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1. UVOD

Znanstvena istrazivanja u posljednje vrijeme usmjerena su na pronalazenje novih metoda
kojima bi se smanjila ili zamijenila upotreba sumporovog dioksida. Upotreba sumporovog
dioksida u proizvodnji vina je gotovo nezamjenjiva zbog njegovih antimikrobnih i
antioksidacijskih svojstava, ali Cinjenica je da sulfiti kod osjetljivih pojedinaca (oko 1 %
populacije) mogu uzrokovati negativne klinicke reakcije poput dermatitisa, urtikarije,
crvenila pa sve do anafilaktickih i astmati¢nih napadaja opasnih po Zivot (Vally i sur., 2009;
Webber i sur., 2017) te bi se viSe koncentracije sumporovog dioksida trebale izbjegavati zbog
zdravstvenih, prvenstveno pseudo-alergijskih svojstava (Timbo 1 sur., 2004). 1z spomenutih
razloga glavni izazov u vinarstvu je razvoj tehnika koje ¢e smanjiti sumporenje vina, a
istovremeno ocuvati kvalitetu. Osim ultrazvuka visokih snaga kao moguce alternative u
prehrambenoj industriji spominju se visoki hidrostatski tlak te u novije vrijeme 1 hladna

plazma.

KoriStenje ultrazvuka se najCeS¢e povezuje s uniStavanjem nekih nepozeljnih
mikroorganizama, a zahvaljujuéi kavitaciji ubrzavaju se odredene kemijske reakcije koje se
dogadaju nakon dugogodi$njeg prirodnog starenja vina (Garcia Martin i Sun, 2013).
Primjenom ultrazvu¢nih valova, vina mogu brzo posti¢i vrhunsku kvalitetu, ali ju i zadrzati

znatno duze od prirodnog procesa starenja (Kalkan Yildirim i Diindar, 2017).

Ultrazvuk je ve¢ nasao primjenu u prehrambenoj industriji, a uskoro bi se mogao potencijalno
koristiti 1 u vinarstvu. Njegovom uporabom ¢e se nastojati povecati kvaliteta vina, njegova
stabilnost te smanjenje ukupnih troskova. Pravilna primjena ultrazvuka zahtijeva primjenu
odgovarajucih procesnih parametara kao Sto su snaga, amplituda zvuc¢nog vala i frekvencija

kako ne bi doslo do nepoZeljnih promjena u kvaliteti tretiranog proizvoda.

Cilj ovog rada je ispitati utjecaj ultrazvuka visokih snaga i dodatka antioksidansa na
polifenolni sastav i aromu crnog vina Cabernet Sauvignon nakon 3 mjeseca starenja u
bocama. Dobiveni rezultati ovog rada dati ¢e uvid u nove spoznaje o ucinkovitosti 1

potencijalnoj primjeni ove tehnike u proizvodnji vina.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. ULTRAZVUK

Ultrazvu¢ni valovi su sli¢ni zvuénim valovima, ali imaju frekvencije viSe od 16 kHz pa ih
ljudsko uho ne moZze Cuti. U prehrambenoj industriji primjenjuju se ultrazvucni valovi dvaju
podrugja frekvencija. To su ultrazvuéni valovi niskog intenziteta (manje od 1 W cm™)
frekvencija 5 do 10 MHz te ultrazvuéni valovi visokog intenziteta (10 do 1000 W cm™) i
frekvencija visih od 2,5 MHz. Ultrazvucni valovi niskog intenziteta ne izazivaju fizicka
oStecenja materijala, i mogu se koristiti u analiticke svrhe za odredivanje sastava, strukture ili
viskoznosti hrane. Za razliku od njih, ultrazvucni valovi visokog intenziteta, zbog velike
snage kojom djeluju na materijal, izazivaju fiziCka oSteCenja tkiva na ¢emu se zasniva
primjena ove tehnike u razliitim procesima prerade 1 konzerviranja hrane (Lelas, 2006).
Zvucni valovi mogu se podijeliti s obzirom na frekvenciju u viSe podrucja koja odreduju

njihovu potencijalnu primjenu (Slika 1.).
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Slika 1. Podrug¢ja podjele zvuka prema frekvencijama (Povey i Mason, 1998)

Za primjenu u prehrambenoj industriji najznacajnije su frekvencije ultrazvuka viSe od 20
kHz. Zvucni val odreden je svojom amplitudom [A] i frekvencijom [f], te valnom duljinom

[1] i koeficijentom prigusenja [a] koji je mjera smanjenja amplitude ultrazvu¢nog vala nakon



njegova prolaska materijalom. Koeficijent prigusenja [o] materijala moZe se definirati
sljede¢im izrazom (1):
A=Ay e (1)

gdje je Ay pocetna amplituda zvucnog vala, a x je prijedena udaljenost. Glavni uzroci
priguSenja su adsorpcija i rasprSivanje. Adsorpcija je uzrokovana fizikalnim mehanizmom
koji pretvara ultrazvucnu energiju u toplinu. RasprSivanje se ocituje u heterogenim
materijalima, kao Sto su pjene, suspenzije i emulzije. Za razliku od adsorpcije, energija je
uslijed rasprSivanja joS uvijek spremljena u obliku ultrazvucne energije, ali se ne registrira jer

su njezin smjer i faza prenoSenja promijenjeni (McClements, 1995).
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Slika 2. Promjene amplitude ultrazvuka kod odredenih polozaja u materijalu (lijevo), te kod

T

> v
>:

Amplituda
Amplituda

odredenog vremena (desno). T je udaljenost izmedu susjednih maksimuma vala, A je valna

duljina i a je koeficijent atenuacije (McClements, 1995).

Na Slici 2. prikazana je promjena amplitude ultrazvu¢nog vala kod odredenih poloZaja u
materijalu i kod odredenog vremena. Prolaskom vala kroz materijal te povecanjem
udaljenosti smanjuje se 1 amplituda vala (A) zbog prigusenja (atenuacije). Koeficijent
priguSenja (o) je mjera smanjenja amplitude ultrazvucnog vala nakon njegova prolaska
materijalom. Definira se izrazom: A = A, e~ %; gdje je AypoCetna amplituda zvucnog

vala, a x je prijedena udaljenost.

2.1.1. Mehanizam ultrazvuka

Ultrazvucni valovi u kontaktu s namirnicom stvaraju silu koja, ovisno o smjeru djelovanja,
izaziva kompresiju ili smicanje valova koji putuju kroz namirnicu. Zbog toga dolazi do

promjena u tlaku i temperaturi namirnice, dolazi do kavitacije, stvaraju se slobodni radikali,

3



oSte¢uju membrane stanica, izazivaju kemijske reakcije. Sve je to moguce iskoristiti pri
obradi hrane izazivanjem odredenih poZeljnih efekata, kao S§to su ubrzanje poZzeljnih
kemijskih reakcija, poticanje 1 ubrzavanje kristalizacije, olakSavanje ekstrakcije,
homogenizacije 1 emulgiranja, ubrzavanje procesa suSenja, uniStenje mikroorganizama,

inaktivacija enzima (Lelas, 2006).
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Slika 3. Stabilna i prijelazna kavitacija (Kuijpers i sur., 2002)

Prolaskom ultrazvu¢nog vala kroz medij stvaraju se longitudinalni valovi koji uzrokuju
stvaranje alternativne kompresije i razrjedenje dijelova medija (Povey i Mason, 1998). U
ovisnosti o primijenjenoj frekvenciji i amplitudi zvu¢nog vala, moZe se promatrati velik broj
fizikalnih, kemijskih 1 biokemijskih ucinaka. Kod obrade hrane vazna je Cinjenica da se
tretiranjem ultrazvukom razvija toplina, zbog nastanka kavitacije (implozije mjehurica plina)
koja uzrokuje brzu promjenu temperature do 5500 K (5227 °C) i tlaka do 50 MPa (Leighton,
1998).

Temperatura 1 tlak generirani su tijekom vrlo kratkih razdoblja na mjestu gdje se dogodila
kavitacija (Suslick, 1988). Koli¢ina energije koja se oslobada zbog kavitacije ovisi o kinetici
rasta i raspada mjehuric¢a (Slika 3.). Ova energija trebala bi se povecati s porastom napetosti
povrsine na medufazi mjehurica, a smanjiti s tlakom pare tekuc¢ine. U namirnicama s velikim
udjelom vode postoji visoka povrSinska napetost, tako da ona moZe biti vrlo prikladan medij

za stvaranje kavitacije (Batur 1 sur., 2010).



Smicne sile i brze promjene tlakova nastale djelovanjem ultrazvuka efikasno uniStavaju
mikrobne stanice, osobito kada se djelovanje ultrazvuka kombinira s drugim tretmanima kao
Sto su zagrijavanje ili promjena pH vrijednosti (Lillard, 1994). Ispitivanja kombinacije
djelovanja topline, ultrazvuka i tlaka pokazala su da je letalni efekt na mikroorganizme 6 do
30 puta veci nego kod toplinskog tretiranja koje se provodi na istoj temperaturi (Sala i sur.,
1995). Letalno djelovanje ultrazvuka na mikroorganizme posljedica je stanjivanja stani¢ne

membrane, djelovanja nastalih slobodnih radikala te razvijene topline (Lelas, 2006).

2.1.2. Podjela ultrazvuka i primjena u prehrambenoj industriji

Ultrazvuk niske snage je ultrazvuk intenziteta manjeg od 1 W cm? i frekvencije vise od 100
kHz (Brn¢i¢ i sur., 2009). UspjeSno se primjenjuje za neinvazivnu detekciju (kontrolu
operacije) i za karakterizaciju fizikalno-kemijskih znacajki materijala (procjenu proizvoda i
kontrolu) te stimulaciju aktivnosti zivih stanica, povrSinsko ¢iS¢enje hrane, utjecaj na enzime,
ekstrakciju potpomognutu ultrazvukom, kristalizaciju, emulgiranje, filtraciju, operacije
suSenja 1 smrzavanja te omekSavanje mesa (Povey i Mason, 1998). Ultrazvuk niske snage
posjeduje svojstva koja ga ¢ine prikladnim za ispitivanje struktura i znacajki prehrambenih

sustava tijekom obrade.

Ultrazvuk visoke snage je ultrazvuk intenziteta visSeg od 1 W cm™ (uobiCajeno u rasponu od
10 do 1000 W cm'z) i frekvencija izmedu 18 i 100 kHz (McClements, 1995). Ultrazvuk
visoke snage niskih frekvencija (20 do 100 kHz) smatra se ‘“snaznim ultrazvukom” jer
uzrokuje kavitaciju te ima primjenu u prehrambenoj industriji kod ozracivanja tekuce hrane,
za induciranje reakcija oksidacije/redukcije, za ekstrakciju enzima i proteina, za inaktivaciju
enzima i za indukciju nukleacije kod kristalizacije (Thakur i Nelson, 1997). Kombinacija
ultrazvuka s toplinom i tlakom (manotermosonifikacija) pokazala se ucinkovitom u
inaktivaciji enzima otpornih na toplinu (Vercet 1 sur., 1997). Ultrazvuk visoke snage
dokazano je koristan u nastajanju kristala leda tijekom zamrzavanja vode (Li i Sun, 2002).
Pod utjecajem jakog ultrazvuka dolazi do skra¢ivanja vremena izmedu inicijacije
kristalizacije i potpune tvorbe leda te time smanjenja oSte¢enja stanice. IstraZivanja nekih
autora (Lima 1 Sastry, 1990) pokazala su da snaZzni ultrazvuk pospjeSuje prijenos topline.
Ultrazvuk visoke snage generiran periodicnim mehani¢kim gibanjima sonde, prenosi
ultrazvucnu energiju u teku¢i medij i uzrokuje vrlo velike promjene u tlaku, koje dovode do

stvaranja malih i brzo rastu¢ih mjehuri¢a (Povey i Mason, 1998). Mjehuri¢ se Siri tijekom



negativnog tlaka te implodira tijekom pozitivnog tlaka stvarajuci visoke temperature, tlakove

i sile na vrhu sonde (Suslick, 1988).

2.1.3. Primjena ultrazvuka u vinarstvu

Jedna od poZeljnijih tehnika, opéenito u obradi hrane, prema kojoj su u novije vrijeme
usmjerena mnoga istraZzivanja je primjena ultrazvuka. Godine 1937. ultrazvuéni valovi se prvi
put primjenjuju kako bi izazvali termodinamicke promjene u fermentiranim i destiliranim
alkoholnim pi¢ima s ciljem imitiranja promjena koje bi se prirodno pojavile u picu
(Bachmann 1 Wilkins, 1937). Tijekom narednih desetljea tretman ultrazvukom u vinima i
alkoholnim pi¢ima provodio se s ciljem postizanja bolje kvalitete proizvoda (Garcia Martin i
sur., 2016). Primjena ultrazvuka visokih snaga u vinarstvu usmjerena je na mikrobnu
aktivnost tijekom fermentacije, ekstrakciju polifenolnih i aromatskih spojeva iz grozda u

most te za ubrzavanje reakcija starenja i dozrijevanja u vinu.

Tretman ultrazvukom osigurava visoku temperaturu 1 visoki tlak Sto dovodi do modifikacije
kemijskih reakcija (Suslick, 1989), kao Sto su fragmentacija i lan¢ana rekombinacija polimera
(Chang, 2005). Kombinacija topline, tlaka i turbulencije ubrzava prijenos mase u kemijskim
reakcijama, stvara nove reakcijske putove, razgraduje ili stvara razliite spojeve od onih

dobivenih pri konvencionalnim uvjetima (Patist 1 Bates, 2008).

Ultrazvuk moze ubrzati sve reakcije koje se javljaju tijekom procesa starenja: oksidativne
reakcije (ukljucujuéi ili ne molekularni kisik) i reduktivne reakcije (Ferraretto i Celotti,
2016). Jedna od najvaznijih promjena koja se dogada tijekom starenja i dozrijevanja vina je
stabilizacija boje nastala kopigmentacijom antocijanidina, formiranje novih tvari boje 1
postepeno formiranje tanin-tanin i antocijanidin-tanin kompleksa (Boulton, 2001; Jackson,

2008).

U zadnjih nekoliko godina ispitivan je utjecaj ultrazvuka na fizikalno-kemijski sastav crnih
vina (Zhang 1 sur., 2016) te su autori zakljucili da razli¢iti uvjeti ultrazvucnog tretmana
znacajno mijenjaju koncentraciju ukupnih fenolnih spojeva i elektricnu vodljivost. Prema
tome, ultrazvuk se pokazao kao potencijalna metoda za ubrzavanje procesa starenja i

dozrijevanja vina (Garcia Martin i Sun, 2013).



U posljednje vrijeme ispituje se moguci ucinak ultrazvuka na ekstrakciju polifenolnih spojeva
te spojeva arome u razli¢itim fazama procesa proizvodnje (Ferraretto i sur., 2013).
Polifenolni spojevi i spojevi arome smjeSteni su u stanicama koZice grozda i njihovo
oslobadanje je olakSano mehani¢kim djelovanjem, razaranjem tkiva i stanica te temperaturom
i alkoholom. Povecanje koncentracije tanina i antocijana u vinu, glavnih polifenolnih spojeva
odgovornih za okus, boju i starenje, daju vinima povecani potencijal za dozrijevanje. Stoga bi
primjena procesa ekstrakcije polifenola prije fermentacije mogla poboljSati proces starenja i

dozrijevanja vina (Garcia Martin i Sun, 2013).

Ultrazvuk se takoder moze koristiti kako bi se ubrzalo ispustanje zasStitnih koloida iz taloga i
stabiliziranje vina u vrlo kratkom vremenu (Cacciola i sur., 2013; Garcia Martin i sur., 2013).
Ultrazvuéna kavitacija mogla bi olakSati otpuStanje ovih spojeva uzrokuju¢i poremecaj

stani¢nih stijenki i membrana (Ferraretto i Celotti, 2016).

Nadalje, ultrazvuk bi se mogao uobicajeno koristiti u prehrambenoj industriji kao relativno
jeftina, neopasna 1 ekoloSki prihvatljiva tehnologija (Mason i sur., 1996; Sun 1 Li, 2003;
Zheng i Sun, 2006), pa njegova moguca primjena u vinarstvu moZe postati vazna tehnoloska
inovacija ubrzavanjem odredenih reakcija u procesu proizvodnje vina (Ferraretto i Celotti,

2016).

2.2. UPOTREBA ANTIOKSIDANSA

2.2.1. Sumporov dioksid

Sumporov dioksid (SO,) jedan je od prirodno prisutnih sastojaka vina. Pri niZim
koncentracijama (< 10 mg L7) nastaje metabolizmom kvasaca tijekom alkoholne
fermentacije, dok su viSe koncentracije uglavnom rezultat njegovog dodavanja. Njegova
primjena u vinarstvu datira joS od 18. stolje¢a. U odgovaraju¢im koncentracijama ima niz

pozitivnih uc¢inaka koji olakSavaju proizvodnju i ¢uvanje vina.

U vinu se nalazi kao vezani (najviSe s acetaldehidom) i slobodni sumporov dioksid u koji
ulazi prvenstveno molekularni oblik, nevezani oblik te nedisocirani sulfitni oblik (Sonni i
sur., 2011). Koli¢ine slobodnog i vezanog sumporovog dioksida u vinu se nalaze u stanju
dinamicke ravnoteze. Neki od najznacajnijih faktora koji utjeCu na odnose medu pojedinim

oblicima sumporovog dioksida su pH (pri nizem pH ve¢i je udio molekularnog oblika) i



koncentracija odredenih tvari koje se direktno vezu na dodani sumporov dioksid (Ribéreau-

Gayon i sur., 2006a).

Neki od pozitivnih u¢inaka sumporovog dioksida u vinu su (Clarke i Bakker, 2004):

= snazna antimikrobna aktivnost, dodatak SO, prije alkoholne fermentacije inhibirat ¢e
rast autohtonih kvasaca i nepozeljnih bakterija, dok su kvasci dosta otporni na SO,,
njegovim dodatkom tijekom odleZavanja 1 prije punjenja vina u boce znacajno se

smanjuje rizik od kvarenja vina djelovanjem bakterija,

= antioksidacijsko djelovanje, sumporov dioksid sprjecava oksidaciju polifenolnih
spojeva, $to rezultira smanjenjem posmedivanja i oCuvanjem koncentracije sortnih

tiola (Blanchard i sur., 2004) i estera (Roussis 1 Sergianitis, 2008),
= veZe se s acetaldehidom 1 tako se smanjuje aroma po oksidiranom,

= djeluje kao ,,izbjeljivac* Sto rezultira svjetlijom bojom vina (Jackson, 2008),

dezinfekcijsko sredstvo, koristi se u vinarijama za ¢iS¢enje opreme i posuda.

Vece koli¢ine sumporovog dioksida imaju negativan utjecaj na kvalitetu vina, prije svega na
okus i miris, a efekt istih se povecava dozrijevanjem vina (Li i sur., 2008). Kao prag nazalne
detekcije molekularnog sumporovog dioksida navode se jako niske koncentracije od 1 do 3

mg L'

Zbog negativnih utjecaja na kvalitetu vina, ali i na zdravlje potrosaca zakonski su propisane
maksimalno dozvoljene koncentracije sumporovog dioksida u vinima u prometu. Prema
vazecem pravilniku, dopuStena koncentracija ukupnog sumporovog dioksida u crnim vinima

je 160 mg L™, a slobodnog najvise do 30 mg L (Pravilnik, 2005).

Opcenito, preporucene koncentracije slobodnog sumporovog dioksida u vinu, prije punjenja u
boce su u rasponu od 15 do 40 mg L™, ovisno o koli¢ini potrebnoj da se postigne 0,8 mg L™

molekularnog (antimikrobnog) SO, (Tomasevi¢, 2017).

Tijekom odlezavanja vina, koncentracija sumporovog dioksida se kontinuirano smanjuje kao
rezultat reakcija oksidacije katalizirane ionima bakra 1 Zeljeza (Ribéreau-Gayon i sur.,

2006a). Molekularni kisik bez prisutnosti iona metala ne uzrokuje direktnu oksidaciju
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polifenolnih spojeva (Peynaud, 1996). Pokazalo se da vina punjena u boce s dodatkom SO,

imaju najbolju antioksidativnu zastitu (Brajkovich i sur., 2005; Lopes i sur., 2009).

2.2.2. Glutation

S obzirom na negativne strane vezane za dodatak sumporovog dioksida, nastoji se smanjiti
njegova upotreba, a pritom najveci izazov predstavlja pronalazak adekvatne zamjene koja bi
osigurala zaStitu buteljiranih vina (Comuzzo i1 Zironi, 2013). Kao jedna od zamjena spominje

se dodatak reduciranog glutationa (GSH).

GSH je tripeptid, sastavljen od glutaminske kiseline, cisteina 1 glicina, posjeduje
antioksidativna svojstva, a prirodno je prisutan u grozdu i vinu u niskim koncentracijama
(Kritzinger i sur., 2013). Na koncentraciju glutationa u vinu utjecu mnogi ¢imbenici, od kojih

su najznacajniji sorta, ferroir i vrijeme berbe (Cheynier i sur., 1989).

Glutation sudjeluje u sprjeCavanju posmedivanja i gubitka arome vina, procesa koji se
odvijaju kao rezultat oksidacije vina (Coetzee i Du Toit, 2012). Glutation onemogucava
nastajanje tamnih polimera sprjecavajuc¢i polimerizaciju nastalih kinona uslijed oksidacije

polifenolnih spojeva (Tomasevic¢, 2017).

Istrazivanja nekih autora pokazala su da dodatak glutationa ili kombinacije glutationa i
kafeinske ili galne kiseline rezultira sporijim smanjenjem nekoliko hlapivih estera (Roussis i
sur., 2007; Roussis i Sergianitis, 2008). Takoder, pokazalo se da dodatak glutationa usporava
smanjenje koncentracije terpena (linalol) u suhom 1 slatkom vinu Muskat koje je ¢uvano u

otvorenim bocama pri 20 °C (Papadopoulou i Roussis, 2001).

Nadalje, ispitivan je utjecaj dodatka glutationa i N-acetilcisteina na koncentracije estera i
terpena tijekom starenja bijelog vina i pokazalo se da je dodatak glutationa usporio smanjenje
koncentracija nekoliko razli¢itih hlapivih spojeva (Papadopoulou i Roussis, 2008). Takoder,
dodatak 20 mg L' glutationa u suho vino Muskat rezultirao je ofuvanjem koncentracije

linalola i a-terpineola tijekom starenja vina (Papadopoulou i Roussis, 2001).



Dodatkom glutationa moZe se znacajno usporiti smanjenje koncentracije sortnih tiola tijekom
starenja u bocama (Dubourdieu i Lavigne-Cruege, 2004). Budu¢i da je glutation tiol
potencijalno se moZe natjecati sa sortnim tiolima za vezanje na o-kinone S§to ima za

posljedicu oCuvanje sortne arome (Tirelli i sur., 2010).

Nadalje, utvrdeno je da dodatak glutationa u koncentraciji od 20 mg L*' pri niZim
koncentracijama slobodnog SO, (35 mg L") ima znacajniji efekt za oCuvanje koncentracije
nekoliko estera i linalola, nego visoka koncentracija slobodnog SO, (50 mg L") (Roussis i
sur., 2007). Razlog tome moZe biti u sinergistickom djelovanju sumporovog dioksida i

glutationa (Webber i sur., 2014).

Medunarodna organizacija za lozu i vino (OIV) uvrstila je glutation na popis dozvoljenih

enologkih sredstava pri proizvodnji vina, u dozi od maksimalno 20 mg L™ (OIV, 2017).

2.3. POLIFENOLI SPOJEVI VINA

Polifenolni spojevi igraju vaznu ulogu u vinarstvu jer su odgovorni za senzorske
karakteristike vina (boja, aroma, trpkoca i gor¢ina) te imaju vaznu ulogu u procesu starenja
vina (Ferraretto 1 Celotti, 2016). Polifenoli predstavljaju skupinu molekula biljnog podrijetla,
¢iju strukturu €ini aromatski prsten s jednom ili viSe hidroksilnih skupina. Uobicajena su
sastavnica ljudske prehrane te se u razli¢itim koli¢inama nalaze u vo¢u, povréu, vinu, voénim

sokovima, ¢aju i kavi (Rastija i Medi¢-Sarié, 2009).

Polifenoli iz koZice, sjemenki i mesa bobice crnog grozda ekstrahiraju se u vino tijekom
procesa vinifikacije. Sastav i koli¢ina pojedinih polifenola ovisi o sorti grozda, klimatskim
uvjetima, postupcima uzgoja vinove loze i procesu proizvodnje vina (Rastija i Medié-Sarié,

2009).

Brojna istraZivanja su pokazala da namirnice koje sadrZze polifenole pozitivno utjecu na
zdravlje i to najve¢im dijelom zbog svojih antioksidacijskih svojstava (Rastija i Medié-Sarié,
2009). Mnoga istraZivanja pokazala su kako antioksidacijska svojstva polifenola iz vina Stite
od nastanka ateroskleroze i1 koronarnih bolesti pa se smatra da redovita 1 umjerena

konzumacija vina smanjuje moguénost obolijevanja od tih bolesti (Rastija i Medié-Sarié,
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2009). Osim toga dokazano je njihovo antikancerogeno, protuupalno i antimikrobno

djelovanje (Lépez i sur., 2001).

Crna vina sadrZe od 1000 do 4000 mg L™ polifenolnih spojeva i po udjelu su nakon alkohola,
ukupnih kiselina i ugljikohidrata. Tijekom starenja vina mijenja se sastav polifenola jer oni
podlijeZu razli¢itim transformacijama kao Sto su oksidacija (Martinez i Whitaker, 1995),
kondenzacija 1 polimerizacija (Bakker 1 Timberlake, 1997), te ekstrakcija iz drveta

(Chatonnet i Dubourdieu, 1998).

Polifenoli spojevi su podijeljeni u tri osnovne skupine: fenolne kiseline, flavonoidi i stilbeni.
Smatra se da su fenolne kiseline moguc¢i uzrok nestabilnosti vina, jer sudjeluju u stvaranju
taloga ili su ukljuene u proces posmedivanja vina. Medutim, fenolne kiseline iz vina imaju
pozitivan ucinak na zdravlje ¢ovjeka, s obzirom na to da im je dokazan antioksidativni i
vazodilatacijski efekt (Rastija 1 sur., 2016). Nadalje, flavoni i flavonoli koje nalazimo u vinu
od izuzetne su bioloske vaznosti jer djeluju kao antioksidansi i hvataci slobodnih radikala

(Rastija i sur., 2016).

2.3.1. Antocijani

Antocijani pripadaju grupi flavonoida, to su glikozilirani polihidroksi i polimetoksi derivati
2-fenilbenzopirilium kationa, odnosno flavilium kationa (Brouillard, 1982). Glavni dio
antocijana je njegov aglikon, flavilium kation koji sadrzi konjugirane dvostruke veze
odgovorne za absorpciju svjetla pri valnim duljinama od oko 500 nm, §to omogucava

pigmentu da se ljudskom oku ¢ini crvenim (Pichler i sur., 2015).

Najveci utjecaj na sadrzaj antocijana imaju sorta, klimatski uvjeti i tlo. Osim Sto utjeCu na
boju crnih vina, antocijani imaju pozitivan utjecaj na ljudsko zdravlje zahvaljujuc¢i svojim
antioksidacijskim svojstvima. Antocijani svojim djelovanjem povecavaju otpornost
organizma prema bolestima, inhibiraju nastajanje nekih vrsta tumora i pozitivno utjeu na

kardiovaskularni sustav (Pichler i sur., 2015).

Antocijani se nalaze u koZici bobice, a njihova sinteza zapocinje tijekom Sare i postepeno se
nakupljaju u kozici za vrijeme procesa dozrijevanja, a najzastupljeniji predstavnik antocijana

je malvidin-3-O-glukozid u vecini kultivara grozda (Pichler i sur., 2015).
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Ekstrakcija antocijana iz grozda u vino ne ovisi samo o njihovoj koncentraciji nego i o
sposobnosti kozice da ih oslobodi, a to je posljedica degradacije stani¢ne stijenke od strane
pektolitickih enzima. Poznato je da groZzde bogato antocijanima nuZno ne daje i vino
intenzivne boje. Uzimaju¢i u obzir Cinjenicu da se antocijani ekstrahiraju u vino tijekom
procesa maceracije/fermentacije, znanje o njihovoj ekstraktibilnosti moze doprinijeti kvaliteti

upravljanja u ovoj fazi vinifikacije i predvidanju boje vina (Jagati¢ Korenika i sur., 2015).

Na stabilnost antocijana utjee njihova struktura, koncentracija u otopini, pH, temperatura,
koncentracija kisika, svjetlo i prisutnost drugih tvari (Ribéreau-Gayon i sur., 2006b).
Antocijani u vinu se nalaze u ravnoteZi izmedu pet razli¢itih molekulskih stanja. Cetiri forme
predstavljaju slobodne molekule, a jedna forma predstavlja molekulu povezanu sa
sumpornim dioksidom. Koja ¢e forma biti viSe ili manje zastupljena ovisi o pH vrijednosti
vina i koncentraciji slobodnog sumporovog dioksida. Nizi pH pogoduje nastanku flavijevog
kationa (crvena boja), dok viSa pH vrijednost pogoduje nastanku kvinoidalne forme (plavo-

ljubicasta boja).

U crnim sortama prisutni su u obliku slabih kompleksa koji su medusobno povezani
hidrofobnim vezama, a nastaju procesima samopovezivanja i kopigmentacije (Somers i
Vérette, 1988). Flavonoidi, esteri hidroksicimetne kiseline s polifenolima najces¢e sudjeluju
u stvaranju takvih kompleksa (Somers, 1982). Oba tipa kompleksa uzrokuju povecanje
intenziteta 1 dubine boje, apsorpciju svjetla i opcenito povecavaju stabilnost boje vina

(Jackson, 2008).

Polimerizacija igra vaznu ulogu u stabilizaciji boje vina, jer Stiti molekule antocijanidina od
oksidacije i drugih kemijskih modifikacija. Polimerizacija nastala izmedu antocijanidina i
procijanidina smanjuje taloZenje tanina u vinu, a samim time i njihov gubitak. Kovalentnim
vezanjem tanina s molekulama antocijanidina se takoder povecava obojenost vina (Jackson,

2008).

2.3.2. Tanini

Tanini nastaju vezanjem veceg broja molekula katehina u polilance. U usnoj Supljini
reagiraju s bjelanCevinama sline 1 taloze se, Sto uzrokuje izrazitu astrigenciju, ali 1

kompleksnost vina. Drugi naziv za tanine je proantocijanidini, na njih otpada oko 50%
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ukupnih polifenolnih spojeva. U bijelim vinima dolaze u vrlo malim koli¢inama.
Proantocijanidini su takoder potencijalni antioksidansi, ali zbog sloZene strukture velikih
polimeriziranih lanaca apsorpcija u tijelo je vrlo teSka, onemogucavajuci tako moguce

pozitivne utjecaje (Alpeza, 2008).

Tanini se obicno dijele na kondenzirane i hidroliziraju¢e tanine. Kondenzirani tanini su
oligomeri ili polimeri flavanola i sintetiziraju se u koZici 1 u sjemenkama bobice, dok
hidroliziraju¢i tanini potjecu uglavnom iz drveta, i to su galna kiselina ili esteri elaginske

kiseline i glukoze (Alpeza, 2008).

Reakcija tanina i proteina sline moZe proizvesti mekanu balansiranu impresiju ili agresivnu
koja se percipira kao intenzivan osjet trpkoce i koja nije toliko poZeljna karakteristika vina.
Tanini se u vino ekstrahiraju iz pokozice i sjemenke grozda tijekom fermentacije. Tanini iz
sjemenke vinu daju tijelo i strukturu, a tanini iz pokoZice mu daju punocu, zaokruzenost i
boju (Ribéreau-Gayon 1 sur., 2006b). Trpko¢a je jedna od najvaznijih organoleptickih
svojstava crnog vina. To je vazno svojstvo suhih crnih vina jer im daje na kompleksnosti i

utjeCe na teksturu odnosno punocu vina (Gawel i sur., 2001).

Tijekom dozrijevanja vina tanini reagiraju s antocijanima stvaraju¢i puno stabilnije pigmente,

koji su vjerojatno odgovorni za stabilnost boje crnih vina (Alpeza, 2008).

24. AROMA VINA

Nekoliko stotina kemijskih spojeva u medudjelovanju s osjetilima $alje odredenu informaciju
mozgu, a rezultira psihofizickom percepcijom koju opisujemo kao ,,vino*“ (Robinson i sur.,

2014).

U posljednje vrijeme zabiljeZen je bitan napredak u ispitivanju arome vina i senzornih

karakteristika najve¢im dijelom zahvaljuju¢i plinskoj kromatografiji (Pineau i sur., 2007).

S obzirom na podrijetlo, aromu u vinu dijelimo na primarnu (terpeni, norizoprenoidi, pirazini,
hlapivi tioli) koja potjece iz grozda, sekundarna aroma koja se razvija tijekom obrade grozda
(ruljanje, muljanje, preSanje i maceracija), aroma fermentacije koja nastaje tijekom alkoholne
i jabu¢no-mlijeCne fermentacije te aroma starenja koja se oblikuje tijekom dozrijevanja i
skladiStenja kroz enzimatske 1 fizikalne reakcije vina u drvu ili boci (Swiegers 1 Pretorius,

2005).
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2.4.1. Primarna aroma vina

Najvaznija grupa spojeva primarne arome grozda su terpeni (Jackson, 1994). U svim sortama
grozda pronadeno je oko 40 terpenskih spojeva i tek nekoliko predstavljaju vaZne
komponente za aromu vina (Esti 1 Tamborra, 2006). Najjednostavniji terpeni su monoterpeni
s 10 ugljikovih atoma (Pine, 1994), a nalaze se u pokoZici i mesu bobice grozda te postoje u
dva oblika, slobodnom i glikozidnom. Slobodni oblici koji utjeu na aromu su: geraniol,
nerol, linalol, linalol oksid, a-terpineol, citronelol, hotrienol i nemirisni polihidroksilatni
spojevi (polioli) koji uslijed blage kiselinske hidrolize prelaze u mirisne oblike (Gunata i sur.,

1993).

Norizoprenoidi su spojevi nastali iz karotenoida, kemijskih spojeva koji u biljkama Stite
stanice od oksidacije (Demmig-Adams i Adams, 1996). Najzastupljeniji norizoprenoidi u
vinu su B-damskenon, a-ionon i B-ionon, a vinu daju vo¢no-cvjetni karakter (Black i sur.,

2015).

Pirazini su spojevi koje u vinu nalazimo u vrlo malim koncentracijama (ng L™, ali oni imaju
znacajan utjecaj na aromu vina, daju¢i mu miris na papriku, Sparogu ili grasak (Sala i sur.,
2000). Pirazini imaju bitnu ulogu u aromi Sauvignona bijelog (Allen i sur., 1991), Cabernet

Sauvignona (Allen i sur., 1990) i Cabarnet franca (Roujou de Boubée i sur., 2000).

Hlapivi sumporni spojevi, iako se op¢enito smatra da negativno utjeCu na aromu mogu pak
pridonositi i vo¢nim, mineralnim, zelenim te aromama koje podsjecaju na miris dima za Sto
su zasluzni hlapivi tioli. Ovi spojevi doprinose aromi mnogih sorti, a ponajvise Sauvignonu

bijelom (Tominaga i sur., 1998).
2.4.2. Sekundarna aroma

Sekundarna aroma vina nastaje tijekom primarne obrade grozda, dakle, tijekom muljanja,
ruljanja i1 preSanja te daljnjim kemijskim i enzimatsko-biokemijskim reakcijama u mostu. Svi
tehnoloski procesi kroz koje grozde prolazi prije alkoholne fermentacije utjeCu na

koncentraciju i intenzitet spojeva arome, ali i na nastajanje novih spojeva.

2.4.3. Aroma fermentacije

Formiranje arome fermentacije odvija se za vrijeme alkoholne i jabuc¢no-mlije¢ne
fermentacije, a spojevi odgovorni za ovu aromu nastaju kao produkt metabolizma kvasaca i

bakterija (Guth i Sies, 2002). Fermentacijom se povecava kemijska i aromatska kompleksnost
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vina, olaksava ekstrakcija tvari iz ¢vrstih dijelova grozda, transformiraju spojevi dobiveni iz

grozda te proizvede znacajne koli¢ine kvascevih metabolita (Pretorius, 2000).

Masne kiseline kratkog lanca (izomaslacna, izovaleri¢na, masla¢na i propanonska) imaju
utjecaj na ukupnu aromu vina. Masne kiseline srednjeg lanca (heksanonska, oktanska i
dekanska) takoder bitno utjeCu na aromu vina, a njihova koncentracija ovisi o sastavu mosta,

sorti, soju kvasca i temperaturi fermentacije.

Esteri nastaju radom kvasaca kroz metabolizam lipida i acetil-CoA te su jedni od
najzastupljenijih spojeva u alkoholnim pi¢ima (Swiegers 1 sur., 2005). Najvazniji esteri u
vinu su etilni esteri masnih kiselina i acetatni esteri, ukljucujuci etil acetat, etil butanoat, etil
heksanoat, etil oktanoat, etil dekanoat, heksil acetat, izoamil acetat, izobutil acetat 1 fenil etil
acetat (Swiegers i sur., 2005). Hidroliza estera moze dovesti do gubitka vo¢nih i cvjetnih

aroma mladih bijelih vina (Pérez Coello i sur., 2003).

Visi alkoholi su takoder produkt metabolizma kvasaca, a nastaju katabolizmom
aminokiselina od strane kvasaca kroz Ehrlichov put sinteze (Swiegers i sur., 2005). Izoamil
alkohol 1 izobutil alkohol imaju arome paljenja, slada 1 viskija ili gorke arome. Aromati¢ne
aminokiseline (fenilalanin 1 tirozin) proizvode aromati¢ne alkohole kao $to je feniletil alkohol

koji ima medne i zacinske arome te arome ruZze i ljiljana (Francis i Newton, 2005).

U skupini karbonilnih spojeva bitno je istaknuti acetaldehid 1 diacetil. Najzastupljeniji
karbonilni spoj u vinu je acetaldehid, nalazi se u koli¢ini od 90% od ukupne koli¢ine svih
aldehida u vinu. Sintetizira se tijekom rasta kvas¢evih stanica nakon $to se potrosi 25%
Secera (Liu i1 Pilone, 2000). Takoder, zadnji je prekursor prije formiranja etanola jer piruvat
kao posljednji produkt glikolize, prelazi u acetaldehid uz piruvat dekarboksilazu koji zatim uz

alkohol dehidrogenazu prelazi u etanol (Delfini 1 Costa, 1993).

Diacetil ili 2,3-butandiol nastaje kao sekundarni metabolit alkoholne i jabu¢no-mlije¢ne
fermentacije (Bratowsky i1 Henschke, 2004) te ga karakterizira masla¢na aroma. Sinteza
diacetila ovisi o dostupnosti aminokiselina, osobito valina i treonina. Diacetil je nestabilan
produkt i Cesto se reducira u 2,3-butandiol uz pomo¢ kvasaca preko acetona koji potice tu

oksido-redukcijsku reakciju (Fleet, 1993).

15



Jabu¢no-mlijec¢na fermentacija obi¢no se provodi nakon alkoholne fermentacije djelovanjem
bakterija mlijeCne kiseline. Tijekom jabu¢no-mlijeCne fermentacije jabucna kiselina se
dekarboksilira u ugodniju mlije¢nu kiselinu 1 CO,. Provodi se u slucaju povecane kiselosti

vinu te utjece na poboljSanje arome vina (Lambrechts 1 Pretorius, 2000).

2.4.4. Aroma starenja

Faza proizvodnje vina nakon zavrSene alkoholne i jabu¢no-mlijeCne fermentacije zove se
stabilizacija tijekom koje vino odlezava kroz odredeni period pri ¢emu dolazi do njegovog
dozrijevanja, ali i starenja te razvoja tzv. arome starenja (,,bouquet starenja‘). Tako je npr.
odleZavanje vina nakon fermentacije u hrastovim ba¢vama do trenutka punjenja u boce Cesta
praksa, a jedan od glavnih razloga ovog postupka je formiranje ,,arome drveta“ (Ribéreau-

Gayon i sur., 2006b).

Stabilizacija vina, odnosno period tijekom kojeg vino odlezava nakon zavrSene alkoholne i
jabu¢no-mlijecne fermentacije rezultira razvojem tzv. arome starenja. Cest slu¢aj je da vino
prije punjenja u boce odlezava u hrastovim ba¢vama pri ¢emu se formira ,,aroma drveta*

(Ribéreau-Gayon i sur., 2006b).

Oksidacija postoje¢ih aromatskih spojeva te ekstrakcija spojeva iz drveta bac¢ve (ako vino
odlezava u bacvama) spada u najvaznije reakcije tijekom starenja. Oksidacijom se povecava
koncentracija aldehidnih spojeva koji pridonose voénim aromama. Takoder, smanjuje se
koncentracija voc¢nih estera (i-amil acetat 1 2-fenil acetata) te povecava koncentracija dietil
sukcinata. Ekstrakcijom spojeva iz drveta bac¢ve u vino dospijevaju razli¢iti aromatski
spojevi, kao Sto su: aldehidi, ketoni, laktoni i hlapivi fenoli. Koncentracija i sastav hlapivih
spojeva koji potjecu iz drveta bave ovise o njezinom podrijetlu (vrsta drveta, geografska
regija i starost drveta) kao i o samom nacinu proizvodnje. Ovisno o vremenu odleZavanja
vina u ba¢vama razliCit je njihov utjecaj na aromu. Tanini drveta su u vinu dobro topivi te

mogu znacajno utjecati na okus, boju i miris vina (Moreno Arribas i Polo, 2008).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJAL

3.1.1. Uzorci vina

U ovom radu koriSteno je crno vino sorte Cabernet Sauvignon iz vinarije Erdutski vinogradi
d.o.o., Hrvatska, proizvedeno 2017. godine sa snizenom koncentracijom sumporovog

dioksida. Osnovni fizikalno-kemijski parametri odabranog vina prikazani su u Tablici 1.

Tablica 1. Osnovni fizikalno-kemijski sastav vina Cabernet Sauvignon

Alkohol 13,1 %
Ukupna kiselost 53gL"’
Hlapiva kiselost 0,61 gL’
Reduciraju¢i Seceri 4,1¢g L'
pH 3,46

Jabuéna kiselina 0,1¢g Lt
Mlijecna kiselina 13gL!
Ukupni sumporov dioksid 25mg L’
Slobodni sumporov dioksid 15mgL’

3.1.2. Kemikalije

Reagensi koriSteni u spektrofotometrijskim analizama bili su pro analysis (p.a.) stupnja
Cistoce, dok su reagensi koriSteni pri plinskoj 1 tekucinskoj kromatografiji visoke

djelotvornosti bili pro chromatography stupnja Cistoce.

Natrijev klorid, Carlo Erba, Vale de Reuil, Francuska

n-amil alkohol, Fluka, Kemika, Zagreb, Hrvatska

Natrijev karbonat, bezvodni, p.a. Gram-Mol, Zagreb, Hrvatska
Natrijev hidrogen sulfit, p.a. Acros, Geel, Belgija

Folin-Ciocalteu reagens, Reagecon, Shannon, Irska

Klorovodic¢na kiselina (37 %), Carlo Erba, Val de Reuil, Francuska
Mravlja kiselina (98-100 %), Carlo Erba, Val de Reuil, Francuska
Etanol (96 %), Gram-Mol, Zagreb, Hrvatska

YV V. V V V V V V
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» Metanol (100 %), Carlo Erba, Val de Reuil, Francuska
» Acetonitril (100 %), HPLC C¢istoce, J.T. Baker, Deventer, Nizozemska
» Malvidin-3-0-glukozid klorid, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD
3.1.3. Aparatura i pribor
Aparatura:
» Spektrofotometar, Specord 50 Plus, Analytik Jena, Jena, Njemacka
» Analiticka vaga, Mettler Toledo, Columbus, OH, SAD
» Termostat, Inkolab, Zagreb, Hrvatska
» HPLC Agilent Technologies 1260 Series, Santa Clara, CA, SAD, sastavljen od
sljedec¢ih komponenti:
e Kbvarterna Pumpa (Bin Pump SL) G7111B
e Autosampler (DL-ALS) G2258A
e Termostat Autosampler-a (FC-ALS Term) G1330B
e Termostatirani odjeljak za kolonu (TCC SL) G1316B
® Diode Array Detector (DAD VL) GI316A
e Agilent Chemstation Softver
» Plinski kromatograf (GC), Agilents Technologies 6890 Network GC System, Santa
Clara, CA, SAD
» Maseni spektrometar, Agilent Technologies 5973 Inert Mass Selective Detector,
Santa Clara, CA, SAD,
» Termoblok s magnetskom mijeSalicom, Pierce, Reacti-Therm, Heating/Stirring
module, No. 18971, Rockford, IL, SAD
Pribor:

Mikropipete volumena 100, 1000, 5000 uL

Pipete volumena 1, 5, 10, 15 mL

Odmjerne tikvice volumena 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000 mL
Kivete od 1 cm

Staklene tube za hidrolizu, Pirex, Corning, NY, SAD

SPME vlakno: 100 um PDMS, 23 Ga, Supelco, Bellefonte, PA, SAD
Magnet

HSS bocice, 20 mL, Restek, Bellefonte, PA, SAD

Silikonski ¢epovi za HSS bocice, Diiren, Njemacka
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e Laboratorijske ¢aSe volumena 100, 150, 250 mL
e Staklene epruvete

e Plasti¢na ladica za vaganje

3.2. METODE

U ovom radu ispitan je utjecaj ultrazvuka visokih snaga i dodatka antioksidansa
(sumporov dioksid i glutation) na polifenolne spojeve i spojeve arome vina Cabernet

Sauvignon nakon 3 mjeseca starenja u bocama.

3.2.1. Priprema uzoraka

Tretman vina ultrazvukom visokih snaga ukljuc¢ivao je nekoliko varijanti sa i1 bez
antioksidansa, a koriSteni antioksidansi bili su sumporov dioksid i glutation. Varijante
tretiranog vina bile su: (i) vino sa snizenom koncentracijom SO, (15 mg L' slobodnog SO);
(ii) vino sa snizenom koncentracijom SO, i glutationom (15 mg L' slobodnog SO, uz
dodatak 20 mg L™ glutationa) te (iii) vino sa standardnom koncentracijom SO, (30 mg L™

slobodnog SO,). Kontrolno vino bilo je vino sa standardnom koncentracijom SO,.

3.2.2. Tretiranje vina ultrazvukom visokih snaga

Za tretman vina ultrazvukom visokih snaga koriStena je ultrazvuc¢na sonda promjera 25,4 mm

1 ultrazvucni procesor snage 700 W i 20 kHz (Qsonica Sonicators, Newtown, SAD).

Postupak tretiranja:

Tretiranja su izvrSena pri amplitudi ultrazvucnog vala od 25 % 1 trajanju tretmana od 6
minuta. Postupak HPU tretiranja vina bio je sljedeci: 300 mL vina uliti u staklenu ¢asu od
400 mL. Zatim ultrazvu¢nu sondu uroniti u uzorak (oko 2 cm) i centrirati u sredinu casSe.
Tijekom HPU tretmana temperaturu odrzavati na 25 °C hladenjem ledom. Tretmane vina

provesti u duplikatu.
Odmah nakon tretmana, provedeno je punjenje vina u boce u struji duSika. Vina su

potom skladiStena u hladnjaku za cCuvanje vina u kontroliranim uvjetima. Uzorci vina

analizirani su nakon 3 mjeseca odlezavanja u bocama.
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3.2.3. Odredivanje ukupnih fenola u crnom vinu
Princip odredivanja:

Odredivanje ukupnih fenola temeljeno je na reakciji fenolnih spojeva s Folin-Ciocalteu
reagensom kojeg Cine smjesa fosfovolframove i fosfomolibdenove kiseline (Singleton i
Rossi, 1965). Intenzitet nastalog plavog obojenja izmjeren je spektrofotometrijski pri valnoj

duljini od 765 nm. Rezultat je izraZen kao ekvivalent galne kiseline (GAE) u mg L.

Postupak odredivanja:

U tikvicu od 25 mL otpipetirati 250 pL razrijedenog uzorka crnog vina, 1,25 mL Folin-
Ciocalteu reagensa (razrijedenog 1:2) i 15 mL vode. Sve dobro promijesati i poslije 30
sekundi dodati 3,75 mL 20 % otopine natrijevog karbonata. Zatim, nadopuniti tikvicu do
oznake s destiliranom vodom te ostaviti 2 sata na sobnoj temperaturi. Slijepu probu pripremiti
na isti nacin, s tim da umjesto uzorka treba uzeti 250 uL destilirane vode. Nakon 2 sata

izmjeriti apsorbanciju pri valnoj duljini od 765 nm.

Izrada baZdarnog pravca:

Otopine galne kiseline pripremiti u 12 % etanolu sljede¢ih koncentracija: 100, 200, 400, 600 i
800 mg L. Postupak odredivanja isti je kao prethodno opisani za odredivanje ukupnih fenola
u uzorcima vina. S tim da je umjesto uzorka vina potrebno uzeti otopinu odredene
koncentracije. Izraditi bazdarni pravac, pri ¢emu na apscisu treba nanijeti koncentracije galne

kiseline (mg L"), a na ordinatu izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 765 nm.

Racun:

Pomoc¢u programa Microsoft Excel izraditi jednadzbu pravca prema kojoj ¢e se izraCunati
koncentracije ukupnih fenola. U ovom radu izracunata jednadZzba pravca glasi:

y =0,0010x + 0,0276

R*= 0,999

gdje je:

y- apsorbancija pri 765 nm

x- udjel ukupnih fenola izraZenih kao ekvivalent galne kiseline (mg LY

R koeficijent determinacije
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3.2.4. Odredivanje ukupnih tanina u crnom vinu

Princip odredivanja:

Ukupni tanini odredeni su prema Bate-Smith metodi temeljenoj na kiselinskoj hidrolizi
proantocijanidina, tzv. kondenziranih tanina na temperaturi od 100 °C pri ¢emu dolazi do
formiranja obojenih antocijanidina (Ribéreau-Gayon 1 Stonestreet, 1966). Razlika obojenja
izmedu zagrijanog, hidroliziranog i nehidroliziranog uzorka drZzanog na sobnoj temperaturi
odredena je spektrofotometrijski pri valnoj duljini 550 nm, a pokazuje koli¢inu ukupnih

tanina u uzorku.

Postupak odredivanja:

Uzorak vina razrijediti 50 puta. U dvije tube za hidrolizu otpipetirati 2 mL razrijedenog
uzorka vina, 1 mL destilirane vode 1 3 mL koncentrirane klorovodi¢ne kiseline te hermeticki
zatvoriti tube. Jednu tubu ostaviti na sobnoj temperaturi, a drugu staviti u vodenu kupelj
zagrijanu na 100 °C. Nakon 30 minuta, tubu izvaditi iz vodene kupelji te ohladiti tijekom 5
minuta ledom kako bi se Sto prije zaustavila daljnja reakcija kiselinske hidrolize. U obje tube
dodati 500 pL etanola. Izmjeriti opticku gusto¢u pri 550 nm nasuprot destiliranoj vodi kao

slijepoj probi.

Racun:

Koncentraciju tanina u 50 puta razrijedenom uzorku izracunati prema formuli:
Tanini (g L") = 19,33 x (D;-D»)

gdje je:

19,33- faktor preracunavanja

D;- opticka gustoca hidroliziranog uzorka

D,- opticka gustoca nehidroliziranog uzorka

3.2.5. Odredivanje ukupnih antocijana u crnom vinu

Princip odredivanja:
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Ukupna koli¢ina antocijana u uzorcima vina odredena je metodom baziranoj na dodatku
otopine natrij hidrogen sulfita te ¢injenici da se HSOs3 ion veze na 2' poloZaj obojene
molekule antocijana te ju tako prevodi iz obojenog kationa u njen bezbojni leuko oblik.
Istovremeno, paralelni uzorak tretiran je destiliranom vodom pri ¢emu ne dolazi do nikakve
promjene u strukturi molekule antocijana. Koli¢inu prisutnih antocijana pokazuje razlika
spektrofotometrijski odredenih apsorbancija u oba uzorka (Ribéreau-Gayon i Stonestreet,

1965).

Postupak odredivanja:

U casu od 25 mL otpipetirati 1 mL vina, 1 mL 96 %-tnog etanola s 0,1 (v/v) HCl i 20 mL 2
%-tne vodene otopine HCI. Po 10 mL ove otopine otpipetirati u dvije tikvice. U prvu tikvicu
dodati 4 mL vode, a u drugu 4 mL 15 %-tne otopine natrij hidrogensulfita. Nakon 15 minuta

izmjeriti apsorbanciju u obje otopine na 520 nm nasuprot destiliranoj vodi kao slijepoj probi.

Racun:

Udio antocijana u ispitivanom uzorku izrac¢unati prema formuli:
A (mg L") =875 x (D-D»)

gdje je:

A. (mg L) — koli¢ina antocijana u ispitivanom uzorku

875 — faktor preraCunavanja

D, — apsorbancija uzorka kojem je dodana voda

D, — apsorbancija uzorka kojem je dodana 15 %-tna otopina natrijevog hidrogensulfita

3.2.6. Odredivanje slobodnih antocijan-3-0O-glukozida, antocijan-3-O-glukozid acetata i
antocijan-3-0O-glukozid p-kumarata u crnom vinu primjenom tekucinske

kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC)

Sastav ukupnih slobodnih antocijan-3-O-glukozida (delfinidin-3-0-glukozid, cijanidin-3-O-
glukozid, petunidin-3-0-glukozid, peonidin-3-O-glukozid 1 malvidin-3-0-glukozid),
antocijan-3-0O-glukozid acetata (peonidin-3-O-glukozid acetat i malvidin-3-O-glukozid
acetat), antocijan-3-0O-glukozid p-kumarata (peonidin-3-O-glukozid p-kumarat i malvidin-3-
O-glukozid p-kumarat) u uzorcima vina odreden je primjenom tekucinske kromatografije

visoke djelotvornosti (HPLC). Kromatografske analize provedene su na Agilent 1260 Series
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(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD) HPLC uredaju uz module kvarterne pumpe,

autosampler-a, modula kolone te uz detekciju na DAD detektoru.

Priprema uzorka za HPLC analizu sastojala se od filtriranja uzorka vina kroz celuloza acetat
filter promjera 25 mm i veli¢ine pora 0,45 um (Filter-Bio, Labeltd, Budimpesta, Madarska).
Injektirano je 20 uL ovako pripremljenog uzorka. Kromatografsko razdvajanje izvrseno je na
koloni Nucleosil C18 dimenzija 250 x 4,6 mm (Phenomenex, Phenomenex Inc., Torrance,
CA, SAD) pri temperaturi od 40 °C te uz primjenu binarne mobilne faze: otapalo A
(voda/mravlja kiselina, 95:5; v:v) i otapalo B (acetonitril/mravlja kiselina; 95:5; v/v) (Lorrain
i sur., 2011). Pripremljene mobilne faze potrebno je filtrirati i ozraciti. Razdvajanje slobodnih
antocijana provedeno je primjenom gradijenta prikazanog u Tablici 2. uz protok mobilne faze

od 1mL min™".

Tablica 2. Gradijent koriSten za razdvajanje slobodnih antocijana

Vrijeme A B Protok
(min) (%) (%) (mL min™)
0 90 10 1
25 65 35 1
26 0 100 1
28 0 100 1
29 90 10 1
35 90 10 1

Identifikacija i kvantifikacija:

Detekcija slobodnih antocijana provedena je pomo¢u DAD detektora snimanjem spektra od
280 do 600 nm. Identifikacija i1 kvantifikacija slobodnih antocijana provedena je na 520 nm
usporedbom retencijskog vremena (Rt) razdvojenog spoja s retencijskim vremenom
standarda te uvidom u UV spektar boja. Analiza svakog uzorka provedena je u duplikatu, a
koncentracije pojedina¢nih slobodnih antocijana izraZene su kao ekvivalent malvidin-3-O-
glukozid klorida (mg L™). Ukupni slobodni antocijan-3-O-glukozidi izradunati su kao suma
koncentracija delfinidin-3-O-glukozid, cijanidin-3-O-glukozid, petunidin-3-O-glukozid,
peonidin-3-0O-glukozid i malvidin-3-O-glukozida. Ukupni antocijan-3-O-glukozid acetati
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izraCunati su kao suma koncentracije peonidin-3-O-glukozid acetata i malvidin-3-O-glukozid
acetata. Ukupni antocijan-3-O-glukozid p-kumarati izracunati su kao suma koncentracije

peonidin-3-0-glukozid p-kumarata i malvidin-3-O-glukozid p-kumarata.

3.2.7. Odredivanje spojeva arome crnog vina plinskom kromatografijom s masenom

spektrometrijom uz mikroekstrakciju na ¢vrstoj fazi (SPME-GC/MS)

Odredivanje spojeva arome provedeno je primjenom plinske kromatografije s masenom
detekcijom (GC/MS) uz prethodnu mikroekstrakciju na ¢vrstoj fazi (SPME). Odredeni su
sljede¢i spojevi arome: norizoprenoidi [B-damaskenon i 1,1,6-trimetil-1,2-dihidronaftalen
(TDN)], esteri [etilni esteri (etilni butanoat, etil heksanoat, etil oktanoat, etil dekanoat 1
dietilsukcinat), acetatni esteri (etil acetat, i-butil acetat, i-amil acetat i 2-feniletil acetat)], visi
alkoholi (i-amil alkohol, 1-heksanol, cis-3-heksen-1-ol i 2-fenil etanol) i1 hlapive masne

kiseline (kapronska, kaprilna i kaprinska kiselina).

Princip GC/MS analize baziran je na razdvajanju spojeva arome u uzorku koji se strujom
inertnog plina nosioca unosi na kromatografsku kolonu. Na koloni dolazi do razdvajanja
sastojaka izmedu nepokretne faze — adsorbensa i pokretne faze — plina nosioca. Vrijeme
zadrzavanja pojedinog spoja na kromatografskoj koloni pri zadanim uvjetima naziva se
retencijsko vrijeme. Na izlazu iz kolone nalazi se maseni detektor u kojem se odreduje
prisutnost odijeljenih sastojaka uzorka u pokretnoj fazi. U masenom detektoru dolazi do
ionizacije spojeva te svaki spoj karakterizira odredeni omjer mase i naboja (m/z). Detektor
redom detektira koli¢inu eluiranih sastojaka kao funkciju vremena te na racunalu dobivamo
kromatogram. Svaki pik na kromatogramu karakteristican je za odredeni spoj, a povrSina
ispod pika proporcionalna je koncentraciji odredenog spoja u uzorku. Integracijom povrSine

dobiva se to¢na koncentracija u mg L.

GC/MS analiza provedena je na kromatografskoj koloni BP20 dimenzija 50 m x 220 um x
0,25 um (SGE Analytical Science, Victoria, Australija). Uvjeti rada plinskog kromatografa
(GC/MS) bili su sljedeci:

¢ Temperatura injektora: 250 °C
e Temperatura detektora: 280 °C
e Temperaturni program: 40 °C, 5 minuta — 200 °C, 3 °C/min — 240 °C, 30 °C/min
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® Pokretna faza: helij
e Protok pokretne faze: 1,2 mL min™

® Model injektiranja: ,,Splitless*
Priprema uzorka za mikroekstrakciju na ¢vrstoj fazi (SPME):

U odmjernu tikvicu volumena 50 mL dodati dio uzorka vina i interni standard - n-amil
alkohol u koncentraciji od 20 mg L' te nadopuniti tikvicu uzorkom vina do oznake.
Pripremljeni uzorak staviti u termostat na temperaturu od 20 °C. Izvagati 2 +/- 0,05 g NaCl-a
na analitickoj vagi u HSS bocicu i dodati 10 mL pripremljenog uzorka s internim
standardom. Svrha dodavanja natrijevog klorida je povecati ionsku jakost, odnosno povecati
ucinkovitost same ekstrakcije. U HSS bocicu s uzorkom dodati magnet, a potom bocicu
zatvoriti 1 postaviti u termoblok s magnetskom mijeSalicom prethodno zagrijan na 40 °C.
Postaviti SPME iglu na adsorpciju uz konstantnu temperaturu i mijeSanje kroz 30 minuta.
Nakon adsorpcije vlakno prenijeti u injektor plinskog kromatografa i postaviti na desorpciju u

trajanju od pet minuta.

Identifikacija i kvantifikacija spojeva arome:

Identifikacija spojeva arome provedena je usporedbom retencijskih vremena spojeva s
retencijskim vremenima standarda te usporedbom masenih spektara spojeva s masenim
spektrima u NistO5 knjiznici masenih spektara. Kvantifikacija navedenih spojeva arome
provedena je primjenom bazdarnih krivulja pripadajucih standarda. Analiza svakog uzorka
provedena je u duplikatu, a dobiveni rezultati izraZeni su u mg L™, Ukupni norizoprenoidi
izraCunati su kao suma koncentracije -damaskenona i TDN-a. Ukupni etilni esteri izracunati
su kao suma koncentracije etil butaonata, etil heksanoata, etil oktanoata, etil dekanoata i
dietilsukcinata, dok su acetatni esteri izraCunati kao suma koncentracije etil acetata, i-butil
acetata, i-amil acetata 1 2-feniletil acetata. Ukupni visi alkoholi izracunati su kao suma i-amil
alkohola, 1-heksanola, cis-3-heksen-1-ola i 2-fenil etanola. Ukupne hlapive masne kiseline
izraCunate su kao suma kapronske, kaprilne i kaprinske kiseline. Racunalna obrada dobivenih
kromatograma provedena je u programu Enhanced ChemStation (Agilent Technologies), a

analiza rezultata u programu Microsoft Excel 2016.
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4. REZULTATIIRASPRAVA

U ovom radu ispitan je utjecaj ultrazvuka visokih snaga i dodatka antioksidansa
(sumporov dioksid i glutation) na polifenolni i aromatski sastav vina Cabernet Sauvignon
nakon 3 mjeseca starenja u bocama. Tri mjeseca od primjene tretmana provedene su kemijske
analize na tretiranim uzorcima vina Cabernet Sauvignon paralelno s kontrolnim

(netretiranim) vinom.

Dobiveni rezultati istrazivanja prikazuju utjecaj ultrazvuka visokih snaga 1 dodatka
antioksidansa (sumporov dioksid 1 glutation) na glavne parametre kvalitete vina (polifenolni i

aromatski sastav) 3 mjeseca nakon starenja u bocama.

Kemijske analize obuhvatile su spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih fenola, ukupnih
tanina 1 ukupnih antocijana, a primjenom tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti
(HPLC) odredene su koncentracije slobodnih antocijan-3-O-glukozida, antocijan-3-O-
glukozid acetata te antocijan-3-O-glukozid p-kumarata u crnom vinu Cabernet Sauvignon
nakon 3 mjeseca starenja. Takoder, odredivanje spojeva arome crnog vina provedeno je
plinskom kromatografijom s masenom spektrometrijom uz mikroekstrakciju na ¢vrstoj fazi

(SPME-GC/MS).

Na Slikama 4.-14. prikazani su ukupni fenoli, ukupni tanini, ukupni antocijani, ukupni
slobodni antocijan-3-0-glukozidi, ukupni slobodni antocijan-3-O-glukozid acetati, ukupni
slobodni antocijan-3-0-glukozid p-kumarati, ukupni norizoprenoidi, ukupni etilni esteri,
ukupni acetatni esteri, ukupni visi alkoholi te ukupne masne kiseline. U Tablicama 3. i 4.

prikazani su pojedinacni rezultati analize slobodnih antocijana i spojeva arome.
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4.1. UTJECAJ ULTRAZVUKA VISOKIH SNAGA I DODATKA ANTIOKSIDANSA
NA POLIFENOLNI SASTAV CRNOG VINA

4.1.1. Utjecaj ultrazvuka visokih snaga i dodatka antioksidansa (sumporov dioksid i
glutation) na koncentraciju ukupnih fenola u crnom vinu Cabernet Sauvignon nakon 3

mjeseca starenja
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Slika 4. Utjecaj ultrazvuka visokih snaga i1 dodatka antioksidansa (sumporov dioksid i
glutation) na koncentraciju ukupnih fenola u crnom vinu Cabernet Sauvignon nakon 3

mjeseca starenja

Na Slici 4. graficki su prikazani rezultati analize pojedinih uzoraka vina 3 mjeseca nakon
primjene tretmana ultrazvuka visokih snaga i dodatka antioksidansa te rezultati kontrolnog
(netretiranog) uzorka. Iz rezultata je vidljivo neznatno smanjenje koncentracije ukupnih
fenola u ultrazvukom tretiranim uzorcima crnog vina u odnosu na kontrolni (netretirani)
uzorak. Najmanja koncentracija ukupnih fenola 3 mjeseca nakon navedenih tretmana
zabiljeZena je u uzorku sa snizenom koncentracijom sumporovog dioksida, dok je najveca
koncentracija u odnosu na netretirani uzorak =zabiljezena u uzorku sa standardnom

koncentracijom sumporovog dioksida.
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Uzrok smanjenja koncentracije ukupnih fenola u tretiranim vinima autori objaS$njavaju
svojstvom ultrazvuka visokih snaga da ubrza reakcije polimerizacije fenolnih komponenti u

vinu, koja je inace prirodna posljedica procesa starenja vina (Ferraretto i Celotti, 2016).

IstraZzivanje u ovom radu pokazalo je da tretman ultrazvukom visokih snaga uzrokuje
neznatno smanjenje koncentracije ukupnih fenola, a dodatak antioksidansa (sumporov
dioksid i glutation) djeluje na usporavanje gubitka polifenolnih spojeva, a samim time utjece
na ocCuvanje kvalitete. Dodatak sumporovog dioksida i glutationa sprijecio je oksidaciju
polifenolnih spojeva te potvrdio svoje antioksidacijsko djelovanje. Naime, tretirani uzorci
vina sa standardnom koncentracijom sumporovog dioksida, kao i uzorci sa sniZenom
koncentracijom sumporovog dioksida u kombinaciji s glutationom zadrzali su blago vecu

koncentraciju ukupnih fenola od onih sa sniZzenom koncentracijom sumporovog dioksida.

4.1.2. Utjecaj ultrazvuka visokih snaga i dodatka antioksidansa (sumporov dioksid i
glutation) na koncentraciju ukupnih tanina u crnom vinu Cabernet Sauvignon nakon 3

mjeseca starenja
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Slika 5. Utjecaj ultrazvuka visokih snaga i1 dodatka antioksidansa (sumporov dioksid i
glutation) na koncentraciju ukupnih tanina u crnom vinu Cabernet Sauvignon nakon 3

mjeseca starenja
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Na Slici 5. graficki su prikazani rezultati analize pojedinih uzoraka 3 mjeseca nakon primjene
tretmana ultrazvukom visokih snaga i dodatka antioksidansa te rezultati kontrolnog
(netretiranog) uzorka. Iz rezultata je vidljivo neznatno smanjenje koncentracije ukupnih
tanina u ultrazvukom tretiranim uzorcima crnog vina u odnosu na kontrolni (netretirani)
uzorak. Neznatno manja koncentracija ukupnih tanina 3 mjeseca nakon navedenih tretmana
zabiljezena je u uzorku sa sniZzenom koncentracijom sumporovog dioksida, dok je u uzorcima
sa standardnom koncentracijom sumporovog dioksida i1 sa snizenom koncentracijom
sumporovog dioksida uz dodatak glutationa koncentracija ukupnih tanina neznatno

promijenjena.

Naime, primjena ultrazvuka visokih snaga moZe ubrzati reakcije polimerizacije fenolnih
komponenti u vinu te postepeno dovesti do formiranja tanin-tanin i antocijanidin-tanin
kompleksa (Boulton, 2001; Jackson, 2008), sto je inaCe prirodna posljedica procesa starenja
vina (Zhang i sur., 2016; Ferraretto i Celotti, 2016). Smanjenje koncentracije ukupnih tanina
uzrokuje povecanje stabilnosti boje 1 smanjenje trpkoce crnih vina, $to znatno utjece na

konaénu kvalitetu vina.

Istrazivanje u ovom radu pokazalo je da tretman ultrazvukom visokih snaga uzrokuje
neznatno smanjenje koncentracije ukupnih tanina Sto je u skladu s istrazivanjima prethodno
navedenih autora, a dodatak antioksidansa (sumporov dioksid i glutation) djeluje na
usporavanje gubitka ukupnih tanina. Naime, tretirani uzorci vina sa standardnom
koncentracijom sumporovog dioksida te sa snizenom koncentracijom sumporovog dioksida u
kombinaciji s glutationom zadrZali su neznatno vecu koncentraciju ukupnih tanina od onih sa

sniZzenom koncentracijom sumporovog dioksida.
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4.1.3. Utjecaj ultrazvuka visokih snaga i dodatka antioksidansa (sumporov dioksid i
glutation) na koncentraciju ukupnih antocijana u crnom vinu Cabernet Sauvignon

nakon 3 mjeseca starenja
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Slika 6. Utjecaj ultrazvuka visokih snaga i dodatka antioksidansa (sumporov dioksid i
glutation) na koncentraciju ukupnih antocijana u crnom vinu Cabernet Sauvignon nakon 3

mjeseca starenja

Na Slici 6. graficki su prikazani rezultati analize pojedinih uzoraka 3 mjeseca nakon primjene
tretmana ultrazvukom visokih snaga i1 dodatka antiosidansa te rezultati kontrolnog
(netretiranog) uzorka. Iz rezultata je vidljivo smanjenje koncentracije ukupnih antocijana u
ultrazvukom tretiranim uzorcima crnog vina u odnosu na kontrolni (netretirani) uzorak.
Najmanja koncentracija ukupnih antocijana 3 mjeseca nakon navedenih tretmana zabiljeZena
je u uzorku sa sniZenom koncentracijom sumporovog dioksida, dok je najveca koncentracija
u odnosu na netretirani uzorak zabiljeZena u uzorku sa standardnom koncentracijom

sumporovog dioksida.

U uzorcima vina tretiranim ultrazvukom visoke snage dolazi do djelomi¢ne degradacije,
polimerizacije i kopigmentacije antocijana Sto se pak ocituje kroz smanjenje koncentracije

ukupnih antocijana (Zhang i sur., 2016; Ferraretto 1 Celotti, 2016; Curko i sur., 2017). U
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vinima koja su podvrgnuta prirodnom procesu starenja, takoder dolazi do smanjenja

koncentracije ukupnih antocijana S§to za posljedicu ima povecanje stabilnosti boje crnih vina.

Istrazivanje u ovom radu pokazalo je da tretman ultrazvukom visokih snaga uzrokuje
smanjenje koncentracije ukupnih antocijana $to je u skladu s istraZivanjima prethodno
navedenih autora, a dodatak antioksidansa (sumporov dioksid i glutation) djeluje na
usporavanje gubitka ukupnih antocijana. Naime, tretirani uzorci vina sa standardnom
koncentracijom sumporovog dioksida te sa sniZenom koncentracijom sumporovog dioksida u
kombinaciji s glutationom zadrzali su vecu koncentraciju ukupnih antocijana od onih sa

sniZzenom koncentracijom sumporovog dioksida.

4.1.4. Utjecaj ultrazvuka visokih snaga i dodatka antioksidansa (sumporov dioksid i
glutation) na koncentraciju slobodnih antocijan-3-O-glukozida, antocijan-3-O-

glukozid acetata i antocijan-3-O-glukozid p-kumarata
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Slika 7. Utjecaj ultrazvuka visokih snaga i1 dodatka antioksidansa (sumporov dioksid i
glutation) na koncentraciju ukupnih slobodnih antocijan-3-O-glukozida u crnom vinu

Cabernet Sauvignon nakon 3 mjeseca starenja
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Na Slici 7. graficki su prikazani rezultati analize pojedinih uzoraka 3 mjeseca nakon primjene
tretmana ultrazvukom visokih snaga i dodatka antioksidansa te rezultati kontrolnog
(netretiranog) uzorka. Iz rezultata je vidljivo smanjenje koncentracije ukupnih slobodnih
antocijan-3-0-glukozida u ultrazvukom tretiranim uzorcima crnog vina u odnosu na kontrolni
(netretirani) uzorak. Najmanja koncentracija ukupnih slobodnih antocijan-3-O-glukozida 3
mjeseca nakon navedenih tretmana zabiljeZena je u uzorku sa sniZenom koncentracijom
sumporovog dioksida, dok je najveca koncentracija u odnosu na netretirani uzorak

zabiljeZena u uzorku sa standardnom koncentracijom sumporovog dioksida.

Istrazivanje u ovom radu pokazalo je da tretman ultrazvukom visokih snaga uzrokuje
smanjenje koncentracije ukupnih slobodnih antocijan-3-O-glukozida Sto je u skladu s
istraZzivanjima drugih autora (Zhang i sur., 2016; Ferraretto i Celotti, 2016), a dodatak
antioksidansa (sumporov dioksid i glutation) djeluje na usporavanje gubitka ukupnih
slobodnih antocijan-3-O-glukozida. Naime, tretirani uzorci vina sa standardnom
koncentracijom sumporovog dioksida te sa snizenom koncentracijom sumporovog dioksida u
kombinaciji s glutationom zadrZali su vecu koncentraciju ukupnih slobodnih antocijan-3-0-

glukozida od onih sa snizenom koncentracijom sumporovog dioksida.
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Slika 8. Utjecaj ultrazvuka visokih snaga i dodatka antioksidansa (sumporov dioksid i
glutation) na koncentraciju ukupnih slobodnih antocijan-3-O-glukozid acetata u crnom vinu

Cabernet Sauvignon nakon 3 mjeseca starenja

Na Slici 8. graficki su prikazani rezultati analize pojedinih uzoraka 3 mjeseca nakon primjene
tretmana ultrazvukom visokih snaga i1 dodatka antioksidansa te rezultati kontrolnog
(netretiranog) uzorka. Iz rezultata je vidljivo smanjenje koncentracije ukupnih slobodnih
antocijan-3-0O-glukozid acetata u ultrazvukom tretiranim uzorcima crnog vina u odnosu na
kontrolni (netretirani) uzorak. Najmanja koncentracija ukupnih slobodnih antocijan-3-O-
glukozid acetata 3 mjeseca nakon navedenih tretmana zabiljeZena je u uzorku sa sniZenom
koncentracijom sumporovog dioksida, dok je najveca koncentracija u odnosu na netretirani

uzorak zabiljeZena u uzorku sa standardnom koncentracijom sumporovog dioksida.

Istrazivanje u ovom radu pokazalo je da tretman ultrazvukom visokih snaga uzrokuje
smanjenje koncentracije ukupnih slobodnih antocijan-3-0O-glukozid acetata Sto je u skladu s
istrazivanjima drugih autora (Zhang i sur., 2016; Ferraretto i Celotti, 2016), a dodatak
antioksidansa (sumporov dioksid i glutation) djeluje na usporavanje gubitka ukupnih
slobodnih antocijan-3-O-glukozid aceteta. Naime, tretirani uzorci vina sa standardnom

koncentracijom sumporovog dioksida te sa sniZenom koncentracijom sumporovog dioksida u
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kombinaciji s glutationom zadrzali su ve¢u koncentraciju ukupnih slobodnih antocijan-3-O-

glukozid acetata od onih sa sniZzenom koncentracijom sumporovog dioksida.
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Slika 9. Utjecaj ultrazvuka visokih snaga i1 dodatka antioksidansa (sumporov dioksid i
glutation) na koncentraciju ukupnih slobodnih antocijan-3-O-glukozid p-kumarata u crnom

vinu Cabernet Sauvignon nakon 3 mjeseca starenja

Na Slici 9. graficki su prikazani rezultati analize pojedinih uzoraka 3 mjeseca nakon primjene
tretmana ultrazvukom visokih snaga i dodatka antioksidansa te rezultati kontrolnog
(netretiranog) uzorka. Iz rezultata je vidljivo smanjenje koncentracije ukupnih slobodnih
antocijan-3-0O-glukozid p-kumarata u ultrazvukom tretiranim uzorcima crnog vina u odnosu
na kontrolni (netretirani) uzorak. Najmanja koncentracija ukupnih slobodnih antocijan-3-O-
glukozid p-kumarata 3 mjeseca nakon navedenih tretmana zabiljeZena je u uzorku sa
sniZzenom koncentracijom sumporovog dioksida, dok je najveca koncentracija u odnosu na
netretirani uzorak zabiljeZena u uzorku sa standardnom koncentracijom sumporovog

dioksida.

IstraZzivanje u ovom radu pokazalo je da tretman ultrazvukom visokih snaga uzrokuje
smanjenje koncentracije ukupnih slobodnih antocijan-3-O-glukozid p-kumarata Sto je u

skladu s istraZivanjima drugih autora (Zhang i1 sur., 2016; Ferraretto i Celotti, 2016), a
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dodatak antioksidansa (sumporov dioksid i glutation) djeluje na usporavanje gubitka ukupnih
slobodnih antocijan-3-O-glukozid p-kumarata. Naime, tretirani uzorci vina sa standardnom
koncentracijom sumporovog dioksida te sa sniZenom koncentracijom sumporovog dioksida u
kombinaciji s glutationom zadrZali su vecu koncentraciju ukupnih slobodnih antocijan-3-0-

glukozid p-kumarata od onih sa snizenom koncentracijom sumporovog dioksida.

Tablica 3. Utjecaj ultrazvuka i dodatka antioksidansa (sumporov dioksid i glutation) na

koncentraciju slobodnih antocijana u crnom vinu Cabernet Sauvignon nakon 3 mjeseca

starenja

Uzorci kontrola standardni SO, Srglzliziiir?z 1 snizeni SO,
Antocijan-3-0-
glukozidi (mg L)
gﬁﬁfﬂ ne3-0- 707£004  653£006  568+002  3.72+035
;ﬂi‘;ﬁg"}& 128+033  1,02+0,57 087002 084002
gfﬁﬁﬁi?é“'3'o' 6.59£0.12 | 586%051 576 0,12 3,91£0,09
gﬁfl?(ﬁilg_S_O_ 536+030  525+0,22 4,96 + 0,03 3,46 + 0,05
2/11311{2;?'3'0' 5550+0,16 = 5353+045 = 4953+021 41,16 +0,07

Antocijan-3-0-
glukozid acetati
(mgL™)
Peonidin-3-0O-
glukozid acetat
Malvidin-3-0O-
glukozid acetat
Antocijan-3-0-
glukozid p-
kumarati (mg L™)
Peonidin-3-0O-

2,06 £ 0,01 1,88 +£0,03 1,82 +0,09 1,57 £0,24

16,27 + 0,01 15,62 + 0,01 14,88 £ 0,49 12,89 £0,22

glukozid p- 1,52 + 0,06 1,39 + 0,09 1,33 £ 0,07 1,13 +£ 0,06
kumarat

Malvidin-3-O-

glukozid p- 5,55+0,10 5,26 £ 0,08 4,71 £0,29 3,63+0,11
kumarat
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Analiza koncentracije 9 slobodnih antocijana (cijanidin-3-O-glukozid, petunidin-3-O-
glukozid, peonidin-3-O-glukozid, malvidin-3-O-glukozid, peonidin-3-O-glukozid acetat,
malvidin-3-O-glukozid acetat, peonidin-3-O-glukozid p-kumarat, malvidin-3-O-glukozid p-
kumarat) odredenih u kontrolnom uzorku i uzorcima tretiranim ultrazvukom visokih snaga i
antioksidansima nakon 3 mjeseca starenja prikazana je u Tablici 3. Koncentracije spojeva

izrazene suumg L.

Rezultati su potvrdili da je malvidin-3-O-glukozid najdominantniji slobodni antocijan u
sortama crnog vina. Sastav slobodnih antocijana u kojima malvidin-3-O-glukozid zauzima

38-49 %, karakteristian je za sve sorte Vitis vinifera L. (Curko isur., 2017).

Nadalje, kao Sto je bilo vidljivo kod rezultata ukupnih antocijana, i u slu€aju slobodnih
antocijana najve¢a koncentracija pojedinacnih spojeva zabiljezena je u uzorku sa
standardnom koncentracijom sumporovog dioksida, dok je najmanja koncentracija
zabiljezena u uzorku sa sniZenom koncentracijom sumporovog dioksida. MozZe se zakljuciti
da je tretman ultrazvukom visokih snaga neznatno utjecao na smanjenje koncentracije
slobodnih antocijana, a dodatak antioksidansa (sumporov dioksid i glutation) rezultirao je

boljim o¢uvanjem ovih spojeva.

Analiza uzoraka tretiranih ultrazvukom visokih snaga ukazuje na to da se tijekom tretmana
javlja djelomi¢na razgradnja i polimerizacija slobodnih antocijana, Sto ima za posljedicu

smanjenje njihove koncentracije (Curko i sur., 2017).
Prema istraZzivanjima drugih autora (Ferraretto 1 Celotti, 2016) ultrazvuk visokih snaga nema

negativan utjecaj na kemijsku stabilnost slobodnih antocijana, to je vazno za stabilnost boje

vina jer se slobodni antocijani vezu s taninima.
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4.2. UTJECAJ ULTRAZVUKA VISOKIH SNAGA I DODATKA ANTIOKSIDANSA
NA AROMATSKI SASTAV CRNOG VINA

4.2.1. Utjecaj ultrazvuka visokih snaga i dodatka antioksidansa (sumporov dioksid i
glutation) na koncentraciju norizoprenoida, etilnih i acetatnih estera, viSih alkohola i

hlapivih masnih kiselina u crnom vinu

1,20

1,00 -
a
é_n 0,80 -
g
g 0,60 -
g
S
S
‘= 0,40
S
=
g
= 0,20 -
v’
-]

0,00 -

kontrola standardni SO, snizeni SO, 1 sniZeni SO,
glutation

Slika 10. Utjecaj ultrazvuka visokih snaga i dodatka antioksidansa (sumporov dioksid i
glutation) na koncentraciju ukupnih norizoprenoida u crnom vinu Cabernet Sauvignon nakon

3 mjeseca starenja

Na Slici 10. graficki su prikazani rezultati analize pojedinih uzoraka 3 mjeseca nakon
primjene tretmana ultrazvukom visokih snaga i dodatka antioksidansa te rezultati kontrolnog
(netretiranog) uzorka. Iz rezultata je vidljivo da dolazi do smanjenja koncentracije ukupnih
norizoprenoida u ultrazvukom tretiranim uzorcima crnog vina u odnosu na Kkontrolni
(netretirani) uzorak. Najmanja koncentracija ukupnih norizoprenoida 3 mjeseca nakon
navedenih tretmana zabiljeZena je u uzorku sa sniZenom koncentracijom sumporovog
dioksida, dok je najveca koncentracija u odnosu na netretirani uzorak zabiljeZena u uzorku sa

standardnom koncentracijom sumporovog dioksida.
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Norizoprenoidi uglavnom nastaju djelovanjem enzima ili kiselinskom hidrolizom prekursora
tijekom primarne obrade groZda (runjenje i muljanje), medutim dio moZe nastati i tijekom

alkoholne fermentacije (Ugliano i sur., 2006).

IstraZzivanje u ovom radu pokazalo je da tretman ultrazvukom visokih snaga uzrokuje
smanjenje koncentracije ukupnih norizoprenoida, a dodatak antioksidansa (sumporov dioksid
1 glutation) utjeCe na sporije smanjenje koncentracije ukupnih norizoprenoida. Naime,
tretirani uzorci vina sa standardnom koncentracijom sumporovog dioksida te sa sniZenom
koncentracijom sumporovog dioksida u kombinaciji s glutationom zadrzali su vecu
koncentraciju ukupnih norizoprenoida od onih sa sniZenom koncentracijom sumporovog

dioksida.

Tijekom starenja vina, koncentracija norizoprenoida se smanjuje Sto je potvrdeno i u

istrazivanjima drugih autora (Silva Ferreira i sur., 2002).
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Slika 11. Utjecaj ultrazvuka visokih snaga i dodatka antioksidansa (sumporov dioksid i
glutation) na koncentraciju ukupnih etilnih estera u crnom vinu Cabernet Sauvignon nakon 3

mjeseca starenja
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Na Slici 11. graficki su prikazani rezultati analize pojedinih uzoraka 3 mjeseca nakon
primjene tretmana ultrazvukom visokih snaga i dodatka antioksidansa te rezultati kontrolnog
(netretiranog) uzorka. Iz rezultata je vidljivo smanjenje koncentracije ukupnih etilnih estera u
ultrazvukom tretiranim uzorcima crnog vina u odnosu na kontrolni (netretirani) uzorak.
Najmanja koncentracija ukupnih etilnih estera 3 mjeseca nakon navedenih tretmana
zabiljezena je u uzorku sa snizenom koncentracijom sumporovog dioksida, dok je najveca
koncentracija u odnosu na netretirani uzorak =zabiljezena u uzorku sa standardnom

koncentracijom sumporovog dioksida.

Istrazivanje u ovom radu pokazalo je da tretman ultrazvukom visokih snaga uzrokuje
smanjenje koncentracije ukupnih etilnih estera, a dodatak antioksidansa (sumporov dioksid i
glutation) utjeCe na sporije smanjenje koncentracije ukupnih etilnih estera. Naime, tretirani
uzorci vina sa standardnom Kkoncentracijom sumporovog dioksida te sa snizenom
koncentracijom sumporovog dioksida u kombinaciji s glutationom zadrzali su vecu
koncentraciju ukupnih etilnih estera od onih sa snizenom koncentracijom sumporovog

dioksida.
Istrazivanja drugih autora pokazala su da ultrazvuk visokih snaga ima negativan uc¢inak na

sadrzaj etilnith estera, Cija se koncentracija smanjuje ovisno o odabranim procesnim

parametrima i sorti crnog vina (Curko i sur., 2017).
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Slika 12. Utjecaj ultrazvuka visokih snaga i dodatka antioksidansa (sumporov dioksid i
glutation) na koncentraciju ukupnih acetatnih estera u crnom vinu Cabernet Sauvignon nakon

3 mjeseca starenja

Acetatni esteri su nositelji vo¢nih i cvjetnih aroma vina, a nastaju esterifikacijom izmedu

octene kiseline te etanola ili viSih alkohola (Lambrechts i Pretorius, 2000).

Na Slici 12. graficki su prikazani rezultati analize pojedinih uzoraka 3 mjeseca nakon
primjene tretmana ultrazvukom visokih snaga i dodatka antiokisdansa te rezultati kontrolnog
(netretiranog) uzorka. Iz rezultata je vidljivo smanjenje koncentracije ukupnih acetatnih
estera u ultrazvukom tretiranim uzorcima crnog vina u odnosu na kontrolni (netretirani)
uzorak. Najmanja koncentracija ukupnih acetatnih estera 3 mjeseca nakon navedenih
tretmana zabiljeZena je u uzorku sa sniZzenom koncentracijom sumporovog dioksida, dok su
nesto vece koncentracije zabiljeZene u uzorcima sa standardnom koncentracijom sumporovog

dioksida i sa sniZenom koncentracijom sumporovog dioksida uz dodatak glutationa.

IstraZzivanje u ovom radu pokazalo je da tretman ultrazvukom visokih snaga uzrokuje
smanjenje koncentracije ukupnih acetatnih estera, a dodatak antioksidansa (sumporov dioksid

1 glutation) utjeCe na sporije smanjenje koncentracije ukupnih acetatnih estera. Naime,
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tretirani uzorci vina sa standardnom koncentracijom sumporovog dioksida te sa sniZenom
koncentracijom sumporovog dioksida u kombinaciji s glutationom zadrzali su vecu
koncentraciju ukupnih acetatnih estera od onih sa snizenom koncentracijom sumporovog

dioksida.

IstraZivanja drugih autora pokazala su da ultrazvuk visokih snaga ima negativan ucinak na
sadrzaj acetatnih estera, Cija se koncentracija smanjuje ovisno o odabranim procesnim
parametrima i sorti crnog vina (Curko i sur., 2017). Negativan uéinak ultrazvuka visokih
snaga na hlapive komponente u vinu moZe se pripisati njegovom degaziraju¢em efektu, a to

za posljedicu ima vino ¢iji se miris moZe opisati kao ,.kuhano* (Garcia Martin i sur., 2016).
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Slika 13. Utjecaj ultrazvuka visokih snaga i dodatka antioksidansa (sumporov dioksid i
glutation) na koncentraciju ukupnih visih alkohola u crnom vinu Cabernet Sauvignon nakon 3

mjeseca starenja

Visi alkoholi u vinu nastaju anaboli€¢kim (metabolizmom ugljikohidrata) i katabolickim
putem (transformacijom odgovaraju¢ih aminokiselina-Erlichova reakcija) (Ribéreau-Gayon i

sur., 2006a), a aroma im je uglavnom karakterizirana kao oStra, opora i kemijska. Medutim,
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pri koncentracijama do 300 mg L doprinose kompleksnosti arome, dok koncentracije veée

od 400 mg L' negativno utje¢u na aromu vina (Jackson, 2008).

Na Slici 13. graficki su prikazani rezultati analize pojedinih uzoraka 3 mjeseca nakon
primjene tretmana ultrazvukom visokih snaga i dodatka antioksidansa te rezultati kontrolnog
(netretiranog) uzorka. Iz rezultata je vidljivo neznatno smanjenje koncentracije ukupnih visih
alkohola u ultrazvukom tretiranim uzorcima crnog vina u odnosu na kontrolni (netretirani)
uzorak. Najmanja koncentracija ukupnih visSih alkohola 3 mjeseca nakon navedenih tretmana
zabiljezena je u uzorku sa snizenom koncentracijom sumporovog dioksida, dok je najveca

koncentracija zabiljeZena u uzorku sa standardnom koncentracijom sumporovog dioksida.

Istrazivanje u ovom radu pokazalo je da tretman ultrazvukom visokih snaga uzrokuje
neznatno smanjenje koncentracije ukupnih visih alkohola, a dodatak antioksidansa (sumporov
dioksid i glutation) utjeCe na sporije smanjenje koncentracije ukupnih visih alkohola. Naime,
tretirani uzorci vina sa standardnom koncentracijom sumporovog dioksida te sa sniZenom
koncentracijom sumporovog dioksida u kombinaciji s glutationom zadrzali su vecu
koncentraciju ukupnih viSih alkohola od onih sa sniZenom koncentracijom sumporovog

dioksida.

Opcenito se smatra da se koncentracija visih alkohola tijekom starenja bitno ne mijenja $to je

potvrdeno i u ovom radu (Papadopoulou i Roussis, 2008; Roussis i sur., 2007).
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Slika 14. Utjecaj ultrazvuka visokih snaga i dodatka antioksidansa (sumporov dioksid i
glutation) na koncentraciju ukupnih hlapivih masnih kiselina u crnom vinu Cabernet

Sauvignon nakon 3 mjeseca starenja

Opcenito, hlapive masne kiseline karakterizira miris po siru i vrlo ¢esto su ove kiseline u vinu
prisutne ispod senzorskog praga osjetljivosti. Medutim, unato¢ niskim koncentracijama
utvrdeno je kako blago niZe koncentracije od vrijednosti senzorskog praga mogu pozitivno

utjecati na ukupnu kompleksnost arome vina (Jackson, 2008).

Na Slici 14. grafi¢ki su prikazani rezultati analize pojedinih uzoraka 3 mjeseca nakon
primjene tretmana ultrazvukom visokih snaga i dodatka antioksidansa te rezultati kontrolnog
(netretiranog) uzorka. Iz rezultata je vidljivo smanjenje koncentracije ukupnih hlapivih
masnih kiselina u ultrazvukom tretiranim uzorcima crnog vina u odnosu na kontrolni
(netretirani) uzorak. Najmanja koncentracija ukupnih hlapivih masnih kiselina 3 mjeseca
nakon navedenih tretmana zabiljeZena je u uzorku sa sniZenom koncentracijom sumporovog
dioksida, dok je najveca koncentracija zabiljeZena u uzorku sa standardnom koncentracijom

sumporovog dioksida.

IstraZzivanje u ovom radu pokazalo je da tretman ultrazvukom visokih snaga uzrokuje

neznatno smanjenje koncentracije ukupnih hlapivih masnih kiselina, a dodatak antioksidansa
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(sumporov dioksid i glutation) utjee na sporije smanjenje koncentracije ukupnih hlapivih

masnih kiselina. Naime, tretirani uzorci vina sa standardnom koncentracijom sumporovog

dioksida te sa sniZenom koncentracijom sumporovog dioksida u kombinaciji s glutationom

zadrzali su vecu koncentraciju ukupnih hlapivih masnih kiselina od onih sa sniZenom

koncentracijom sumporovog dioksida.

Dobiveni rezultati u skladu su s prethodnim istrazivanjima u kojima je utvrdeno da se

koncentracija hlapivih masnih kiselina tijekom starenja znaCajno ne mijenja (Recamales i

sur., 2011; Roussis 1 sur., 2005).

Tablica 4. Utjecaj ultrazvuka visokih snaga i dodatka antioksidansa (sumporov dioksid i

glutation) na koncentraciju hlapivih spojeva u crnom vinu Cabernet Sauvignon nakon 3

mjeseca starenja

Uzorci

Norizoprenoidi
TDN**
-damaskenon**
Etilni esteri

Etil butanoat*

Etil heksanoat*

Etil oktanoat*

Etil dekanoat*
Dietil sukcinat*
Acetatni esteri

Etil acetat*

i-butil acetat**
i-amil acetat™
2-feniletil acetat*
Visi alkoholi
i-amil alkohol*
1-heksanol*
cis-3-heksen-1-ol**
2-fenil etanol*
Hlapive masne
kiseline

Kapronska kiselina*
Kaprilna kiselina*
Kaprinska kiselina*

kontrola

0,41 £0,05
0,63 +£0,10

0,20 £ 0,03
0,23 £ 0,04
0,10 £ 0,01
0,04 £ 0,01
2,85 £ 0,07

21,18 £0,04
27,64 + 0,06
0,20 £ 0,03
0,02 £ 0,01

83,78 £ 0,45
1,33 £0,05
70,88 + 0,45
21,00 = 0,60

0,77 £ 0,01
1,15+0,03
0,11 +0,01

standardni
SO,

0,31 +£0,01
0,55 £0,05

0,20 £ 0,04
0,22+ 0,04
0,10 £ 0,01
0,04 £0,01
2,13+0,12

18,87 + 0,20
25,41 £ 0,09
0,19 £0,03
0,02 £ 0,01

83,11 £0,75
1,32 +0,12
68,88 + 0,12
18,35 + 0,17

0,64 + 0,06
1,01 £0,15
0,10 +0,01

sniZeni SO, 1

glutation

0,22 £ 0,05
0,52 +£0,01

0,18 +£0,01
0,20 £ 0,02
0,09 £ 0,02
0,03 £0,01
2,04 £0,14

18,83 + 0,54
23,22 + 0,55
0,17 £ 0,01
0,01 £0,00

79,77 + 0,35
1,25 £ 0,06
67,14 £ 1,08
17,97 £ 0,87

0,58 £ 0,04
0,84 + 0,06
0,10+0,01

snizeni SO,

0,18 £ 0,01
0,40 £ 0,01

0,15 £ 0,01
0,19 £0,01
0,08 = 0,01
0,02 £ 0,00
1,85 +0,01

17,60 + 0,52
20,70 £ 0,19
0,17 £ 0,00
0,01 £0,00

76,53 +0,41
1,21 + 0,01
65,41 +0,92
14,24 + 0,26

0,57 £ 0,06
0,79 £ 0,05
0,09 £ 0,01

*Koncentracija spoja izraZena u mg L', ** Koncentracija spoja izrazena u ug L™.
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U Tablici 4. prikazani su rezultati analize hlapivih spojeva odredenih u uzorcima vina
Cabarnet Sauvignon 3 mjeseca nakon primjene tretmana ultrazvukom visokih snaga i dodatka

antioksidansa te rezultati kontrolnog (netretiranog) uzorka.

Aroma vina znacajno se mijenja tijekom starenja. Jedan od klju¢nih problema vezan uz
proces starenja je oksidacija vina pri ¢emu dolazi do nekoliko vaznih promjena, od kojih je
jedna promjena boje, odnosno posmedivanje. Gubitak svjeZzih i voénih karakteristika usko je
povezan s odredenim kemijskim promjenama, prvenstveno reakcijama hidrolize i oksidacije,
koje uzrokuju promjene u koncentracijama odredenih spojeva arome. Smanjenje
koncentracija acetatnih i etilnih estera, nositelja vo¢nih nota vina, uglavnom je posljedica

hidrolize (Roussis i sur., 2005).

Istrazivanja nekih autora pokazala su da ultrazvuk visokih snaga poboljSava ucinkovitost
ekstrakcije vecine spojeva arome za razliku od konvencionalnih metoda (Garcia Martin i sur.,

2016).

Glavni predstavnik norizoprenoida je B-damaskenon, a karakterizira ga cvjetna i voéna aroma
te aroma po tropskom vocu i kuhanoj jabuci, a ujedno ima i vrlo nizak senzorski prag
osjetljivosti - 0,4 ng L' (Pineau i sur., 2007). U kontrolnom (netretiranom) uzorku
zabiljeZena je koncentracija p-damaskenona 0,63 ug L. U tretiranim uzorcima zabiljeZeno je
smanjenje koncentracije [-damaskenona, najznacajnije smanjenje koncentracije -
damaskenona od tretiranih uzoraka zabiljezeno je u uzorku sa smanjenom koncentracijom

sumporovog dioksida.

Sljedeci spoj TDN karakterizira aroma po kerozinu i tartufima. U uzorcima sa standardnom
koncentracijom sumporovog dioksida i sa snizenom koncentracijom sumporovog dioksida uz
dodatak glutationa zabiljezeno je ocekivano povecanje koncentracije TDN-a, dok je
smanjenje koncentracije zabiljeZeno u uzorku sa sniZzenom koncentracijom sumporovog
dioksida. Ovaj predstavnik norizoprenoida karakteristi¢an je za aromu starenja vina, odnosno
njegova koncentracija se znac¢ajno povecava starenjem vina (Simpson, 1978) Sto je potvrdeno

u ovom radu.

Etil heksanoat predstavnik je etilnih estera, a doprinosi vo¢noj aromi te aromi po jabuci, a

obzirom da je odreden u koncentracijama ve¢im od senzorskog praga osjetljivosti koji iznosi
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0,05 mg L' zakljutujemo da utjete na aromu tretiranih uzoraka (Tomasevi¢, 2017). Prema
nekim autorima dodatak glutationa usporava smanjenje koncentracije ovog spoja (Roussis i
sur., 2007; Roussis i Sergianitis, 2008). Iz rezultata analize koncentracije ovog spoja (Tablica
4.) vidljivo je da u odnosu na kontrolni uzorak nije doSlo do znacajnih promjena u uzorcima
tretiranim navedenim tretmanima. Neznatno niZe koncentracije zabiljeZene su u uzorku sa

sniZzenom koncentracijom sumporovog dioksida.

U svim analiziranim uzorcima etil oktanoat je odreden u koncentracijama iznad senzorskog
praga osjetljivosti (0,02 mg L), odnosno zakljutujemo da ovaj spoj utjeCe na aromu
tretiranih uzoraka pri ¢emu doprinosi aromi po kruski te slatkim notama, samim time
mozZemo zakljuciti da tretman ultrazvukom visokih snaga nema negativan utjecaj na ovaj
spoj. Dodatak antioksidansa prema nekim autorima rezultira sporijim smanjenjem
koncentracije ovog spoja (Papadopoulou i Roussis, 2008; Roussis i Sergianitis, 2008), a u
ovom istrazivanju se pokazalo da u odnosu na kontrolni uzorak nije doSlo do znacajnih
promjena u uzorcima tretiranim ultrazvukom visokih snaga i antioksidansima. Neznatno niZe

koncentracije zabiljeZene su u uzorku sa snizenom koncentracijom sumporovog dioksida.

Aroma etil dekanoata opisuje se kao vocna, cvjetna i slatka sa senzorskim pragom
osjetljivosti od 0,2 mg L™, a obzirom na koncentracije analiziranih uzoraka (0,02-0,04 mg L

1 “ el . . . . . . .
) moZemo zakljuciti da ovaj spoj ne doprinosi aromi tretiranih uzoraka.

Dietil sukcinat je nositelj voéne arome te arome po dinji, sa senzorskim pragom osjetljivosti
od 1,2 mg L! (Lambrechts i Pretorius, 2000), a obzirom na koncentracije odredene u
analiziranim uzorcima moZzemo zakljuciti da dietil sukcinat doprinosi aromi tretiranih
uzoraka, odnosno da tretman ultrazvukom visokih snaga neznatno smanjuje koncentraciju
ovog spoja. Takoder, iz Tablice 4. vidimo da najbolje o¢uvanje koncentracije ovog spoja od
tretiranih uzoraka u odnosu na kontrolni (netretirani) zadrzava uzorak sa standardnom
koncentracijom sumporovog dioksida, odnosno moZemo zakljuciti da dodatak sumporovog
dioksida utjeCe na ocCuvanje koncentracije ovog spoja. Dietil sukcinat uglavnom nastaje
tijekom starenja reakcijama esterifikacije (Alves i sur., 2005). Rezultati drugih autora
pokazali su kako je dodatak glutationa u vecini slucajeva rezultirao smanjenjem koncentracije
ovog spoja tijekom starenja u odnosu na kontrolna vina (Papadopoulou i Roussis, 2008;

Roussis i sur., 2005), §to je potvrdeno i u ovom radu.
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Etil acetat predstavlja koncentracijom najzastupljeniji ester u vinu, a ovisno o prisutnoj
koncentraciji znaCajno moZe utjecati na senzorske karakteristike vina. Senzorski prag
osjetljivosti etil acetata iznosi 160-180 mg L™ (Ribéreau-Gayon i sur., 2006a), a nositelj je
negativnih, oStrih nota te arome po laku za nokte i ljepilu. Na osnovu rezultata iz Tablice 4.
mozemo zakljuciti da ovaj spoj ne utjeCe negativno na aromu analiziranih vina. Poznato je da
pri nizim koncentracijama (60-90 mg L) doprinosi kompleksnosti arome (Ribéreau-Gayon i

sur., 2006a).

Koncentracije i-butil acetata prikazane su u Tablici 4., i-butil acetat je nositelj vo¢ne arome,
arome po jabuci i banani sa senzorskim pragom osjetljivosti od 1,6 mg L™ (Escudero i sur.,
2007). Obzirom da su koncentracije u analiziranim vinima odredene u rasponu od 20,70 do

27,64 ug L', moZemo zakljuéiti da ovaj spoj ne utje¢e na aromu analiziranih vina.

U Tablici 4. prikazane su koncentracije i-amil acetata u tretiranim vinima, senzorski prag
osjetljivosti i-amil acetata je 0,26 mg L', a nositelj je poZeljnih nota po banani i kruski
(Lambrechts i Pretorius, 2000). Obzirom na navedeno i obzirom da su koncentracije u
analiziranim vinima odredene u rasponu od 0,17 do 0,20 mg L', moZemo zaklju¢iti da ovaj

spoj bitno ne utjece na aromu analiziranih vina.

Opcenito, 2-feniletil acetat je nositelj voéne arome te mirisa po ruZi sa senzorskim pragom
osjetljivosti od 0,25 mg L (Swiegers i sur., 2005). Obzirom na navedeno i obzirom da su
koncentracije u analiziranim vinima odredene u rasponu od 0,01 do 0,02 mg L™ jasno je da

ovaj spoj ne doprinosi aromi analiziranih vina.

Visi alkoholi su nepoZeljni u visokim koncentracijama jer uklanjaju svjezinu i vo¢nost, ali pri
niZim koncentracijama pozitivno utjeCu na ukupnu kvalitetu vina. Op¢enito se smatra da se
koncentracija viSih alkohola tijekom starenja bitno ne mijenja (Papadopoulou i Roussis,

2008; Roussis i sur., 2005; Roussis i sur., 2007).

Pretpostavka je da dodatak antioksidansa znac¢ajno ne utjeCe na koncentraciju i-amil alkohola,
a to je potvrdeno i u prethodnim istrazivanjima (Roussis i sur., 2007). MoZemo zakljuciti da
tretman ultrazvukom visokih snaga uz dodatak antioksidansa znaCajno ne utjece na
koncentracije ovog spoja. U uzorku sa standardnom koncentracijom sumporovog dioksida

koncentracija i-amil alkohola je neznatno promijenjena u odnosu na kontrolni (netretirani)
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uzorak, dok su neSto manje koncentracije zabiljezene u druga dva uzorka. Senzorski prag
osjetljivosti i-amil alkohola je 30 mg L, a pri niZim koncentracijama karakterizira ga
slatkasta aroma (Ferreira, 2010). Dobiveni rezultati su u skladu s prethodnim istraZzivanjima
(Lambrechts 1 Pretorius, 2000; Selli i sur., 2006). MoZemo zakljuciti da se navedeni spoj u
analiziranim vinima nalazi znatno iznad senzorskog praga osjetljivosti te da pridonosi aromi

analiziranog vina.

U Tablici 4. prikazane su koncentracije 1-heksanola u analiziranim vinima, senzorski prag
osjetljivosti 1-heksanola je 1,1 mg L, a nositelj je vegetativnih nota, po zelenom i svjeZe
pokosenoj travi (Peinado i sur., 2004). Obzirom na navedeno i obzirom da su koncentracije u
analiziranim vinima odredene u rasponu od 1,21 do 1,33 mg L", moZemo zakljuciti da ovaj
spoj doprinosi aromi analiziranih vina. MoZemo zakljuciti da tretman ultrazvukom visokih
snaga utjeCe na neznatno smanjenje koncentracije ovog spoja, a najbolje ocCuvanje
koncentracije u odnosnu na kontrolni (netretirani) uzorak zabiljeZeno je u uzorku sa

standardnom koncentracijom sumporovog dioksida.

Obzirom da je senzorski prag osjetljivosti cis-3-heksenola 0,4 mg L™ (Escudero i sur., 2007) i
obzirom da su koncentracije u analiziranim vinima odredene u rasponu od 67,14 do 70,88

-1 “ e el . . oy .. . .
ug L™, mozemo zakljuciti da ovaj spoj ne utjeCe na aromu analiziranih vina.

Feniletil alkohol ili 2-fenil etanol je nositelj arome po medu i ruZi te se smatra jedinim
predstavnikom viSih alkohola ¢ija je prisutnost u vinu uvijek pozeljna (Ribéreau-Gayon i sur.,
2006a). U analiziranim vinima odreden je u rasponu koncentracija od 14,24 do 21,00 mg L.
Senzorski prag osjetljivosti feniletil alkohola je 14 mg L" (Peinado i sur., 2004) pa moZemo
zakljuciti da ovaj spoj potencijalno utjeCe na aromu analiziranih vina. Na osnovu rezultata iz
Tablice 4. mozemo zakljuciti da tretman ultrazvukom visokih snaga utjeCe na neznatno
smanjenje koncentracije ovog spoja. U uzorku sa standardnom koncentracijom sumporovog
dioksida zabiljeZzeno je najbolje oCuvanje koncentracije ovog spoja 3 mjeseca nakon
tretmana, dok je u tretiranom uzorku sa snizenom koncentracijom sumporovog dioksida
zabiljezena najmanja koncentracija ovog spoja. S obzirom na to, mozemo zakljuciti da
dodatak antioksidansa utjece na oCuvanje koncentracije ovog spoja.

Budu¢i da su rezultati razliCitth autora neujednafeni vezano za utjecaj ultrazvuka na

acetaldehide, vise alkohole i terpene, potrebna su daljnja istrazivanja kako bi se ustanovili
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uvjeti i postupci u kojima ultrazvucna polja mogu poboljsati sadrzaj hlapivih spojeva u vinu

(Garcia Martin i Sun, 2013).

Koncentracije kapronske kiseline u tretiranim uzorcima vina Cabarnet Sauvignon prikazane
su u Tablici 4. i vidimo da su one ocekivano ispod senzorskog praga osjetljivosti kapronske
kiseline koji iznosi 3 mg L™ (Ferreira, 2010). MoZemo zakljugiti da tretman ultrazvukom
visokih snaga i dodatak antioksidansa nema znaajan utjecaj na koncentracije kapronske
kiseline te da pri tako niskim koncentracijama ne utjeCe na aromu tretiranih vina Cabarnet

Sauvignon nakon 3 mjeseca starenja.

Koncentracije kaprilne kiseline u tretiranim uzorcima vina Cabarnet Sauvignon prikazane su
u Tablici 4. 1 vidimo da su one o¢ekivano daleko ispod senzorskog praga osjetljivosti kaprilne
kiseline koji iznosi 7 mg L™ (Ferreira, 2010). MoZemo zakljugiti da tretman ultrazvukom
visokih snaga i dodatak antioksidansa nema znacajan utjecaj na koncentracije kaprilne
kiseline te da pri tako niskim koncentracijama ne utjeCe na aromu tretiranih vina Cabarnet

Sauvignon nakon 3 mjeseca starenja.

Koncentracije kaprinske kiseline u tretiranim uzorcima vina Cabarnet Sauvignon prikazane
su u Tablici 4. 1 vidimo da su one ocekivano daleko ispod senzorskog praga osjetljivosti
kaprinske kiseline koji iznosi 15 mg L' (Ferreira, 2010). MoZemo zaklju¢iti da tretman
ultrazvukom visokih snaga i dodatak antioksidansa nema znacajan utjecaj na koncentracije
kaprinske kiseline te da pri tako niskim koncentracijama ne utjeCe na aromu tretiranih vina

Cabarnet Sauvignon nakon 3 mjeseca starenja.
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5. ZAKLJUCAK

Na osnovu rezultata analize uzoraka crnog vina sorte Cabarnet Sauvignon, tretiranih

ultrazvukom visokih snaga uz dodatak antioksidansa u odnosu na kontrolno (netretirano)

vino, nakon 3 mjeseca starenja, moze se zakljuciti:

1.

Tretman ultrazvukom visokih snaga utjecao je na blago smanjenje koncentracije
ukupnih fenola u crnom vinu, pri ¢emu je visa koncentracija antioksidansa (sumporov

dioksid i glutation) rezultirala boljim oCuvanjem koncentracije analiziranih spojeva.

Tretman ultrazvukom visokih snaga nije znacajno utjecao na koncentraciju ukupnih
tanina u vinu, ali je utjecao na smanjenje koncentracije ukupnih i slobodnih
antocijana, posebice u vinima sa snizenom koncentracijom sumporovog dioksida te

bez dodatka glutationa.

Primjena ultrazvuka visokih snaga rezultirala je blagim smanjenjem koncentracije
spojeva arome u prvom redu estera, hlapivih masnih kiselina i1 norizoprenoida,
posebice u vinima sa snizenom koncentracijom sumporovog dioksida te bez dodatka

glutationa.

Primjenom ultrazvuka visokih snaga nije naruSena kvaliteta crnog vina, a kemijske
promjene u polifenolnom 1 aromatskom sastavu vina uocene djelovanjem
primijenjene tehnike identicne su onima koje se u vinu odvijaju tijekom prirodnog
procesa starenja te ukazuju na mogucnost primjene ove tehnike kao efikasne metode

za ubrzavanje starenja vina.
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