po Karl Fischer-u

Iskoristenje destilacije odreduje se odredivanjem vode u destilatu titracijom po Karl Fischer-u,
aparaturom koja je prikazana na Slici 3.. Odredivanje vode Karl Fischer-ovom titracijom je
kemijska metoda za odredivanje vode u razli¢itim medijima, a temelji se na specificnoj i
kvantitatvnoj reakciji izmedu vode sadrzane u uzorku i Karl-Fischer-ovog reagensa koji se satoji
od joda, SO2, piridina 1 metanola (stehiometrijska reakcija izmedu jednog mola vode 1 jednog

mola joda).

Kod primjene ove metode provodi se titracija uzorka sa Karl Fischer-ovim reagensom do pojave
slobodnog joda, koji oznacava kraj titracije (sve dok je voda prisutna trosi se jod iz Karl Fischer-

0VvOog reagensa).

> Titracija

U titracijsku ¢asicu se doda oko 60 mL svjezeg otapala tako da je elektroda uronjena. Ta koli¢ina
otapala je dovoljna za oko 5 titracija. Zatim se titrira s jodom (predtitracija) da se neutralizira
voda prisutna u otapalu tako da kad se doda uzorak titracija po¢inje od nule. Nakon toga se mora
provjeriti koli¢ina vode koja ulazi u ¢aSicu za titraciju, taj postupak se zove “odredivanje drifta”.

Titriranje uzorka se provodi dodavanjem + 0,2 mL uzorka se injekcijom u ¢asicu.

Vrijednost mase uzorka unosi se u softver za izraun prisutne vode.
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Slika 3. Aparatura za Karl-Ficscher titraciju (osobna fotografija)

3.2.3 Multielementarna metoda odredivanja elemenata

Tehnikom ICP-OES odreden je sadrzaj Al, As, B, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Li, Mg, Mo,
Mn, Na, Pb, Rb, Sn, Sr, V i Zn u vinima na uredaju Optima DV 2000, Perkins Elmer. Za
identifikaciju pojedinih elemenata primjenjene su valne duljine koje su karakteristicne za svaki
element, a za kvantifikaciju je provedena integracija povrsSine ispod pika sa odredenim brojem

toc¢aka integracije po piku (Bukovc¢an, 2007).

» Priprema uzorka:

Uzorak vina bez etanola, nakon destilacije za analizu izotopa, je potrebno dobro promjesati
na vortex-u 1 profiltrirati jedamput ili dva puta, po potrebi. NajceSée je potrebno razrijediti

uzorak dodavanjem 2% (v/v) HNO3 u omjeru 1:1.

Postavke spektrometra opticke emisije induktivno spregnute plazme koje ukljucuju glavni i
pomoc¢ni protok argona za odrzavanje plazme, te protok za rasprSivanje uzorka dane su u

tablici 6. Tablica 6. takoder sadrzi i navode za potrebnu snagu generatora radiofrekvencije,
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frekvencije elektromagnetskog polja, te brzine uvodenja uzorka u instrument pomocu

peristalticke pumpe.

Tablica 6. Postavke instrumenta ICP-OES, Optima 2000 DV, Perkin-Elmer,
Connenticut, SDA

Parametar Vrijednost
Glavni 15 L/min
Protok Ar Pomo¢ni 0,2 L/min
Za rasprsivanje uzorka 0,8 L/min
Snhaga generator 1300 W
Frekvencija 40 MHz
Brzina unosa uzorka 1,5 mL/min

Slika 4. Fotografija instrumenta ICP-OES, Optima 2000 DV, Perkin-Elmer, Connenticut,
SAD (osobna fotografija)
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3.2.4 Spektrometar masa omjera stabilnih izotopa (IRMS)

Spektrometrija masa omjera izotopa (IRMS) je omoguéila odredivanje relativnog sadrzaja *C
koji se prirodno sadrzan u CO; sa internom tocnos¢u od 0,05 %o ili izraZzeno kao relativna
vrijednost. Ovdje je interna tocnost definirana kao razlika izmedu dva mjerenja istog uzorka
CO,. Spektrometar masa koji se koristi za mjerenje izotopnih omjera je opremljen trostrukim
kolektorom za simultano mjerenje intenziteta m/z = 44, 45 i 46. Spektrometar masa omjera
stabilnih izotopa koristen u analizi je modelIRMS Delta V Plus s automatskim izmjenjivaéem
uzoraka za za Flash EA Al 1310.

Analizator elemenata (EA) AI 1310 koriSten u analizi je uredaj u kojem se odvija
sagorijevanje uzorka u kojem se etanol kvantitativno prevodi u uglji¢ni dioksid i u kojem se
eliminiraju svi ostali produkti sagorijevanja ukljucujué¢i vodu, bez frakcioniranja izotopa
(izotopna frakcionacija: obogacivanje jednog izotopa u relativnom odnosu prema drugom u
kemijskom ili fizikalnom procesu). Analizator elemenata zajedno sa spektrometrom masa Cini
integrirani  sustav s Kkontinuiranim protokom helija (Metode: OIV-MA-AS311-
05:R2011,International ~ Organisation of Vine and Wine; OIV-MA-AS312-
06:R2001,International Organisation of Vine and Wine).

» Priprema uzorka

Pripremljeni uzorak se smjesti u odgovarajuc¢u kapsulu ukoliko se radi sa izmjenjiva¢em
uzoraka za krutine, ili se spremi u odgovarajuce zapecacene kapsule za injektiranje pomocéu

izmjenjivaca uzoraka za tekucine.

Kapsule se moraju pazljivo zatvoriti pincetom. Za svaki uzorak pripreme se po dvije kapsule
ili vijale. Na pocetku i na kraju serije uzoraka sistematicno se moraju umetnuti radni
referentni materijali. U seriju uzoraka takoder se ravnomjerno moraju umetnuti i uzorci za

provjeru.

U tablici 7. su prikazane prihvatljive pocetne razine uvjeta instrumenta kako bi mogli zapoceti

s analizom.
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Tablica 7. Prihvatljive vrijednosti temeljnih uvjeta za pocetak analize na instrumentu IRMS

Delta V Plus
voda zrak CO,
16 (O) 28 (N) 28 (CO)
ioni (m/z)
17 (OH) 32 (0y) 44 (COy)
18 (H,0) 40 (Ar)
korak magneta 6400-7000 9000/9800/11000 9000/11800
maksimalni dozvoljeni intenzitet pika 1V 30 mV za Ar 50 mV za CO,
omjeri intenziteta izmedu tri pika 1:2:4 4:1:0,7

Slika 5. Fotografija radne jedince sa spojenimIRMS Delta V Plus instrumentom (osobna

fotografija
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4 REZULTATI I RASPRAVA

U ovome je radu analizirano ukopno 20 uzoraka vina u kojima su odredeni 22 makro i
mikroelementa (Al, As, B, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Li, Mg, Mo, Mn, Na, Pb, Rb, Sn, Sr, V

i Zn), te omjer uglikovih izotopa (*2Ci*3C).

Rezultati prikazani u Tablicama 8, 9, 10 i 11 su dobiveni mjerenjima koncentracija
mikroelemeata i predstavljaju mineralni profil uzoraka vina, a rezultati prikazani u Tablici 13

omjere *°C i *3C izotopa.
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4.1

REZULTATI ISTRAZIVANJA

Tablica 8 . Mineralni profil uzoraka vina, ZOI- Plesivica

Sorta Rajnski rizling | Rajnski rizling | Rajnski rizling | GraSevina | GraSevina
Al (mg/L) 0,481 0,480 0,130 0,132 0,163
As (ng/L) 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B (mg/L) 3,495 2,915 3,145 2,150 3,140
Ba (mg/L) 0,077 0,060 0,056 0,064 0,355
Ca (mg/L) 78,0 82,0 83,5 90,0 136,0
Cd (ng/L) 0,535 0,000 0,357 2,710 0,493
Co (ng/L) 3,42 2,93 3,71 7,00 28,50
Cr (ng/L) 12,65 27,70 13,35 13,35 20,35
Cu (mg/L) 0,052 0,071 0,125 0,119 0,166
Fe (mg/L) 1,075 0,770 1,535 1,140 0,380
K (mg/L) 695 505 555 745 1035
Li (ug/L) 7,300 6,050 1,905 2,255 25,850
Mg (mg/L) 57,00 57,50 56,00 68,50 111,50
Mn (ug/L) 0,436 0,347 0,220 0,287 3,190
Mo (ng/L) 3,085 2,145 2,450 5,000 5,500
Na (mg/L) 3,850 3,700 3,965 7,800 5,900
Pb (ng/L) 25,60 24,20 23,40 66,00 64,00
Rb (mg/L) 0,640 1,030 0,740 0,430 0,865
Sn (mg/L) 0,004 0,017 0,006 0,000 0,000
Sr (mg/L) 0,349 0,304 0,188 0,345 0,665
V (ng/L) 57,5 57,0 56,5 77,5 118,5
Zn (mg/L) 0,301 0,200 0,610 0,550 0,840

34



Tablica 9. Mineralni profil uzoraka vina, ZOI- Slavonija

Sorta GraSevina | Rajnski rizling | GraSevina | GraSevina | GraSevina
Al (mg/L) 0,164 0,765 0,765 0,128 0,171
As (ng/L) 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B (mg/L) 2,450 2,330 1,660 1,855 1,170
Ba (mg/L) 0,101 0,182 0,147 0,094 0,120
Ca (mg/L) 68,0 129,0 98,5 64,0 55,0
Cd (pg/L) 1,550 0,000 1,650 0,000 0,000
Co (ug/L) 7,00 9,00 7,50 4,13 5,75
Cr (ng/L) 19,20 55,50 16,45 15,05 8,60
Cu (mg/L) 0,122 0,160 0,147 0,057 0,261
Fe (mg/L) 0,249 1,350 1,750 1,175 0,870
K (mg/L) 645 770 535 419 428
Li (ng/L) 7,350 5,900 3,705 10,600 20,200
Mg (mg/L) 85,00 85,00 96,00 61,50 63,50
Mn (ng/L) 0,555 1,335 1,065 1,095 1,710
Mo (ng/L) 5,000 8,500 4,000 4,515 3,595
Na (mg/L) 5,000 12,25 10,050 4,340 5,050
Pb (ng/L) 68,50 80,50 70,00 41,25 36,15
Rb (mg/L) 1,290 0,366 0,980 0,970 0,590
Sn (mg/L) 0,000 0,012 0,000 0,029 0,027
Sr (mg/L) 0,336 0,525 0,436 0,291 0,252
V (ng/L) 89,5 92,5 101,0 57,5 59,5
Zn (mg/L) 0,550 0,640 0,770 0,397 0,429
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Tablica 10. Mineralni profil uzoraka vina, ZOI- Istra

Malvazija Muskat Malvazija Malvazija Cabernet
Sorta Istarska Zuti Istarska Istarska Sauvignon

Al (mg/L) 0,161 0,580 0,935 0,344 0,293
As (ng/L) 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B (mg/L) 3,430 5,050 3,280 3,370 6,950
Ba (mg/L) 0,054 0,081 0,232 0,093 0,105
Ca (mg/L) 72,5 83,0 73,0 83,5 75,0

Cd (ng/L) 2,010 1,960 1,940 1,990 1,120
Co (ng/L) 9,50 11,00 11,50 20,00 6,50

Cr (ng/L) 18,05 27,60 15,00 31,75 17,95
Cu (mg/L) 0,152 0,219 0,110 0,141 0,102
Fe (mg/L) 0,515 0,438 1,170 1,275 2,510
K (mg/L) 670 1475 985 765 1465

Li (ug/L) 1,940 9,900 1,600 2,130 1,500
Mg (mg/L) 87,00 61,00 97,00 69,50 73,00
Mn (pg/L) 0,565 0,860 1,375 1,720 1,105
Mo (ng/L) 5,500 8,500 6,000 8,000 4,500
Na (mg/L) 5,700 5,250 22,350 5,500 14,200
Pb (pg/L) 58,00 91,50 58,50 70,00 68,00
Rb (mg/L) 0,910 2,040 1,070 1,035 1,415
Sn (mg/L) 0,023 0,023 0,041 0,039 0,029
Sr (mg/L) 0,331 0,284 0,439 0,248 0,302
V (ng/L) 90,00 65,5 98,0 74,0 81,0

Zn (mg/L) 0,550 0,480 0,486 0,545 0,129
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Tablica 11. Mineralni profil uzoraka vina, ZOI- Srednja i Juzna Dalmacija

Sorta Plavac mali | Plavac mali | Plavac mali Plavac mali Plavac mali
1 2 crnil crni 2 crni

Al (mg/L) 0,328 0,357 0,243 0,496 0,574
As (ng/L) 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B (mg/L) 4,130 4,710 3,510 4,340 4,020
Ba (mg/L) 0,060 0,082 0,074 0,110 0,065
Ca (mg/L) 96,5 94,5 84,9 100 83,7
Cd (ng/L) 2,210 2,710 0,000 0,000 0,000
Co (pg/L) 5,50 8,50 2,00 4,00 1,00
Cr (ug/L) 2,08 24,50 10,40 23,40 14,80
Cu (mg/L) 0,242 0,107 0,127 0,095 0,149
Fe (mg/L) 4,570 1,115 0,875 2,140 3,770
K (mg/L) 1175 1150 1210 866 990
Li (ug/L) 1,915 2,265 1,920 3,270 1,660
Mg (mg/L) 98,00 108,00 109,00 111,00 109,00
Mn (pg/L) 0,775 1,030 0,63 1,130 0,768
Mo (ng/L) 6,000 6,500 2,000 2,000 3,000
Na (mg/L) 7,650 9,500 5,810 20,100 6,480
Pb (ng/L) 71,50 72,50 22,80 16,80 38,00
Rb (mg/L) 0,810 1,115 0,988 1,870 1,030
Sn (mg/L) 0,036 0,045 0,076 0,088 0,082
Sr (mg/L) 0,335 0,525 0,339 0,497 0,324
V (ng/L) 99,0 108,0 110,0 1110 111,00
Zn (mg/L) 0,392 0,575 0,604 1,580 0,866
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Tablica 12.Prosje¢ne vrijednosti koncentracije minerala po ZOI

Sorta Plesivica | Slvonija | Hrvatska istra Srednjal j_l_lina
Dalmacija

Al (mg/L) 0,277 0,399 0,463 0,400
As (ng/L) 0 0 0 0

B (mg/L) 2,969 1,893 4,416 4,142
Ba(mg/L) | 0,122 0,129 0,086 0,078
Ca (mg/L) 93,9 82,9 77,4 91,9
Cd (ng/L) | 0,819 0,640 1,804 0,984
Co (pg/L) 9,11 6,68 11,70 4,2
Cr (ng/L) 17,48 22,96 22,07 18,79
Cu (mg/L) 0,107 0,149 0,145 0,144
Fe (mg/L) [ 0,980 1,079 1,182 2,494
K (mg/L) 707 559 1072 1078
Li (ug/L) 8,272 9,551 3,414 2,206
Mg (mg/L) | 70,10 78,20 775 107,00
Mn (ug/L) | 0,896 1,152 1,125 0,868
Mo (ng/L) | 3,636 5,122 6,500 3,900
Na (mg/L) 5,043 7,338 10,600 9,908
Pb (ng/L) 40,64 59,28 56,60 44,32
Rb (mg/L) [ 0,741 0,839 1,294 1,163
Sn (mg/L) | 0,005 0,014 0,031 0,065
Sr (mg/L) 0,370 0,368 0,321 0,404
V (ng/L) 73,40 80,00 81,70 107,80
Zn (mg/L) | 0,819 0,640 1,804 1,960




Tablica 13. Omjer izotopa ugljika po ZOlI

. Srednja i Juzna
ZOlI Plesivica Slavonija Istra N
Dalmacija
-26,06 -28,19 -27,13 -25,57
-29,02 -28,10 -27,16 -25,17
O
g -29,07 -26,33 -26,20 -25,00
3
-28,59 -27,05 -27,93 -25,47
-28,49 -28,37 -26,19 -25,45
PROSJECNA
-28,25 -27,61 -26,92 -25,33
VRIJEDNOST
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4.2 MINERALNI PROFIL UZORAKA VINA

Odredene su koncentracije 22 elemenata u vinima koji su koriSteni kao deskriptori kako bi
odredili kriterije za Klasifikaciju i diferencijaciju uzoraka na osnovu zemljopisnog porijekla.
Analizirani elementi se mogu podjeliti na: makroelemente (¢ > 10mg/L), mikroelemente (c >
10pg/L) 1 elemente u tragovima (c < 10ug/L). Pregledom rezultata vidljivo je da su
makroelementi u vinu K, Ca, Mg i Na, najvec¢e koncentracije mikroelemenata imaju Al, B, Ba,
Cu, Fe, Pb, Rb, Sr i Zn, dok ostali odredivani elementi predstavljaju elemente u tragovima
(Tablice 8., 9., 10., 1 11.).

U svih 20 uzoraka udio odredivanih elemenata nije prelazio granice (Tablica 2.) odredene
zakonskom regulativom Republike Hrvatske (Pravilnik o vinu NN, 34/95.), iz Cega se moze
proizvesti zakljucak da je primjena mineralnih i organskih gnojiva, anorganskih pesticida i
drugih pomo¢nih tvari u vinogradarskoj i vinarskoj praksi unutar zakonski propisanih
ograni¢enja. Takoder se moze zakljuciti da nema onecis¢enja okolisa iz ostalih izvora, kao $to su
industrijska onecis¢enja, otpadne vode i ispusni plinovi (Bukovcéan, 2009). U svim ispitanim
uzorcima, koncentracija arsena je bila ispod praga detekcije, $to je indikator da tijekom obrade
vinograda nisu Koristeni pesticidi koji u svome sastavu imaju arsen. Uporedbom sa istrazivanjem
iz 2009. kada je najvisa koncentracija As u uzorku bila 0,034 mg/L, a prosje¢na vrijednost 0.005
mg/L (Bukov¢an, 2009), vidljivo je da su vinari u Hrvatskoj u potpunosti iz upotrebe izbacili
pesticide koji sadrze arsen. Promatranjem rezultata dobivenih za kamdij (Tablice 8, 9, 10, i 11) u
hrvatskim vinima mozemo zakljuéiti, da je kao i kod As, udio toliko nizak da ne predstavlja

opasnost u smislu toksi¢nog ucinka.

Pregledom dostupne znanstvene literature najbolju karakterizaciju vinarskih regija u Hrvatskoj
prestavljaju elementi - Cd, Fe, Cr, K, Mg, Ca, Pb i Co, i to za bijela vina iz kontinentalnih
hrvatskih regija. Nadalje, predpostavka je da bijela vina priobalnog dijela Hrvatske
karakteriziraju koncentracije elemenata- Na, Sn, Ni, Al, Cu i Zn. S druge strane, pokazalo se da
su elementi poput K, Ca, Mg, Na i Co karakteristi¢ni za crvena vina podrijetlom iz kontinentalne
Hrvatske, dok su Cd, Ni, Cr, Zn i Al karakteristi¢cni za crna vina Primorske Hvatske (Leder,
2015).
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Pregledom rezultata za koncentraciju elemenata po ZOI vidljivo je da se prosje¢na koncentracija
Al kretala od 0,28 mg/L u Plesivici do 0,46 mg/L u Istri, Sto ne predstavlja znacajniju razliku, te
se Al ne moze Koristiti kao deskriptor. Taj podatak se razlikuje od podataka dostupnih za
rumunjska vina, gdje se koncentracija Al pokazala kao pouzdan deskriptor u ispitivanju
kromatografskih metoda za utvrdivanje autenti¢nosti vina sa zemljopisnim oznakama izvornosti
(Geana, 2016).

Male koncentracijske razlike Ba, s prosje¢nim koncentracijama od 0,07 mg/L u Srednjoj i Juznoj
Dalmaciji do 0,12 mg/L u Plesivici, ukazuju da je u ovom istrazivanju, kao i za Al, mala
vjerojatnost da bude pouzdan deskriptor zemljopisnog podrijetla. Istrazivanja mineralnog profila
Spanjolskih “fino” vina u svrhu odredivanja zemljopisnog podrijetla su pokazala sli¢ne
koncentracije Ba, od 0,03 mg/L do 0,12 mg/L i smatra se nepouzdanim deskriptorom (Alvarez i
sur., 2011). Unato¢ tome isti autori navode da je statistickom obradom potataka moguce povecati
znacajnost Ba kao deskriptora zemljopisnog podrijetla. U istrazivanjima na australskim vinima,
takoder provedenima ICP metodom, Ba je opisan kao pouzdan deskriptor nakon obrade rezultata

istrazivanja multivarijatnom statistickom obradom podataka (Martin i sur., 2012).

Prosje¢na koncentracija Ca se kretala od 77,4 mg/L u Istri, do 93,9 mg/L u Plesivici, te je
vidljivo da vina iz Istre imaju niZze koncentracije Ca, $to se moze iskoristiti kao deskriptor
zemljopisnog podrijetla. Prosjecna koncentracija Ca za brazilska vina je 62,06 mg/L (Dutra i
sur., 2013) , turska 44,118 do 42,195 mg/L (Aydin i sur., 2010), te od 11,2 mg/L do 14,5 mg/L
za rumunjska vina (Geana i sur, 2016 ). U usporedbi sa navedenim svjetskim vinima,

specifi¢nost hrvatskih vina je viSa koncentracija Ca, s prosje¢nom vrijednosti od 86,53 mg/L.

Prosje¢ne koncentracije Co su se kretale od 4,2 pg/L u Srednjoj i Juznoj Dalmaciji, do 11,70
ug/L u Istri, te Mo od 3,64 pg/L u Plesivici do 6,50ug/L u Istri , $to je nize nego u literaturnim
navodima istrazivanja turskih vina gdje su se vrijednosti Co kretale od 0,214 do 0,134 mg/L
(Aydin i sur., 2010), i argentinskih vina sa vrijednostima Mo od 20ug/L do 24 pg/L (Di Paola-

Naranjo i sur., 2011), te predstavljaju potencijalne deskriptore za daljnja istrazivanja.

Cu i Cr se u literaturi ¢esto spominju kao neki od pouzdanih deskriptora (Fabani i sur., 2010;
Dinc¢a i sur., 2016; Geana i sur., 2016). Rezultati za Cu pokazuju premale razlike izmedu

prosjecnih vrijednosti dobivenih u ovom istrazivanju, da bi se donijeli zakljucci 0 njegovom
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znacaju bez ispitivanja veCeg broja uzoraka i statisticke obrade podataka. S druge strane Cr
potencijalno moze biti iskoriSten kao deskriptor izmedu kontinentalnih vina, budu¢i da sa
prosje¢nim vrijednostima od 17,48 pg/L u Plesivici, do 22,96 nug/L. u Slavoniji, vina Isto¢ne

kontinentalne Hrvatske pokazuju najnize koncentracijske vrijednosti.

Prosjeéne koncentracije Fe po ZOI su se kretale od 0,98 mg/L u Plesivici, do 2,49 mg/L u
Srednjoj 1 Juznoj Dalmaciji, Sto potvrduje osnovu da se Fe ucestalo spominje kao jedan od
osnovnih deskriptora vina. U prilog tome idu istrazivanja na australskim (Martin i sur., 2012),

rumunjskim (Geana i sur., 2016) i kineskim vinima (Fan i sur., 2018).

Razlike u koncentraciji K, Na, Zn, i Sn su vidljive izmedu kontinentalnih i priobalnih djelova
gdje su se u analiziranim vinima prosje¢ne koncentracije kretale od 559 mg/L u Slavoniji, do
1078 mg/L u Sjevernoj i Juznoj Dalmaciji za K; od 5,04 mg/L u PleSivici, do 10,60 mg/L u Istri
za Na; od 0,64 mg/L u Slavoniji do 1,96 mg/L u Srednjoj i Juznoj Dalmaciji za Zn; i od 0,005
mg/L u Plesivici do 0,065 mg/L u Srednjoj 1 Juznoj Dalmaciji za Sn. Svi ovi elementi se mogu
dalje izucavati kao potencijalni deskriptori za pojedine hrvatske vinske regije, a u prilog tome
idu 1 znanstvena istrazivanja drugih zemalja kao §to su Kina (Bin i sur., 2012; Fan i sur., 2018),

Australija (Martin i sur., 2012), Turska (Aydin i sur., 2010).

Koncentracije za ostale mikroelemente Rb, B i Pb su se kretale od 0,84 mg/L u Slavoniji, do
1,29 mg/L u Istri za Rb, 0d1,89 mg/L u Slavoniji do 4,41 mg/L u Istri za B i od 40,64 ug/L u
Plesivici, do 59,28 ug/L u Slavoniji za Pb.

Kod elemenata u tragovima posebno se izdvojio Li ¢ija se prosjeéna koncentracija kretala od
2,21 pg/L u Srednjoj i Juznoj Dalmaciji, do 9,55 ug/L u Slavoniji. Za usporedbu, koncentracije
Li u hrvatskim vinima su slicne podatcima dobivenim za brazilska vina, sa prosjecnom
koncentracijom Li od 5,0 pg/L (Dutra i sur., 2013), ali razli¢ita od rumunjska vina, gdje se

prosjecna koncentracija Li kretala od 27,1 pg/L do 36,1 pg/L (Geana i sur., 2016).

Usporedbom dobivenih rezultata izmedu ZOI je vidljivo da uzorci vina Zapadne kontinentalne
Hrvatske, ZOI Plesivica, pokazuju vise prosjeéne koncentracije Co i Li, te nize prosjecne
koncentracije Fe , Cu i Sn; uzorci vina Isto¢ne kontinentalne Hrvatske, ZOI Slavonija, pokazuju
vise prosjecne koncentracije Cr, Mn, Pb i Li, te niZze prosjecne koncentracije B i K; uzorci vina

Primorske Hrvatske, ZOI Hrvatska Istra, pokazuju viSe koncentracje Co, Pb, B i Zn, te nize
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prosjecne koncentracije Ba i Sr., te uzorci vina Primorske Hrvatske, ZOI Srednja i Juzna

Dalmacija, pokazuju vise koncentracije Fe, Mg, K, Zn 1 Na, te niZze koncentracije Mn, Co 1 Ba.

Geografskim presjekom Hrvatske na sjeverni 1 juzni dio, pri ¢emu Zapadna i IstoCna
kontinentalna Hrvatska spadaju u sjeverni, a Primorska Hrvatska u juzni dio, vidljive su razlike
izmedu uzoraka vina. Sjeverniji dio Hrvatske ima prosjecno nize koncentracije K, Na, Rb, B i

prosjecno vise koncentracije Li od juznog djela Hrvatske.

Koz literaturu su pronadene statisticki opravdane razlike u koncentracijama pet elemenata (Cd,
Pb, Zn, Ca i B) izmedu hrvatskih bijelih vina ispitivanih zasticenih oznaka izvornosti.
Istrazivanjem iz 2017. godine je zakljueno da najveci sadrzaj Cd, Pb, Zn i B imaju vina iz ZOI
Srednja i Juzna Dalmacija, a prosje¢ne vrijednosti su im iznosile - 5,92 (Cd ug/L), 68,25 (Pb
ng/L), 0,71 (Zn mg/L) i 5,23 (B mg/L) (Leder, 2017).

Usporedbom s dobivenim prosje¢nim rezultatima iz Tablice 12., vidljivo je da postoje razlike u
prosjeénim vrijednostima odredivanih elemenata Prosjecni rezultati su izraCunati na osnovu
dobivenih eksperimentalnih rezultata iz Tablica 8., 9., 10., i 11.. Prema rezultatima dobivenima u
ovom istrazivanju najveéu prosjecnu koncentraciju Cd i Zn imaju vina iz ZOI Sjeverna i Juzna
Dalmacija, najve¢u prosjeCnu koncentraciju Pb 1 B imaju vina iz ZOI Istra, a najvecu
koncentraciju Ca vina iz ZOI Plesivica. Budu¢i da su uzorci u ovom istrazivanju obuhvacali i
bijela i crna vina, ovime mozemo zakljuciti da postoje razlike u mineralnom profilu, ovisno o

boji grozda, Sto se slaze sa dostupnom znanstvenom literaturom (Martin 1 sur., 2012).

Usporedbom dobivenih rezultata, karakteristi¢ni deskriptori za crna vina Primorske Hrvatske su
slicna sa prosje¢nim rezultatima dobivenim za grupu ZOI Srednja i Juzna Dalmacija (Tablica
11.) koja se sastoji od pet uzoraka autohtonih crnih vina. Odabrani uzorci za kontinentalne
djelove Hrvatske se sastoje od bijelih autohtonih sorti, te ZOI PleSivica 1 ZOI Slavonija pokazuju
vise prosjeéne koncentracije Ca, a bijela vina ZOI Istra vece prosjecne koncentracije Cd, Co.
Budu¢i da je u radu koriSteno 6 uzoraka crnog vina i 14 uzoraka bijelog vina, nema dovoljno
relevantnih uzoraka kako bi se vina sa sigurno$¢u mogla razlikovati na osnovu mineralnog
sastava, a s obzirom na regiju i boju. lako postoje odredene naznake za to, istraZivanje bi trebalo
prosiriti na veci broj uzoraka kako bi se sa ve¢om sigurnoséu moglo utvrditi koji elementi su

karakteristi¢ni za odredena vinorodna podrucja 1 boju vina.
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4.3 OMJIERI IZOTOPA UGLJIKA

U posljednjih nekoliko godina kroz znanstvene radove se spominju brojne studije za odredivanje
zemljopisnog podrijetla vina, medu kojima se izdvaja IRMS kao metoda koja daje moguénost
istrazivanja razli€itih faktora. Ras¢lanjena je analiza razli¢itih omjera izotopa u svrhu utvrdivanja
autenti¢nosti vina, ukljudujuéi ®Sr / ®Sr (Geana i sur., 2016), !B / °B (Coetze i sur., 2005), *C
/ C i®0 (Kokkinofta i sur., 2014, Dinca i sur., 2016). Mjerenje omjera razligitih stabilnih
izotopa, u razli¢itim sastojcima vina kao $to su etanol i voda, Cesto daju informacije o podrijetlu
izvornih materijala (npr. CO2, H,O, NH4 i NO; ), njihovim procesima asimilacije, kao i uvjetima

rasta, $to je indikator botani¢kog i zemljopisnog porijekla (Dinca, 2016).

Temeljna pretpostavka ove metode je da etanol koji nastaje fermentacijom iz Secera, podrijetlom
iz C4 biljaka, ima visu koncentraciju™>C izotopa nego iz Cs biljaka. Biljke kao §to je vinova loza
pripadaju Cs3 grupi. Se¢erna trska, $eéerna repa i kukuruz pripadaju C4 grupi. Mjerenjem sadrzaja
B¢ izotopa moze se identificirati 1 kvantificirati Secer porijeklom iz C,4 biljaka (Secerne trske,
Secerne repe I kukuruza) koji se moze dodavati proizvodima dobivenim od Cj3 biljaka, odnosno

grozda.

U ovom istrazivanju su omjeri stabilnih izotopa ugljika izmjereni IRMS analizom, prema OIV-

MA-AS311-05:R2011 metodi, a rezultati dobiveni analizom su prikazani u tablici 13.

Vrijednosti omjera izotopa *3C / °C su se kretale od -29,07 do -26,26 u ZOI Plesivica, od -28,37
do -26,33 u ZOlI Slavonija, od -27,93 do -26,19 u ZOlI Istra, te od -25,57 do -25,17 u ZOlI Srednja
1 JuZzna Dalmacija. Iz dobivenih rezultata moze se zakljuciti da su svi uzorci unutar ocekivanih,

prihvatljivih vrijednosti, te da u vina nije dodavan Secer.

Medu regijama su vidljive razlike u omjerima, S§to predstavlja mogucénost povezanosti
koncentracije izotopa u vinima, S koncentracijama izotopa u tlu na kojima je grozde za
proizvodnju odredenog vina raslo. Ovaj rezultat ide u prilog istrazivanjima koja povezuju omjere
stabilnih izotopa sa zemljopisnom pripadnosti vina (Geana i sur., 2016; Dinca i sur., 2016), iako

su potrebna daljnja istrazivanja i statistiCke obrade podataka da bi se takve tvrdnje 1 potvrdile.
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Prosjeéne vrijednosti omjera izotopa kretale su se od -28,25 u Plesivici, do -25,33 u Srednjoj i
Juznoj Dalmaciji, $to je u skladu sa prosje¢nim vrijednostima dobivenim u vinimaa iz razli¢itih
europskih regija, srednjih vrijednosti izmedu -26 i -29 %o za srediSnju Europu, te -25 i -27 %o za
juznu Europu (Christoph i sur. 2003, Din¢a 2016).
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5 ZAKLJUCCI

Odredivanjem mineralnog profila zaklju¢eno je da se medu odredivanim elementima K, Ca, Mg

i Na nalaze u najvis§im koncentracijama u ispitivanim uzorcima vina.

Na osnovu rezultata analize je vidljivo da se sve ispitivane koncentracije minerala nalaze unutar
okvira zakonskih propisa i ograni¢enja Republike Hrvatske, pa se moze zakljuciti da je primjena
mineralnih i organskih gnojiva, anorganskih pesticida i drugih pomo¢nih tvari u vinogradarskoj i
vinarskoj praksi unutar zakonski propisanih ograni¢enja. Takoder se moze zakljuciti da nema
onecis¢enja okolisa iz ostalih izvora, kao $to su industrijska oneciS¢enja, otpadne vode i ispusni

plinovi.
Usporedbom mineralnih profila ispitivanih regija moze se zakljuditi da:

» Uzorci vina Zapadne kontinentalne Hrvatske, ZOI Plesivica, u odnosu na ostala podrucja
pokazuju viSe prosjeéne koncentracije Co i Li, te nize prosje¢ne koncentracije Fe, Cu i
Sn.

» Uzorci vina Isto¢ne kontinentalne Hrvatske, ZOI Slavonija, pokazuju vise prosjecne
koncentracije Cr, Mn, Pb 1 Li, te niZe prosjecne koncentracije B 1 K.

» Uzorci vina Primorske Hrvatske, ZOI Hrvatska Istra, pokazuju vise koncentracje Co, Pb,
B i Zn, te niZe prosjecne koncentracije Ba i Sr.

» Uzorci vina Primorske Hrvatske, ZOI Srednja i Juzna Dalmacija, pokazuju vise

koncentracije Fe, Mg, K, Zn 1 Na, te nize koncentracije Mn, Co 1 Ba.

Pregledom mineralnih profila izabranih uzoraka se moze zakljuciti da je ICP pouzdana metoda

za utvrdivanje deskriptora kojima se odreduje zemljopisna pripadnost vina.

Odredivanjem omjera stabilnih izotopa *C / **C u odabranim uzorcima vina moze se zakljugiti
kako vina koriStena u ovom istrazivanju nisu patvorena, te da u njih nisu dodavani Seceri

porijeklom iz C, biljaka (Secerne trske, Secerne repe i kukuruza).

Usporedbom s dostupnom znanstvenom literaturom, zakljucuje se da se prosjeéne koncentracije

omjera izotopa ugljika kre¢u u predvidenim vrijednostima za zemljopisni polozaj Hrvatske.
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Nadalje, moze se zakljucCiti da broj od 20 uzoraka nije dovoljan za temeljitu usporedbu
zemljopisne pripadnosti vina Hrvatske. lako se radi o relativno malom zemljopisnom podrudju,
regionalne, klimatske i sortne razli¢itosti zahtjevaju veci broj uzoraka podjeljenih po boji grozda
i regijama. Samo mineralne koncentracije i omijeri stabilnih izotopa *C / **C dobiveni
istrazivanjem u ovom radu nisu dovoljan podatak za donoSenje konkretnijih zakljucaka, te je
potrebna daljnja statisticka obrada dobivenih podataka, kako bi se pouzdano mogli utvrditi

odgovarajuci deskriptori.
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IZJAVA O 1ZVORNOSTI

Izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam

koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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