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1. UVOD

Fenolni spojevi su jedan od glavnih ¢imbenika kvalitete kako grozda, tako i vina.
Fenolni sastav znacajno doprinosi senzorskim karakteristikama kao i stilu vina, a takoder moze
se koristiti 1 za utvrdivanje podrijetla i autenti¢nosti sorti grozda. Na fenolni sastav vina mogu
utjecati brojni faktori kao $to su sorta grozda, agroklimatski uvjeti, te kulturoloska i tehnoloska

praksa.

Medu fenolnim spojevima, polimerni flavan-3-oli, odnosno proantocijanidini su
najvaznija klasa zbog svog znacajnog doprinosa u percepciji okusa i trpkoce vina, a uz njih za
kvalitetu crnog vina bitni su i antocijanini. Pojam proantocijanidini ukljucuje veliki raspon
fenolnih spojeva koji su sastavljeni od podjedinica monomera flavan-3-ola. Dokazano je da
trpkoca ovisi 0 koncentraciji te strukturnim karakteristikama proantocijanidina poput srednjeg
stupnja polimerizacije (mDP) i stupnja galoilacije (% G). Stoga je poznavanje sastava i

strukture proantocijanidina od kljuéne vaznosti za definiranje senzorskih karakteristika vina.

Nadalje, obzirom da su fenolni spojevi izrazito nestabilni, tijekom proizvodnje i starenja
vina navedeni spojevi podlijezu brojnim enzimatskim i kemijskim reakcijama, §to dovodi do
znacajnih promjena u njihovom sastavu. Takoder, vazno je za naglasiti kako su kemijske
promjene koje se odvijaju tijekom ,,reduktivnog® perioda starenja vina u boci u zna¢ajno manjoj
mjeri istrazene od onih koje se odvijaju tijekom ,,0ksidativnog™ dozrijevanja u hrastovim
ba¢vama. Starenjem vina se kroz razli¢ite kemijske reakcije modificiraju i njegova
organolepticka svojstva, $to objaSnjava znacajan financijski troSak u konac¢noj cijeni vina.
Takoder, danasnji potroSaci oc¢ekuju da ¢e vino odredene sorte i starosti imati jedinstvene

kvalitete koje ga razlikuju od ostalih vina drugih vinograda.

U ovom radu istrazit ¢e se stabilnost proantocijanidina vina Cabernet Sauvignon
tijekom 12 mjeseci starenja u bocama u kontroliranim uvjetima (u tami pri temperaturi od 14
°C). Ukupni proantocijanidini odredit ¢e se spektrofotometrijski Bate-Smith metodom
temeljenoj na kiselinskoj hidrolizi, dok ¢e se monomeri i dimeri flavan-3-ola odrediti
teku¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti (HPLC). Ovo istrazivanje dati ¢e odgovor
na pitanje o promjeni sastava proantocijanidina te flavan-3-ol monomera i dimera tijekom 12

mjeseci starenja vina u boci, kao i razlozima nastanka tih promjena.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. POLIFENOLI SPOJEVI

Polifenolni spojevi su sekundarni biljni metaboliti bioaktivnih znacajki (Jackson, 2020),
snaznog antioksidacijskog i antimikrobnog djelovanja (Wang i sur., 2017; Jackson, 2020), koji
su kljuc¢ni za kvalitetu prehrambenih proizvoda biljnog podrijetla i vina (Cheynier i sur. 2006).
Gradeni su od najmanje jedne aromaticne jezgre i jedne ili viSe hidroksilnih skupina vezanih za

ostale konstituente (Teissedre i Jourdes, 2013).

U grozdu i vinu zastupljene su dvije glavne skupine fenolnih spojeva: neflavonoidi i
flavonoidi. Neflavonoidi su jednostavnije grade od flavonoida i imaju jedan fenolni (benzenski)
prsten, dok flavonoidi imaju dva fenolna prstena medusobno povezana lancem od triju
ugljikovih atoma (Markovi¢ i Tali¢, 2013; Jackson, 2020), opce forumule CsC3Cs (Jackson,
2020). Svaka od ove dvije skupine moze se nadalje dijeliti, a strukture spojeva utje¢u na
svojstva kao §to su boja i okus vina (Cheynier i sur., 2006; Jackson, 2020). Najzastupljeniji
predstavnici neflavonoida u grozdu i vinu su fenolne Kkiseline (hidroksibenzojeve i
hidroksicimetne) i stilbeni, a predstavnici flavonoida su flavonoli, flavan-3-oli (katehin) i
antocijani (Ribéreau-Gayon i sur., 2000). Flavonoidi mogu biti slobodni ili vezani u polimere
sa drugim flavonoidima i/ili neflavonoidima (Jackson, 2020). Kompozicija polifenola u vinu
ovisi o sorti grozda i procesima vinifikacije koji odreduju njihovu ekstrakciju u most i o
kemijskim reakcijama tijekom proizvodnje, dozrijevanja i starenja. Opc¢enito crna vina sadrze

deset puta vise polifenola od bijelih vina, u rasponu od 2-6 g L™ (Jackson, 2020) .

Za kvalitetu crnog vina najbitnije su dvije grupe flavonoida, antocijani i flavanoli, koje
se ujedno i kvantitativno najzastupljenije grupe (Fulcrand i sur., 2006). Prema Robinsonu

(2006) udjel flavonoida u ukupnim fenolima crnog vina iznosi do 85 %.

Antocijani su pigmenti u pokozici crnih sorata grozda, definirani su kao vodotopljivi
pigmenti koji ovisno o pH vrijednosti mogu biti obojeni plavo, ljubicasto ili crveno. Na taj nacin
doprinose vizualnoj komponenti vina (Cheynier i sur., 2006; Teissedre i Jourdes, 2013).
Antocijani su u slobodnoj formi samo djelomi¢no stabilni te podlijezu raznim reakcijama,
reagiraju s kopigmentima i drugim konstituentima vina te ulaze u reakcije polimerizacije s
drugim flavonoidima kako bi postali stabliniji (Jackson, 2020). U grozdu uglavnom postoje kao

glukozidi koji se vezu sa SeCerom pa se tada nazivaju antocijani, a ukoliko nisu povezani sa

2



Se¢erom nazivaju se antocijanidinima. Dijele se na cijanine, delfinidine, malvidine, peonine i

petunidine ovisno o poziciji metilne i hidroksilne skupine na prstenu B.

Flavanoli se smatraju najsarolikijom kategorijom flavonoida (Teissedre i Jourdes,
2013). U crnom vinu Cesto predstavljaju 25-50 % fenolnog sastava (Waterhouse, 2002). Njihov
raspon seze od jednostavnih monomera, odnosno (+)-katehina i njegovog izomera (-)-
epikatehina do oligomera i polimera koji se Cesto nazivaju kondenziranim taninima ili
proantocijanidinima (Cheynier i sur., 2006; Teissedre i Jourdes, 2013). Proantocijanidini se
definiraju kao fenolni spojevi topljivi u vodi, koji imaju molekularnu masu izmedu 500 i 3,000
Da. Oni pored uobic¢ajenih fenolnih svojstava imaju mogucénost taloZzenja alkaloida, Zelatine i
drugih proteina (Teissedre 1 Jourdes, 2013). Ve¢ u blago kiselim uvjetima dolazi do cijepanja
veza izmedu flavanolnih jedinica u polimernom lancu proantocijanidina. Tada nastaju
visokoreaktivni karbokationi koji se mogu dalje oksidirati u antocijanidine pa otuda potjece
njihov naziv (Fulcrand i sur., 2006). Naziv tanini se odnosi na njihovu sposobnosti interakcije

s proteinima (Terrier i sur., 2009).

Drugi flavonoidi kao §to su flavonoli prisutni su u vrlo malim koli¢inama i ¢ine svega
1-10 % ukupnog fenolnog sadrzaja crnog vina. Oni se nalaze u vakuolama epidermalnih i
hipodermalnih stanica pokozice grozda (Jackson, 2020). Njihova uloga je da Stite grozde od
UV zraCenja tako da ga apsorbiraju, a izlozenost suncu povecava njihovu koncentraciju (Price
i sur., 1995). Dominantan flavonol u grozdu i vinu jest kvercetin, a slijede ga mircetin i
kampferol. U vinu su znacajni u ulozi kopigmenata jer s antocijanima formiraju stabline

komplekse (Jackson, 2020).
2.1.1. Flavan-3-ol monomeri, oligomeri i polimeri

Specifiéni naziv flavan-3-ola potjece od polozaja alkohola (R3), odnosno -OH grupe na
C prstenu. Flavan-3-oli su najreduciraniji flavonoidi, jer su kod njih polozaji 2 i 3 C prstena
zasiceni (Teissedre 1 Jourdes, 2013). U groZdu se flavanoli nalaze kao monomeri, oligomeri 1

polimeri (Cheynier i sur., 2006).

Monomere flavan-3-ola predstavlja (+)-katehin [2R:3S] u trans formi i njegov

dijastereoizomer (-)-epikatehin [2R:3R] u cis formi (slika 1). R i S poloZzaji naglasavaju

stereoizomersku razliku hidroksilne skupine na poziciji 3 prstena C, koja ispoljava i razlicita



svojstva ovih dvaju monomera (Gawel, 1998; Teissedre i Jourdes, 2013). Nazivaju se i
procijanidinima jer su zbog hidroksilacije na polozajima 3’ i 4> B prstena o-difenoli (Gawel,

1998). Nalazimo ih u pokozici i sjemenci grozda, a takoder i u vinu (Garrido i Borges, 2013).

Funkcionalna grupa

R1 R> Rs
(+)-Katehin H OH H

(-)-Epikatehin  H H OH

Slika 1. Strukture (+)-katehina i (-)-epikatehina (Fulcrand i sur., 2006)

Koncentracija ukupnih monomernih flavan-3-ola u crnim vinima iznosi oko 40 do
120 mg L%, te osim o sastavu samog grozda u velikoj mjeri ovisi i o duljini i temperaturi
maceracije (Ritchey i Waterhouse, 1999). U grozdu i vinu, (+)-katehin je najcescée zastupljeniji
od (-)-epikatehina, ali potonji pokazuje ve¢i maksimalni intenzitet i trajanje podrazaja gor¢ine
i trpkoce u odnosu na (+)-katehin (Curko i sur., 2014). Osim navedenih spojeva, u sastavu
grozda i vina identificirani su sljede¢i flavan-3-ol monomeri: (-)-epigalokatehin, (+)-
galokatehin u manjim koli¢inama te (+)-galokatehin galat i (-)-epikatehin galat. (-)-
Epigalokatehin i (+)-galokatehin se od (-)-epikatehina i (+)-katehina razlikuju po tome $to na
B prstenu sadrze tri hidroksilne skupine (Teissedre i Jourdes, 2013). Kod navedenih estera galna
kiselina acilira (-)-epikatehin na poziciji 3 (Jackson, 2020). Flavan-3-ol monomeri prvenstveno
utjeCu na okus gorcine, a povecanjem srednjeg stupnja polimerizacije (mDP > 5) trpkoca raste
znatno vise nego gor¢ina (Vidal i sur., 2003; Lorrain i sur., 2011). Istrazivanja provedena na
vinima i model otopinama vina dokazala su da (+)-katehin utjece na okus gor¢ine i osjet trpkoce
(Gonzalo-Diago i sur., 2014). Takoder, u istrazivanju Chira i sur. (2009) istrazena su Svojstva
fenolnih spojeva (+)-katehina i galne kiseline pri ¢emu je utvrdeno da su ove molekule vise

gorke nego trpke.

Dimeri flavan-3-ola se gradeni su od jedinica (+)-katehina i/ili (-)-epikatehina koje su
povezane linearnom vezom izmedu atoma C4 na centralnom pirano C prstenu 1 atoma C8 na
prstenu A susjednog flavonoida oksidativnom kondenzacijom (Gawel, 1998; Vidal i sur., 2003;
Jackson, 2020).



Najzastupljeniji flavan-3-ol dimeri su B1, B2, B3 i B4 i njih karakterizira C4-C8 veza,
iako postoje i njihovi izomeri B5-B8, ali su oni vezani C4-C6 vezom (Teissedre i Jourdes,
2013). Strukture dimera B1-B4 mogu se vidjeti na slici 2, a razlikuju se u rasporedu pocetne i
krajnje podjedinice koja moze biti (+)-katehin ili (-)-epikatehin (Jackson, 2020). U brojnim
sortama crnog i bijelog grozda i vina procijanidini B tipa pronadeni su kao glavni flavan-3-ol
dimeri (Jackson, 2020; Ricardo-da-Silva i sur., 1992). U sjemenkama nezrelih bobica grozda
najzastupljeniji je procijanidin B3, no kako bobice dozrijevaju naglo raste koli¢ina
procijanidina B2 (Santos-Buelga i sur., 1995; Gawel, 1998). Generalno, pokozica grozda
najéeSc¢e ima nesto nizu koncentraciju dimera u odnosu na sjemenke (Jordao i Ricardo-da-Silva,
2019). Vezano uz organolepticka svojstva, flavan-3-ol dimeri i trimeri imaju znatno vecu
trpkocu od monomera, dok izmedu dimera i trimera nisu uocene vece razlike u percepciji

trpkoc¢e (Chira 1 sur., 2009).

OH
Procyanidin By: R; =OH, R, = H Procyanidin B;: Ry =0OH,R; =H
Procyanidin By: Ry =H, R, = OH Procyanidin By: R, =H, R, = OH

Slika 2. Strukture procijanidin dimera B1-B4 (Teissedre i Jourdes, 2013)

Polimerizacija flavan-3-ola u grozdu dovodi do stvaranja oligomera i polimera
proantocijanidina, odnosno kondenziranih tanina, koji imaju veliku molekulsku masu (Jordao i
Ricardo-da-Silva, 2019; Jackson, 2020). Oni pokazuju veliku raznolikost struktura od
jednostavnih dimera do ekstremno kompleksnih molekula, a sastoje se od nekoliko strukturnih
jedinica koje mogu biti povezane na razliitim pozicijama konstruiraju¢i lance razli¢itih duzina
(Cheynier i1 sur., 2006). Stupanj polimerizacije je bitna Kkarakteristika strukture
proantocijanidina jer njegovim povecanjem dolazi do formiranja dimera, trimera, oligomera
koji se sastoje od 2 do 5 podjedinica i polimerima koji imaju vise od 6 podjedinica (Fine, 2000;
Landrault i sur., 2001). Najéesca struktura proantocijanidina sastoji se od kovalentne ugljikove

veze izmedu dvaju flavonoidnih podjedinica (Jackson, 2020).



Koncentracija, struktura i stupanj polimerizacije proantocijanidina ovisi 0 njihovom
smjestaju u tkivima grozda (Jordao i sur., 2001). Ovi fenolni spojevi nadeni su u svim
frakcijama grozda, osobito u sjemenkama, ali i u pokozici te peteljki, dok pulpa sadrzi nesto
manju koncentraciju proantocijanidina (Monagas i sur., 2003; Jordao i Ricardo-da-Silva, 2019).
Identificirane su i dvije podklase proantocijanidina (procijanidini i prodelfinidini), ovisno o
tome da li iz njih kao derivati kiselinske hidrolize nastaju cijanidini ili delfinidini (Jackson,
2020). Tretman kiselinske hidrolize ukljucuje tretiranje proantocijanidina kiselinama 1
alkoholom na visokim temperaturama pri ¢emu se cijepaju interflavanske C-C veze (Jordao i
Ricardo-da-Silva, 2019). Procijanidini i prodelfinidini su poznati kao najzastupljeniji

kondenzirani tanini u grozdu i vinu (Garrido i Borges, 2013).

Flavan-3-ol polimeri imaju znacajnu ulogu u senzorskim svojstvima crnih vina, ali
pridonose i boji (Jordao i Ricardo-da-Silva, 2019). Primarno su odgovorni za trpko¢u crnih
vina, dok monomeri znacajno pridonose njegovoj gor¢ini (Gawel, 1998; Lorrain 1 sur., 2011).
Stupanj polimerizacije proantocijanidina utje¢e na njihovo svojstvo taloZenja proteina
(Vermerris i Nicholson, 2006). Kompleksne strukture proantocijanidina medusobno djeluju i
taloze proteine ukljuene u percepciju trpkoée (Cheynier i sur., 2006). Oligomeri

proantocijanidina (2-10) podjedinica (+)-katehina manje pridonose trpko¢i, slabije se vezu za

Koncentracija oligomera i polimera proantocijanidina u crnim vinima obi¢no iznosi
izmedu 20-50 % ukupnog fenolnog sastava, dok je u starijim vinima postotak 1 visi.
Koncentracije se kreéu od oko 0,5-4 g L™ ovisno o sorti crnog grozda (Teissedre i Jourdes,
2013).



2.2. SASTAV PROANTOCIJANIDINA U GROZPU I VINU
2.2.1. Sastav proantocijanidina u grozdu

Sastav poantocijanidina grozda varira zavisno od kultivara, agroekoloskih faktora
(sastav tla, klime, zemljopisnog podrijetla, prakse kultivacije), godine berbe, stupnja zrelosti ili
izlozenosti bolesti poput gljivi¢nih infekcija (Bruno i Sparapano, 2007; Hernandez-Jimenez i
sur. 2009; Garrido i Borges, 2013). Najzastupljeniji proantocijanidini u grozdu su procijanidini,
odnosno dimeri B1, B2, B3, B4, B5, B6, B7 i B8 te trimeri C1 i C2 koji se uglavnom sastoje
od (+)-katehina, (-)-epikatehina i (-)-epikatehin galatnih podjedinica (Gawel, 1998; Vidal i sur.,
2004; Teissedre i Jourdes, 2013). lako proantocijanidine nalazimo u sjemenci, pokozici i
peteljci grozda, njihova koncentracija i struktura [srednji stupanj polimerizacije (mDP),
postotak galoilacije (% G)] znacajno se razlikuju ovisno o njihovoj lokalizaciji u tkivu grozda
(Fernandez i sur., 2007; Jordao i Ricardo-da-Silva, 2019; Lorrain i sur., 2011; Vidal i sur, 2003).

Proantocijanidini iz sjemenke grozda sastoje se samo od procijanidina, a sadrze
podjedinice (+)-katehina koji je najdominantniji, zatim (-)-epikatehina i (-)-epikatehin galata
(Fernandez i sur., 2007; Chira i sur., 2009; Lorrain i sur., 2011; Quijada-Morin i sur., 2012;
Teissedre i Jourdes, 2013). U odnosu na pokozicu sadrze vece koncentracije monomernih
flavan-3-ola (Gawel, 1998; Monagas i sur., 2003), a vrlo ¢esto i proantocijanidina (Cosme i
sur., 2009). Podjedinice su medusobno povezane C4-C8 i C4-C6 vezama oksidativhom
kondenzacijom (Genebra i sur., 2014). Tiessedre i Jourdes (2013) navode kako se esterifikacija
(-)-epikatehina i procijanidina B2 galnom kiselinom moze pojaviti samo u ekstraktu sjemenki
grozda. Proantocijanidini sjemenke su manje polimerizirani nego oni iz pokoZice grozda
(Jackson, 2020). Veli¢ina stupnja polimerizacije (mDP) proantocijanidina sjemenke je izmedu
2117, a stupanj galoilacije iznosi oko 15-30 % te je neovisan o mDP (Vidal i sur., 2003; Cosme
i sur. 2009; Teissedre i Jourdes, 2013).

Za razliku od proantocijanidina sjemenki, proantocijanidini pokozice sastoje se od
procijanidina i prodelfinidina, to¢nije uz (+)-katehin i (-)-epikatehin sadrze jo$ i podjedinice (-
)-epigalokatehina (oko 20 %) i u manjem udjelu (+)-galokatehina (Vidal i sur., 2004; Cheynier
i sur., 2006; Quijada-Morin i sur., 2012; Teissedre i Jourdes, 2013; Curko i sur., 2014; Jackson,
2020). Kao posljedica toga (-)-epigalokatehin je identifikator proantocijanidina pokozice, dok
je (-)-epikatehin galat identifikator proantocijanidina sjemenki (Cheynier i sur., 2006). Udio
prodelfinidina se kre¢e od 17- 31 % te blago raste s povecanjem mDP (Cosme i sur., 2009).
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Proantocijanidini pokozice imaju visi srednji stupanj polimerizacije (> 30 mDP) i nizi udio
stupnja galoilacije do 5 % (Downey i sur., 2003b; Chira i sur., 2009; Cosme i sur., 2009; Lorrain
i sur., 2011; Jackson, 2020). Polimerna frakcija iznosi 94-98 % ukupnih flavan-3-ola (Monagas
i sur., 2003; Jordao i Ricardo-da-Silva, 2019). Prosjetan DP tanina pokozice Cabernet
Sauvignona iznosi izmedu 24 i 33 (Bindon i Kennedy, 2011). Prema Boido i sur. (2011) 40 %
ukupnih flavan-3-ola koji su kvantificirani u sjemenkama grozda su galoilirani, dok su flavan-
3-oli iz pokozice karakterizirani s odsustvom galoiliranih formi. Pored toga, prodelfinidini se u
pokozici nalaze s udjelom od 30-35 %, s vrlo niskim vrijednostima za epigalokatehin (Jordao i
Ricardo-da-Silva, 2019).

Kompozicija proantocijanidina peteljke varira izmedu onih koji se nalaze u pokozici i
sjemenkama, ali na njih otpada samo 5-10% ukupnih fenola grozda (Makris i sur., 2008; Vidal
i sur, 2004). Tanini peteljke imaju mDP oko 10 te se on nalazi izmedu tanina sjemenki i
pokoZice, a sastoje se uglavnom od (-)-epikatehina dok je stupanj galoilacije oko 15 %
(Cheynier i sur., 2006; Jackson, 2020). Takoder, strukturne razlike ovise i o tipu i o

koncentraciji izmedu sorata grozda (Jackson, 2020).

Tijekom dozrijevanja grozda dolazi do znac¢ajnih promjena mDP (Jordao i Ricardo-da-
Silva, 2019). U istrazivanju Bordiga i sur. (2011) dokazalo se kako mDP polimernih frakcija
proantocijanidina sjemenki opada tijekom dozrijevanja grozda s maksimalnih 16 do 7.8.
Vezano uz sortu Cabernet Sauvignon mDP se konstantno kretao od 6.4 do 7.1 (Obreque-Siler i
sur., 2010). Kennedy (2008) navodi kako se mDP proantocijanidina pokoZice grozda povecava

tijekom dozrijevanja grozda.
2.2.2. Sastav proantocijanidina u vinu

Vino sadrzi proantocijanidine sjemenke i pokozice (Monagas i sur. 2003; Jordao i
Ricardo-da-Silva, 2019). Sastav porantocijanidina vina ovisi o sorti grozda i procesima
vinifikacije koji odreduju njihovu ekstrakciju u mos$t i o kemijskim reakcijama tijekom
proizvodnje, dozrijevanja i starenja (Jackson, 2020). Kemijske promjene povezane s
proizvodnjom vina zapo€inju selektivnom ekstrakcijom sastojaka groZzda u most tijekom
maceracije i presanja (Cheynier i sur., 2006; Quijada-Morin i sur., 2012). Njihova ekstrakcija
ovisi o njihovom smjestaju u bobici i njihovoj topljivosti (Teissedre i Jourdes, 2013). Na uc¢inak
same ekstrakcije utjecu razliciti faktori kao Sto su pH moSta, koncentracija SOz, sadrzaj etanola

i temperatura fermentacije. Da bi povecali ekstrakciju proantocijanidina i drugih fenolnih
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spojeva, vinari najcesce koriste termovinifikaciju koja se provodi oko 10 minuta do 2 sata na

60 °C (Morel-Salmi i sur., 2006; Petravi¢-Tominac i sur., 2017). Dodatak SOz i pektoliti¢kih

enzima prije fermentacije uzrokuje porast intenziteta i stabilnosti boje, ukupne razine fenola te
sadrZaja antocijanina, (+)-katehina, (-)-epikatehina (Lomolino i sur., 2010; Teissedre i Jourdes,
2013). Proantocijanidini iz ¢vrstih dijelova grozda, to¢nije pokozice, sjemenki i peteljki
ekstrakcijom tijekom maceracije prelaze u vino (Vidal i sur., 2004; Cosme i sur., 2009;
Gonzalo-Diago i sur., 2013). Poslijedi¢no, proantocijanidini vina sadrze i procijanidine i
prodelfinidine (Gonzalez-Manzano i sur., 2004). Difuzija antocijanina i proantocijanidina
pokozice u most crnog grozda brza je od ekstrakcije proantocijanidina sjemenki (Monagas i
sur., 2003; Cheynier i sur., 2006). Za razliku od grozda, omjer proantocijanidina pokozice i
sjemenki vina zna¢ajno varira, te se povecava trajanjem maceracije. Nije rijetkost da 40 %
proantocijanidina vina potjece iz pokozice, a razlog tome je voStana kutikula koja oblaze
sjemenke te otezava ekstrakciju proantocijanidina prilikom maceracije (Jackson, 2020).
Takoder, one za ekstrakciju zahtijevaju visu koncentraciju alkohola i temperature (Cheynier i
sur., 2006).

Generalno, frakcije proantocijanidina progresivno se povecavaju tijekom procesa
maceracije, nakon ¢ega se pri kraju ovog procesa zamjecuje blagi pad vrijednosti koje se
prvenstveno odnose na oligomerne i polimerne frakcije. Monomerni proantocijanidini se
kontinuirano ekstrahiraju u vino (Jordao i Ricardo-da-Silva, 2019). U istrazivanju Poklar Urih
i sur. (2020) navodi se da koncentracije ukupnih flavonoida i antocijanina rastu tijekom
produzene maceracije, a po¢inju se smanjivati nakon 250 dana dozrijevanja. U istrazivanju
Cheynier i sur. (2006) isti¢e se razlika u udjelima (-)-epikatehin galata odnosno (-)-
epigalokatehina prije i nakon fermentacije. Tako je udio (-)-epikatehin galata prije fermentacije
iznosio 5 % dok je udio (-)-epigalokatehina iznosio 18 %. Nakon fermentacije koja se odvijala
tri tjedna udio (-)-epikatehin galata iznosi 10 %, a udio (-)-epigalokatehina se smanjio na 10 %.
Naime, tijekom i nakon fermentacije sastav proantocijanidina se mijenja te ¢esto nakon porasta
u ranim fazama fermentacije slijedi pad u koncentraciji koji je uzrokovan vezanjem i taloZenjem
navedenih spojeva s ostacima stanica grozda, kvasaca, razli¢itih polisaharida i topljivih
proteina. Tijekom dozrijevanja koncentracija proantocijanidina i dalje opada zbog
polimerizacije (Garrido i Borges, 2013; Jackson, 2020). Ne postoje jednostavni ili izravni nacini
za precizno predvidanje sastava i strukture proantocijanidina u vinu iz sastava grozda (Adams

1 Scholz, 2008). Prema tome, iskustvo je najbolji vodi¢ vinara. Tijekom starenja vina



proantocijanidini se polako polimeriziraju s monomernim (+)-katehinima stvarajuci polimere

od 8-14 podjedinica, a molarna masa im iznosi od 2000 do 5000 Da (Jackson, 2020).
2.3. SENZORSKE KARAKTERISTIKE PROANTOCIJANIDINA GROZPA 1 VINA

Senzorska svojstva proantocijanidina uvjetovana s njihovom strukturom odnosno
kemijskim karakteristikama (Vidal i sur., 2003). Ovi spojevi znac¢ajni Su za senzorsku kvalitetu
crnog vina kao nositelji senzorskih svojstava goréine i trpkoce, ali i uloge u dugotrajnoj
stabilnosti boje vina koja je omogucena kemijskim reakcijama stabilizacije s antocijaninima

(Chirai sur., 2009; Lorrain i sur., 2011; Teissedre i Jourdes, 2013).

Naime, gorc¢ina i trpkoca su dva osjeta od klju¢ne vaznosti za opisivanje senzorskih
svojstava vina. Gor¢ina je okus posredovan senzorskim receptorima i uzrokovan taninima s
najmanjom molarnom masom, a trpkoca je taktilni osjet (Vidal i sur., 2003; Teissedre i Jourdes,
2013; Fontoin i sur., 2008). Takoder, goréina je ograni¢ena na male molekule s posebnim
strukturnim znacajkama koje im upravo omogucéuju da udu u receptor i aktiviraju proces
transdukcije signala, dok trpkoc¢a ovisi o broju mjesta za interakcije proteina u molekuli i

povecava se njegovom veli¢inom (Cheynier i sur., 2006).

Trpkoca se u prvom redu pripisuje proantocijanidinima ve¢e molekulske mase (Vidal i
sur., 2004). Proantocijanidini svojim hidroksilnim skupinama vezu za glikoproteine sline i time
se ispoljava osjecaj suhoce, hrapavosti i stezanja u ustima, uzrokovan gubitkom vlaznosti (Lee
i Lawless, 1991; Vidal i sur., 2003). Ovo svojstvo mogu ispoljiti zbog svoje sposobnosti da se
snazno vezu za proteine (Teissedre i1 Jourdes, 2013). Takoder, u opseZznom pregledu Gawel 1
sur. (1998) navode kako se sloZeni fenomen percepcije trpkoce pripisuje talozenju ili stvaranju
kompleksa proteina sline koji dovode do manjeg vlazenja slinom i povecanog trenja izmedu

povrsine usta.

Bez obzira na strukturne razlike, proantocijanidini pokozice i sjemenki pridonose
percepciji trpkoce vina (Downey i sur., 2003a; Kennedy, 2008). Srednji stupanj polimerizacije
(mDP) je najznacajnija strukturalna varijabla koja utjece na trpkocu, ali i goré¢inu (Monagas i
sur., 2003; Chira i sur., 2009; Kennedy, 2008; Lorrain i sur., 2011). Proantocijanidini s niskim
mDP gorciji od onih s visokim mDP, dok monomeri ipak imaju najvecu gor¢inu (Peleg i sur.,
1999; Landon i sur., 2008; McRae i Kennedy, 2011; Gonzalo-Diago i sur., 2014). Trpkoca

ve¢ih polimera proantocijanidina (MDP od 3 do 20) ovisi 0 molekularnoj masi, stupnju
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galoilacije 1 trihidroksilaciji B prstena (Vidal i sur., 2003). Prema istrazivanju Vidal i sur. (2003)
visi stupanj galoilacije je odgovoran za povecanje ,,grubosti*, dok ju trihidroksilacija B prstena
moze smanjiti. Nadalje, oligomeri proantocijanidina su manje trpki od velikih polimera, slabije

proantocijanidina povecava se pod utjecajem etanola i pH (Vidal i sur., 2003).

Slozene interakcije proantocijanidina i ostalih makromolekula u vinu, primjerice
sposobnost stvaranja kompleksa s peptidima i proteinima (Sarni-Manchado i Cheynier, 2002),
utjeCu na mijenjanje percepcije osjec¢aja u ustima (Teissedre i Jourdes, 2013). Takoder, na
percepciju trpko¢e u vinu mogu utjecati i mnoge komponente koje se nalaze u njemu
ukljucujuéi etanol, kiselost, viskoznost, jednostavne Secere, polisaharide i antocijanine (Fontoin
i sur., 2008). Stovise proantocijanidini i kiseline se uravnoteZuju etanolom, $eéerima i
polisaharidima vina, a optimalna kvaliteta crnog vina postize se upravo balansom navedenih

komponenata (Teissedre i Jourdes, 2013).
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2.4. PROMJENE U SASTAVU PROANTOCIJANIDINA TIJEKOM DOZRIJEVANJA |
STARENJA VINA

2.4.1. Kemijske promjene proantocijanidina tijekom dozrijevanja i starenja vina

Tijekom proizvodnje vina te dalje njegovog dozrijevanja i starenja, dolazi do brojnih
kemijskih promjena u sastavu fenolnih spojeva, gdje su u proizvodnji crnog vina, za njegovu
kvalitetu, najznacajnije promjene u sastavu proantocijanidina i antocijana (Garrido i Borges,
2013; Jackson, 2020). Navedene kemijske promjene obuhvacaju reakcije poput
kopigmentacije, polimerizacije i oksidacije (Garrido i Borges, 2013; Pérez-Magarino i
Gonzalez-San José, 2004; Monagas i sur., 2006). Ove enzimatske i nenzimatske reakcije
zapocinju odmah nakon prerade grozda i nastavljaju se tijekom fermentacije i dozrijevanja,
doprinoseci bitnim promjenama u senzorskim svojstvima vina (Guadalupe i sur., 2010; Sun i
Spranger, 2005). Naime, promjena boje od ljubicaste nijanse mladih crnih vina do tona nijanse
starijih vina pripisuje se reakcijama antocijana grozda s proantocijanidinima odnosno
formiranju novih polimernih pigmenata (Somers, 1971). Sli¢no tome, smanjenje trpkoce
tijekom dozrijevanja i starenja vina proizlazi iz polimerizacije proantocijanidina i/ili stvaranja

polimernih pigmenata (Cheynier i sur., 2006).

Proantocijanidini su reaktivne molekule, koje sudjeluju u reakcijama oksidacije,
enzimatskog posmedivanja, interakcijama s proteinima i reakcijama kondenzacije tijekom
starenja vina (Monagas i sur., 2003; Vidal i sur.,, 2003). Naime, tijekom starenja se
proantocijanidini polako povezuju s monomernim flavan-3-olima, stvarajué¢i polimere duZzine
talog svojstven za starija crna vina i na kraju vise ne mogu uéinkovito reagirati (Jackson, 2020;
Vidal i sur., 2004; Teissedre i Jourdes, 2013). Stoga su te promjene uglavnom vezane za
smanjenje koncentracije proantocijanidina do kojeg dolazi zbog njihova taloZzenja, povezivanja
s antocijanima (direktno ili indirektno) i smanjenja mDP uzrokovanog cijepanjem podjedinica
(Cheynier i sur., 2006; Chira i sur., 2012). Medutim, paralelno s formiranjem, dolazi i do
cijepanje dijela interflavanskih veza. Formiranje i cijepanje interflavanskih veza odreduje
raspodjelu tanina po veli¢ini u vinima (Haslam, 1980). Posljedi¢no raspodjela veli¢ine frakcije
tanina ovisi o omjeru flavanol monomera i polimera. U istrazivanju Vidal i sur. (2003) navode
kako se u uzorku vina koji ima visak monomera smanjio mDP. Ova reakcija cijepanja i vezanja

odvija se pri niskom pH (2-3,2) , ali ne moze se dogoditi iznad pH 3,8 (Salas i sur., 2003).
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Nadalje, proantocijanidini i njihovi veéi polimeri mogu se kondenzirati s antocijanima i
polisaharidima. Proantocijanidini mogu sudjelovati u stvaranju visestrukih vodikovih veza, ali
i u hidrofobnim interakcijama s polisaharidima grozda i stani¢nih stijenki kvasaca i proteinima
(Jackson, 2020). Temperatura ima znac¢ajan utjecaj na postupnu razgradnju proantocijanidina,
dok ju prisutnost SO, usporava (Dallas i sur., 1995). Istovremeno, tijekom starenja crnog vina
dolazi do pada koncentracije antocijana odgovornih za pocetne ljubicaste nijanse mladog vina
i formiranja stabilnijih obojenih polimernih pigmenata (Somers, 1971). Novonastali pigmenti
rezultat su reakcije kondenzacija antocijana s drugim fenolinim spojevima kao $to su (+)-
katehin ili procijanidini, a mogu se odvijati direktno ili posredstvom aldehida (Jurd, 1967). U
skladu s tim njihove strukturne modifikacije rezultiraju navedenom karakteristicnom
varijacijom boje, od ljubicasto-crvene boje u mladim vinima do ciglasto-crvene nijanse u

starijim vinima (Jordao i Ricardo-da-Silva, 2019).

Tijekom proizvodnje, dozrijevanja i starenja vina proantocijanidini prolaze kroz
kemijske reakcije slijede¢i dva glavna reakcijska puta (Vidal i sur., 2004). Prvi ukljucuje
kondenzaciju posredovanu acetaldehidom izmedu flavanola pri ¢emu nastaju etil povezani
flavanoli (Atanasova i sur., 2002). Ova vrsta kondenzacije se moze pojaviti i izmedu
antocijanina ili izmedu antocijanina i flavanola. U potonjem sluc¢aju mogu nastati etil povezani
flavanol-antocijanini i piranoantocijanin-flavanoli (Es-Safi i sur., 1996; Revilla i Gonzalez-
San-José, 2001). Drugi reakcijski put ukljucuje izravne reakcije izmedu flavanola i antocijanina

pri ¢emu mogu nastati antocijanin-flavanol i flavanol-antocijanin adukti (Vidal i sur., 2004).

Kondenzacijske reakcije posredovanjem acetaldehida karakteristi¢ne su za oksidativne uvjete
dozrijevanja i starenja. Oksidacijom nastaju dvije kemijske vrste koje reagiraju s polifenolima.
Proizvodi izravne oksidacije poput semikinona ili kinona i aldehidi poput acetaldehida.
Oksidacije i naknadna polimerizacija ovise o nekoliko ¢imbenika, ukljucujuci dostupnost kisika
i omjer antocijanina i flavanola (Cheynier i sur., 2006). Sumarna reakcija oksidacije je sazeta u

sljedecoj reakciji:

o-difenol + O2 — o-kinon + H,0> [1]

Dalje, vodikov peroksid moze oksidirati etanol u acetaldehid (Wildenradt i Singleton, 1974) u
prisutnosti Fe (I1) (slika 3).
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Slika 3. reakcija oksidacije etanola u acetaldehid (Fulcrand i sur., 2006)

Izravne reakcije izmedu kisika i organskih molekula poput polifenola nisu kemijski
moguce, ali se one ucinkovito kataliziraju tragovima metalnih iona, posebno zeljeza u kiseloj
otopini (Jackson, 2020). Uslijed navedenog, polimerizacija flavanola i polikondenzacija
antocijana i flavanola posredovana aldehidom (Fulcrand i sur., 2006; Drinkine i sur., 2007;
Teissedre i Jourdes, 2013) odvijaju se oksidativnim uvjetima. Prethodna istrazivanja pokazala
su da dodatak acetaldehida povecava brzinu kopolimerizacije antocijanin-flavan-3-ola
(Picinelli i Bakker, 1994). Isto tako Dallas i sur (1996b) navode kako je prisutnost acetaldehida
od velike vaznosti za ubrzavanje kemijske transformacije fenolnih spojeva i induciranje
nastanka novih produkata. Poveéana koncentracija acetaldehida dovodi do poveéane
reaktivnosti procijanidina (Dallas i sur., 2003). Polimeri dobiveni polikondenzacijom
posredstvom aldehida su nestabilni i bezbojni te podlijezu drugim reakcijama (Fulcrand i sur.,
2006; Jackson, 2020). Na ovu reakciju utjeCe niz parametara kao Sto su fenolni sastav,
temperatura, pH, koncentracija sumpornog dioksida i prodiranje svjetlosti (Teissedre i Jourdes,
2013). Ako se kopolimeri nastave razvijati u tvari s viSim stupnjem kondenzacije, tada se
posljedi¢no taloze (Es-Safi i sur., 1999). U vinu kao kiselom mediju flavanoli podlijezu i
cijepanju (Vidal i sur., 2003). Kada reakcija krene u smjeru, depolimerizacije ili dehidracije,
etilne veze nastale u polikondenziranom polimeru flavanola posredstvom acetaldehida, vrlo su
labilne i cijepaju se u vinilflavanol oligomere (Drinkine i sur., 2007). Ti oligomeri tada mogu
reagirati s antocijanima pri ¢emu nastaju flavanil piranoantocijanini (Fulcrand 1 sur., 2006;
Cheynier i sur., 2006). Slijedeca reakcija koja se moze dogoditi s polikondenziranim
polimerima flavonoida je kondenzacija izmedu dva A prstena polimera pri ¢emu nastaju
ksantilijevi pigmenti (Fulcrand i sur., 2006). Krajnji proizvodi oksidacije flavanola drugim

flavanolima ili aldehidima mnogo su stabilniji od mati¢nih flavanola.
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Pored reakcija posredovanih kisikom odnosno acetaldehidom, u vinu se mogu odvijati
I reakcije direktne kondenzacije flavanola i antocijanina (pojedinacno ili medusobno) koje ne
ukljucuju kisik, a takoder su i dosta sporije (Fulcrand i sur., 2006; Tiessedre i Jourdes, 2013).
Flavan-3-oli i proantocijanidini pocinju se polimerizirati medusobno i sa slobodnim
antocijaninima jer su topljivi i prema tome lako dostupni (Jackson, 2020). Postavljena su dva
mehanizma za izravne reakcije antocijanina i flavanola koji dovode do adukata flavanol-
antocijanin (F-A+) i antocijanin-flavanol (A+-F) (Fulcrand i sur., 2006). Ovi novi kompleksi
posebno su vazni za starenje vina. Oni stabiliziraju i zadrzavaju crvenu boju antocijanina, te
utjecu na osjet povecanjem topljivosti flavonoidnih polimera koji kao takvi obi¢no nisu trpki.
Polimerizacija $titi antocijane od oksidacije i drugih kemijskih modifikacija kao Sto je sulfitna
dekoloracija. Oko 25 % antocijana moze biti polimerizirano (kovalentno vezano) s
flavonoidnim ili neflavonoidnim fenolima do kraja fermentacije. Ovaj udio moze porasti na 40
% ili vise unutar jedne godine (Somers, 1982). Nakon toga, polimerizacija se nastavlja sporijim
tempom sve dok se ne priblizi razini od 100 % nakon nekoliko godina. Zbog toga su polimeri
(+)-katehina i proantocijanidina veoma bitni za dugoro¢nu stabilnost crnih vina (Jackson,

2020).

2.4.2. Utjecaj kemijskih promjena proantocijanidina tijekom dozrijevanja i starenja vina na

senzorske karakteristike

Dozrijevanje i starenje vina je proces u kojem se organolepti¢ka svojstva mijenjaju kao

rezultat niza kemijskih reakcija ¢iji je cilj jacanje odredenih Zeljenih karakteristika te

istovremeno smanjenje ili uklanjanje onih nepozeljnih (Teissedre i Jourdes, 2013).

Tijekom dozrijevanja i starenja dolazi do promjene koncentracije te molarne mase
proantocijanidina uslijed reakcija oksidacije, polimerizacije, medutim takoder i do formiranja
novih polimernih pigmenta uslijed reakcija kondenzacije s antocijaninima (Cheynier i sur.,
2006). Ove kemijske promjene proantocijanidina primarno utje¢u na promjene trpkocée vina,

medutim isto tako pridonose i promijeni boje (Jordao i Ricardo-da-Silva, 2019).

Naime, tijekom dozrijevanja i starenja u molekulama proantocijanidina dolazi do
cijepanja i formiranja interflavanskih veza koje za posljedicu imaju formiranje bilo velikih
polimernih kompleksa koji nakon odredenog vremena percipitiraju ili manjih molekula koje
ostaju otopljene u vinu (Cheynier i sur., 2006). Navedene reakcije odgovorne su za smanjenje

koncentracije kao i stupnja polimerizacije proantocijanidina, a poznato je kako su upravo
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koncentracija proantocijanidina te njihova struktura (stupanj polimerizacije i galoilacije) u
pozitivnoj korelaciji sa samom percepcijom trpkoc¢e. Dakle, smanjenjem koncentracije te
molekulske mase proantocijanidina tijekom dozrijevanja i starenja dolazi i do smanjenja
trpkoce. (Teissedre i Jourdes, 2013). Mlada crna vina koja sadrze veée koncentracije
poantocijanidina ve¢e molekulske mase, zbog navedenog se primarno opisuju kao trpka, dok
dozrijevanjem i starenjem vina dolazi do smanjenja trpkoce te meksanja i zaokruzivanja okusa
uslijed smanjene koncentracije proantocijanidina, kao i njihove molekulske mase (Chira i sur.,
2011; Gonzalez-Neves i sur., 2004; Pérez-Magarino i Gonzalez-San José, 2004). Prema
rezultatima Chira i sur. (2012) dobivenim analizom vina Cabernet Sauvignon, blagi intenzitet
trpkoce kod starih vina povezan je sa mDP vrijednostima od 2-4, dok je znacajno vecéi intenzitet

trpkoc¢a kod mladih crnih vina povezan sa mDP vrijedno$¢u od oko od 7.6.

Nadalje, smanjenje trpkoce tijekom dozrijevanja i starenja vina takoder proizlazi i iz
reakcija kondenzacije proantocijanidina i antocijana. Naime, polimerni pigmenti koji se
formiraju navedenim reakcijama, nastali bilo direkthom kondenzacijom ili posredovanjem
acetaldehidom, mogu dovesti do smanjene trpkoc¢e u crnom vinu, pod uvjetom da su prisutni u
dovoljnim koli¢inama (Vidal i sur, 2004). Istovremeno, novonastali polimerni pigmenti
pridonose promjeni, ali i stabilizaciji same boje, pri ¢emu su antocijan-flavanol adukti crvene
boje (Salas i sur., 2004) ili bezbojni (Cheynier i sur., 2006), dok su etilno vezani adukti
ljubicastog obojenja (Atanasova i sur., 2002).

Takoder, 0sim sastava i strukture proantocijanidina vazno je napomenuti da percepcija
trpkoce vina ovisi o interakciji s drugim sastojcima vina poput etanola, glicerola, soli, Kiselina
i makromolekula (Cheynier i sur., 2006) te je svakako potrebno uloziti daljnje napore u
razumijevanje kompleksnih mehanizama koji se odvijaju tijekom dozrijevanja i starenja vina i

njihovom utjecaju na senzorske karakteristike, a posebice trpkocu vina.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI
3.1.1. Uzorci vina Cabernet Sauvignon

U ovom radu koriSteni su uzorci mladog crnog vina Cabernet Sauvignon (Erdutski
vinogradi d.o.0., Erdut, Hrvatska), proizvedeno 2017. godine. Vino je punjeno u boce koje su
prethodno propuhane dusikom (1,5 min) kako bi se iz njih uklonio kisik. Napunjene boce su
zatvorene plutenim ¢epom uz pomo¢ ru¢ne Cepilice te su skladiStene u vodoravnom polozaju
prikontroliranim uvjetima (u tami, pri 14 °C). Uzorci vina analizirani su na pocetku
eksperimenta (0 mjeseci ) te nakon 3, 6 i 12 mjeseci starenja u bocama. Osnovni fizikalno-

kemijski parametri vina prikazani su u tablici 1.

Tablica 1. Osnovni fizikalno-kemijski sastav vina Cabernet Sauvignon

Parametar Cabernet Sauvignon

Alkohol (vol %) 13,1

Ukupna kiselost (g L™ vinske kiseline) 53

Hlapiva kiselost (g L™ octene kiseline) 0,61
Reducirajuéi $eceri (g L™) 41

pH 3,46

Jabuéna kiselina (g L) 0,1
Milije¢na kiselina (g L) 1,3
Ukupni sumporov dioksid (mg L™?) 50
Slobodni sumporov dioksid (mg L™?) 25

3.1.2. Kemikalije

= Klorovodicna kiselina (37 %), Carlo Erba, Val del Reuil, Francuska

= Etanol (96 %), Gram-Mol, Zagreb, Hrvatska

= Destilirana voda

= Mravlja kiselina (98-100 %), Carlo Erba, Val del Reuil, Francuska

= Acetonitril (100 %), HPLC ¢istoce, J.T.Baker, Deventer, Nizozemska
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Metanol (100 %), Carlo Erba, Val del Reuil, Francuska
(+)-Katehin, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD
(-)-Epikatehin, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD
Procijanidin dimer B1, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD
Procijanidin dimer B2, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD

3.1.3. Aparatura i pribor

Aparatura:

Spektrofotometar (Specord 50 Plus), AnalytikJena, Jena, Njemacka

Analiticka vaga, Mettler Toledo, Columbus, OH, SAD

HPLC Agilent Technologies 1200 Series, Santa Clara, CA, SAD sastavljen iz sljedecih

komponenti:

« Binarna Pumpa (Bin Pump SL) G1312B

o Degazer G1379B

« Autosampler (HiP-ALS) G1367B

« Termostat Autosampler-a (FC/ALS Term) G1330B

« Temostatirani odjeljak za kolonu (TCC SL ) G1316B
« FL detektor (FLD) G7121B

« Agilent Chemstation Softver

Pribor:

Mikropipete od 100 1 1000 pL, Eppendorf, Hauppauge, NY, SAD
Staklene tube za hidrolizu, Pirex, Corning, NY, SAD

Pipete volumena 10, 20, 25 mL

Odmjerne tikvice volumena 10, 25, 50, 100 i 1000 mL

Staklene epruvete

Plasti¢na ladica za vaganje

Staklene kivete od 1 cm
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3.2. METODE

3.2.1. Odredivanje ukupnih proantocijanidina

Princip:

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

uzorku.

Postupak:

U dvije tube za hidrolizu otpipetirati po 2 mL uzorka (razrijedenog 49:1), 1 mL destilirane
vode te 3 mL koncentrirane klorovodi¢ne kiseline te tube hermeticki zatvoriti . Jednu tubu
ostaviti na sobnoj temperaturi, a drugu staviti u vodenu kupelj na 100 °C. Nakon 30 minuta,
tubu izvaditi iz vodene kupelji te ohladiti ledom kako bi se $to prije zaustavila daljnja reakcija
kiselinske hidrolize. U svaku od tuba potom dodati 0,5 mL etanola zbog bolje topljivosti smjese.

Izmjeriti opti¢ku gustocu pri 550 nm nasuprot destiliranoj vodi kao slijepoj probi.

Racun:
Koncentracija proantocijanidina u 50 puta razrijedenom uzorku izraCunata je prema

formuli:

Proantocijanidini (g L™)=19,33 x (D1-Dy) [2]
gdje je:
19,33- faktor prera¢unavanja
D1- opticka gustoca hidroliziranog uzorka

D2-opticka gustoca nehidroliziranog uzorka
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3.2.2. Odredivanje flavan-3-ol monomera i dimera primjenom tekucinske kromatografije

visoke djelotvornosti (HPLC)

Princip:

Flavan-3-ol monomeri i dimeri odredeni su primjenom tekuéinske kromatografije visoke
djelotvornosti (HPLC). Kromatografska analiza provedena je na Agilent1200 Series (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, SAD) HPLC uredaju uz module binarne pumpe, degazera,
autosampler-a, modula kolone te uz detekciju na flourescentnom detektoru. Identifikacija je
provedena usporedbom retencijskih vremena standarda i spojeva, a kvantifikacija pomocu

kalibracijskih krivulja vanjskih standarda.

Postupak:
Sastav flavan-3-ol monomera [(+)-katehin i (-)-epikatehin) i dimera (dimer B1, B2, B3 i

B4)] u vinima odreden je prema metodi Curko i sur. (2014) uz manje modifikacije. Razdvajanje
je provedeno na LiChrosphere RP-18 koloni, dimenzija 250 x 4 mm (Merck, Darmstadt,
Njemacka) uz primjenu binarne mobilne faze: otapalo A (voda/mravlja kiselina; 99,5:0,5; v/v)
i otapalo B (acetonitril/mravlja kiselina; 99,5:0,5; v/v). Pripremljene mobilne faze su filtrirane
i odzracene kako bi doslo do ravnomjernog razdvajanja na koloni. Razdvajanje flavan-3-ol
monomera i dimera provedeno je pri protoku od 1 mL min i temperaturi od 35 °C, a gradijent
koriSten za razdvajanje naveden je u tablici 2. Injektirani volumen uzorka vina kod svake

analize iznosio je 20 puL. Analiza svakog uzorka provedena je u duplikatu.

Tablica 2. Gradijent koriSten za razdvajanje flavan-3-ola monomera i dimera

t (min) A (%) B(%) Protok (mL min')

0 97 3 1

13 92 8 1

18 92 8 1
20 90 10 1
45 90 10 1
50 0 100 1
54 0 100 1
55 97 3 1
60 97 3 1
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Detekcija je provedena na fluorescentnom detektoru uz valnu duljinu ekscitacije
A Ex = 280 te valnu duljinu emisije A Em = 320. Identifikacija pojedina¢nih spojeva provedena
je usporedbom retencijskog vremena (vremena zadrzavanja) spoja s retencijskim vremenom
standarda te usporedbom s metodom Curko i sur. (2014). Kvantifikacija je provedena koristeéi
kalibracijske krivulje vanjskih standarda (katehin, epikatehin, dimer B1, dimer B2). Otopina
svakog standarda pripremljena je u 5 razlic¢itih koncentracija (5, 10, 25, 50, 100 mg/L). S
obzirom na ovisnost povrSine pikova o masenoj koncentraciji standarda nacrtan je bazdarni
pravac, na osnovu kojega je izraCunata pripadajuc¢a jednadzba pravca. Iz jednadzbe bazdarnog
pravca standarda izracunate su kvantitativne vrijednosti pojedinacnih procijanidina (flavan-3-
ol monomera i dimera) u mg L Koncentracije dimera B3 i dimera B4 izraZene su
ekvivalentima dimera B1 kao najzastupljenijeg dimera (mg L™). Ukupni flavan-3-ol monomeri
izraCunati su kao suma koncentracije (+)-katehina i (-)-epikatehina, a ukupni flavan-3-ol dimeri

kao suma koncentracije procijanidin dimera B1, B2, B3 i B4.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom diplomskom radu istrazena je stabilnost proantocijanidina vina Cabernet
Sauvignon tijekom 12 mjeseci starenja u boci u kontroliranim uvjetima (u tami pri temperaturi
od 14 °C). Uzorkovanje je provedeno nakon 3, 6 i 12 mjeseci starenja u bocama, a dobiveni

rezultati usporedeni su s onima prije postavljanja pokusa starenja (0 mjeseci).

Promjene u sastavu ukupnih proantocijanidina odredene su spektrofotometrijski, a
dobiveni rezultati prikazani su na slici 4 i tablici 3. Promjene u sastavu flavan-3-ol monomera
[(+)-katehin 1 (-)-epikatehin] te flavan-3-ol dimera (procijanidin B1, B2, B3 i B4) odredene su
primjenom tekuéinske kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC/DAD), a dobiveni rezultati

prikazani su na slikama 5-12 te u tablicama 4-9.

4.1. STABILNOST UKUPNIH PROANTOCIJANIDINA VINA CABERNET SAUVIGNON
TIJEKOM 12 MJESECI STARENJA U BOCI

Tijekom proizvodnje, a tako i tijekom dozrijevanja i starenja vina dolazi do brojnih
kemijskih promjena u koncentraciji, ali i samoj strukturi polifenolnih spojeva. Medu navedenim
promjenama, one u sastavu proantocijanidina klju¢ne su za kvalitetu crnog vina obzirom da su
navedeni spojevi kvantitativno jedna od najzastupljenijih polifenolnih frakcija. Naime, udio
oligomera i polimera proantocijanidina u crnom vinu iznosi izmedu 20-50 % ukupnog fenolnog
sastava (Teissedre i Jourdes, 2013). Takoder, proantocijanidini vina vazni su i kao nositelji
senzorskog svojstva trpkoce i okusa gorcine (Chira i sur., 2012), a sve kemijske promjene u

sastavu ovih spojeva odrazavaju se na promjene dviju navedenih senzorskih karakteristika.

Promjene u koncentraciji ukupnih proantocijanidina vina Cabernet Sauvignon tijekom
12 mjeseci starenja u boci prikazane su na slici 4. Rezultati na slici iskazani su u g L™ zbog
bolje preglednosti. 1z rezultata je vidljivo da koncentracija proantocijanidina opada tijekom
vremena. U prva tri mjeseca starenja utvrden je tek neznatan pad koncentracije ukupnih
proantocijanidina. S druge strane, nakon Sest mjeseci starenja pad koncentracije bio je nesto
veci, dok je najznacajniji pad u koncentraciji proantocijanidina uocen nakon 12 mjeseci starenja
u bocama. Koncentracija ukupnih proantocijanidina na poc¢etku pokusa (0 mjeseci) iznosila je
2,81 g L%, dok u uzorku vina koje je dozrijevalo 12 mjeseci iznosila 2,12 g L. Nadalje,
dinamika smanjenja koncentracije ukupnih proantocijanidina (A mg L i A %) tijekom 12

mjeseci starenja u boci u odnosu na poc¢etnu koncentraciju proantocijanidina
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Slika 4. Promjene u koncentraciji ukupnih proantocijanidina (g L) vina Cabernet Sauvignon

tijekom 12 mjeseci starenja u boci

Tablica 3. Dinamika smanjenja koncentracije ukupnih proantocijanidina (A mg L™ te A %)

tijekom 12 mjeseci starenja u boci u odnosu na pocetne vrijednosti (pri 0 mjeseci)

Ukupni proantocijanidini

3 mjeseca 6 mjeseci 12 mjeseci
AmgL' -1967  -12513  -689,72
A% -0,7 -4,5 -24,5

prije postavljanja pokusa starenja prikazana je u tablici 3. Dobiveni rezultati pokazuju zna¢ajno
manje promjene u sastavu ukupnih proantocijanidina vina tijekom prvih 6 mjeseci starenja od
onih tijekom posljednjih 6 mjeseci. Naime, nakon 12 mjeseci starenja vina u boci doslo je do
ukupnog smanjenja koncentracije od 689,72 mg L, sto je za 24,5 % niZe od koncentracije

proantocijanidina utvrdene na pocetku postavljanja pokusa.

Rezultati ovog istrazivanja u skladu su s istrazivanjem Cosme i sur. (2009), gdje je
tijekom prvih 6 mjeseci kod sorti Touriga Nacional, Trincadeira, Castelao, Syrah i Cabernet
Sauvignon takoder utvrden pad koncentracije proantocijanidina. Naime, proantocijanidini su

reaktivne molekule koje tijekom dozrijevanja i starenja sudjeluju u brojnim kemijskim
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reakcijama, kao S$to su reakcije oksidacije i polimerizacije te kondenzacije s drugim
polifenolnim spojevima, posebice antocijanima. (Monagas i sur., 2003; Vidal i sur., 2003). U
kiselom mediju kao S§to je vino tijekom starenja dolazi do cijepanja i formiranja novih
interflavanskih veza, a time i do promjene u koncentraciji, kao i u stupnju polimerizacije
proantocijanidina. Primjerice, polimeri flavan 3-ola povezuju se s monomerima i dimerima,
nakon ¢ega velike molekule precipitiraju. Naime, povezivanjem molekula, veli¢ina polimera
raste, oni postaju netopljivi, ne mogu vise ucinkovito reagirati i na kraju formiraju talog
svojstven za crna vina (Jackson, 2020). S druge strane, flavan-3-oli srednjeg i manjeg stupnja
polimerizacije ostaju otopljeni vinu. Na ovaj nac¢in zapravo dolazi do smanjenja koncentracije
kao i smanjenja stupnja polimerizacije (mDP vrijednosti) proantocijanidina, koji za posljedicu
imaju smanjenje trpkoce i zaokruzenje samog okusa tijekom dozrijevanja i starenja (Cheynier
i sur., 2006). Nadalje, na smanjenje koncentracije proantocijanidina, a time i trpkoce vina
takoder utje¢u i reakcije kondenzacije proantocijanidina i antocijana. Osim navedenog,
novonastali polimerni pigmenti takoder znacajno pridonose stabilizaciji boje vina tijekom
starenja te uzrokuju promjenu boje od ljubicaste nijanse mladih crnih vina do tona ciglaste
nijanse starijih vina (Somers, 1971). Takoder, prilikom dozrijevanja i starenja vina, izlozenost
vina kisiku ima znacajan utjecaj na kemijske promjene u sastavu i proantocijanidina i
antocijana. Naime, u oksidativnim uvjetima tijekom dozrijevanja i starenja vina uslijed
oksidacije etanola dolazi do proizvodnje acetaldehida, odnosno formiranja etilno vezanih
polimera proantocijanidina, ali i obojenih polimernih pigmenta (Saucier, 2010). S druge strane,
reduktivni uvjeti favoriziraju formiranje direktnih adukata proantocijanidina i antocijana
(Cheynier i sur., 2006) .

lako su rezultati ovog istrazivanja komparabilni s onima dobivenih u studiji Cosme i
intenzivniji pad koncentracije. Razlog ovog odstupanja mogao bi se objasniti ¢injenicom
starenja vina u razli¢itim uvjetima. Naime, proantocijanidini kao fenolni spojevi posjeduju
svojstvo antioksidacijskog djelovanja. Tijekom starenja u bac¢vi vino je izloZeno kisiku pa se
koncentracija proantocijanidina brze smanjuje kako bi stabilizirala vino. Starenje u bocama,
suprotno od samog dozrijevanja u bacvama predstavlja manje oksidativne uvjete, gdje kontakt
vina 1 kisika u najve¢oj mjeri ovisi o koriStenom tipu ¢epa, odnosno njegovoj propusnosti za
kisik (Chira i sur, 2012). Nadalje, istrazivanje Recamales i sur., 2006 takoder je pokazalo

smanjenje koncentracije fenolnih spojeva tijekom 12 mjeseci starenja u boci, a takoder utvrdeno
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je kako izlozenost vina svjetlosti, temperatura kao i polozaj boce tijekom starenja imaju

znacajan utjecaj na intenzitet navedenih kemijskih promjena.
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4.2. STABILNOST FLAVAN-3-OLA VINA CABERNET SAUVIGNON TIJEKOM 12
MJESECI STARENJA U BOCI

4.2.1. Flavan-3-ol monomeri

(+)-Katehin i (-)-epikatehin su glavni predstavnici flavan-3-ol monomera grozda i vina
te se smatraju prekursorima u sintezi proantocijanidina (Terrier i sur., 2009). Navedeni flavan-

3-ol monomeri prvenstveno utjeu na okus gor¢ine (Lorrain i sur., 2011).

Promjene u koncentraciji flavan-3-ol monomera (+)-katehina i (-)-epikatehina vina
Cabernet Sauvignon tijekom 12 mjeseci starenja u bocama prikazane su na slikama 5 i 6, dok

je

87,00
& 85,00
-
g 83,00
c
= 81,00
QL
e+
X 79,00
+
77.00
75.00
0 3 6 9 12

Vrijeme starenja u boci (mjeseci)

Slika 5. Promjene u koncentraciji (+)-katehina (mg L) vina Cabernet Sauvignon tijekom 12

mjeseci starenja u boci

Tablica 4. Dinamika smanjenje koncentracije (+)-katehina (A mg L™ te A %) tijekom 12

mjeseci starenja u boci u odnosu na pocetne vrijednosti (pri 0 mjeseci)

(+)-Katehin

3 mjeseca 6 mjeseci 12 mjeseci
AmgL? -3,46 -3,98 -8,21
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Slika 6. Promjene u koncentraciji (-)-epikatehina (mg L™) vina Cabernet Sauvignon tijekom

12 mjeseci starenja u boci

Tablica 5. Dinamika smanjenja koncentracije (-)-epikatehina (A mg L te A %) tijekom 12

mjeseci starenja u boci u odnosu na pocetne vrijednosti (pri 0 mjeseci)

(-)-Epikatehin

3 mjeseca 6 mjeseci 12 mjeseci
AmgLt -341 -6,00 -24,03
A% -5,6 -9,9 -39,5

dinamika smanjenja koncentracije dvaju spojeva u A mg L te A % u odnosu na pocetne
vrijednosti (pri 0 mjeseci) prikazana u tablicama 4. i 5. U skladu s ranijim istrazivanjima, u
analiziranom vinu utvrdene su vecée koncentracije (+)-katehina nego (-)-epikatehina, a navedeni
trend izmedu dva flavan-3-ola zadrzan je i tijekom cijelog perioda starenja u bocama (Curko i
sur., 2014). Ipak, iako je (-)-epikatehin bio prisutan u nesto nizoj koncentraciji, vazno je
napomenuti kako navedeni spoj ima ve¢i maksimalni intenzitet i trajanje podrazaja gorcine i
trpkoce u odnosu na (+)-katehin, uslijed ¢ega jednako pridonosi senzorskim karakteristikama

vina (Vidal i sur., 2004).
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Znacajan pad koncentracije (+)-katehina i (-)-epikatehina (slika 5 i 6) utvrden tijekom
12 mjeseci starenja u boci u skladu je s ranijim istrazivanjem Pérez-Magarino i Gonzalez-San
José (2004), gdje je takoder potvrden identi¢an trend tijekom starenja posebice u vinu sorte
Cabernet Sauvignon. Naime, tijekom starenja se proantocijanidini polako povezuju s
monomernim flavan-3-olima stvaraju¢i polimere od 8 do 14 jedinica, a kao posljedica
navedenih kemijskih promjena dolazi do smanjivanja koncentracije monomera flavan-3-ola
(Teissedre i Jourdes, 2013).

Nadalje, istrazivanje Marquez i sur. (2014) pokazalo je kako se koncentracija flavan-3-
ola male molekulske mase tijekom starenja smanjuje uslijed efekta njihove konverzije u tanine
ve¢ih molekulskih masa, a takoder, monomeri flavan-3-ola sudjeluju i u reakcijama

kondenzacije s antocijaninima pri ¢emu dolazi do stabilizacije boje vina (Jackson, 2020).

lako je sastavu oba flavan-3-ola zamijec¢en pad koncentracije tijekom dozrijevanja,
usporedbom rezultata u tablici 4 i 5 uoCene su znacajne razlike u samoj dinamici pada
koncentracije, posebice s vremenom dozrijevanja. Primjerice, nakon 6, a posebice nakon 12
mjeseci starenja u sastavu (-)-epikatehina uoc¢en je znacajan pad koncentracije od ¢ak 39,5 %
od onog u sastavu (+)-katehina gdje je dobivena vrijednost iznosila svega 9,6 %. Dobiveni
rezultati upucuju na znacajno vecu stabilnost (+)-katehina tijekom navedenog perioda starenja
od one (-)-epikatehina. Takoder, iz prilozenog moze se zakljuciti kako je (-)-epikatehin tijekom
12 mjeseci starenja u bocama (posebice tijekom posljednjih 6 mjeseci) pokazao znacajno vecu

reaktivnost od (+)-katehina.

Nadalje, stabilnost ukupnih flavan-3-ol monomera vina Cabernet Sauvignon tijekom 12
mjeseci starenja u boci izrazenih kao suma (+)-katehina (-)-epikatehina prikazana je na slici 7.
Rezultati upucuju na pad koncentracije flavan-3-ola tijekom dozrijevanja, dok promjene u
sastavu (A) monomera izrazene koncentracijom (mg L) i postotcima (%) sugeriraju kako (-)-
epikatehin, iako prisutan u manjoj koncentraciji takoder znacajno pridonosi dobivenom trendu,
posebice nakon 6 i1 12 mjeseci istrazivanja obzirom da je utvrden pad koncentracije od 6,80 %
odnosno 22,00 %. Takoder, dobiveni rezultati u skladu su s istrazivanjem Dallas i sur. (1996a),
u kojem je takoder potvrdena visoka reaktivnost flavan-3-ol monomera, koji reagiraju brze od

flavan-3-ol dimera.
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Slika 7. Stabilnost ukupnih flavan-3-ol monomera vina Cabernet Sauvignon tijekom 12

mjeseci starenja u boci

4.2.2. Flavan-3-ol dimeri

U ovom radu ispitana je stabilnost flavan-3-ol dimera B1l, B2, B3 i B4 kao
najzastupljenijih dimera vinu koji su vazni za njegovu kvalitetu kao nositelji senzorskog
svojstva trpkoce te okusa gor¢ine. Navedene procijanidin dimere karakterizira C4-C8 veza, a
razlikuju se u rasporedu pocetne i krajnje podjedinice koja moze biti (+)-katehin ili (-)-
epikatehin (Jackson, 2020). Obzirom da dimere karakterizira i veci srednji stupanj
polimerizacije (mMDP) od monomera, ovi spojevi istodobno imaju i vecu trpkocu, ali istodobno
i nesto nizu gorcinu (Chira i sur., 2009). Promjene u koncentraciji pojedinac¢nih flavan-3-ol
dimera (B1, B2, B3 i B4) tijekom 12 mjeseci starenja u boci prikazani su na slikama 8-11, dok

je dinamika smanjenja njihove koncentracije u A mg L™ te A % odnosu na pocetnu vrijednost

prije postavljanja pokusa (0 mjeseci) prikazana u tablicama 6-9.

Medu analiziranim dimerima, procijanidin dimer B1 bio je najzastupljeniji procijanidin
u mladom vinu. Ranija istrazivanja takoder su pokazala kako je drugim sortama upravo dimer
B1 dominantan dimer (Katalini¢ i sur. 2010). Nadalje, koncentracije dimera B2 u mladom vinu
prije postavljanja pokusa starenja bile su neznatno nize od odnosu na B1, a slijedi ih dimer B4,

dok je najniza koncentracija utvrdena u sastavu procijanidin dimera B3. Ipak, nakon 12 mjeseci
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Slika 8. Promjene u koncentraciji procijanidina B1 (mg L) vina Cabernet Sauvignon tijekom

12 mjeseci starenja u boci

Tablica 6. Dinamika smanjenja koncentracije procijanidina B1 (A mg L™ te A %) tijekom 12

mjeseci starenja u boci u odnosu na pocetne vrijednosti ( pri 0 mjeseci)

Procijanidin B1

3 mjeseca 6 mjeseci 12 mjeseci
AmgL? -2,5 -6,06 -9,98
A% -4,5 -10,9 -17,9

starenja izmedu procijanidin dimera B1 1 B2 zamijecen je suprotan trend, obzirom da je
koncentracija dimera B2 bila nesto ve¢a od one dimera B1, §to bi se moglo objasniti ¢injenicom

da je procijanidin B1 bio znacajno reaktivniji.

Nadalje, usporedujuci slike 8-11 zamijecen je zajednicki trend smanjenja koncentracije
svih pojedina¢nih flavan-3-0l dimera tijekom 12 mjeseci starenja u boci. Dobiveni rezultati u
skladu su s ranijim istrazivanjima koja su takoder utvrdila smanjenje koncentracije flavan-3-ol

monomera i dimera tijekom perioda bilo dozrijevanja ili starenja vina (Chirai sur., 2012;
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Slika 9. Promjene u koncentraciji procijanidina B2 (mg L) vina Cabernet Sauvignon tijekom

12 mjeseci starenja u boci

Tablica 7. Dinamika smanjenja koncentracije procijanidina B2 (A mg L™ te A %) tijekom 12

mjeseci starenja u boci u odnosu na pocetne vrijednosti (pri 0 mjeseci)

Procijanidin B2

3 mjeseca 6 mjeseci 12 mjeseci
AmgL? -0,5 -2,04 -3,62
A% -1,1 -4,8 -7,2

Marquez i sur., 2014; Teissedre i Jourdes, 2013). Primjerice, istrazivanje provedeno na sortama
Merlot, Syrah i Tempranillo pokazalo je kako tijekom 12 mjeseci dozrijevanja dolazi do
znacajnog smanjenja koncentracije flavan-3-ola kao posljedice sudjelovanja ovih spojeva u
reakcijama polimerizacije i depolimerizacije flavanola te reakcijama kondenzacije s

antocijanima i formiranja polimernih pigmenata (Marquez i sur., 2014).

Nadalje, iako su dobiveni rezultati pokazali zajednicki trend smanjenja koncentracije
kod svih pojedina¢nih flavan-3-ol dimera tijekom starenja, znacajne razlike utvrdene su u Samoj
dinamici smanjenja koncentracije (tablice 6-9). Procijanidin dimer B1 pokazao je gotovo

linearan pad koncentracije tijekom analiziranog perioda dozrijevanja, impliciraju¢i visoku
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reaktivnost ovog spoja. Uistinu, usporedbom s ostalim flavan-3-ol dimerima, vidljivo je kako
je upravo kod ovog spoja utvrden najve¢i pad koncentracije U A % u svim pojedina¢nim

tockama analize, dakle nakon 3, 6 1 12 mjeseci starenja, s ukupnim smanjenjem koncentracije
od ¢ak 17,9 %.

Promjene u sastavu procijanidin dimera B2 (tablica 7), a posebice dimera B3 (tablica 8)

bile su znac¢ajno manje izrazene od onih kod dimera B1. Naime, upravo kad procijanidina B3
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Slika 10. Promjene u koncentraciji procijanidina B3 (mg L) vina Cabernet Sauvignon

tijekom 12 mjeseci starenja u boci

Tablica 8. Dinamika smanjenja koncentracije procijanidina B3 (A mg L™ te A % ) tijekom 12

mjeseci starenja u boci u odnosu na pocetne vrijednosti (pri 0 mjeseci)

Procijanidin B3

3 mjeseca 6 mjeseci 12 mjeseci
AmgLt  -0,03 -0,34 -0,87
A% -0,2 -2,7 -6,8
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Slika 11. Promjene u koncentraciji procijanidina B4 (mg L) vina Cabernet Sauvignon

tijekom 12 mjeseci starenja u boci

Tablica 9. Dinamika smanjenja koncentracije procijanidina B4 (A mg L™ te A %) tijekom 12

mjeseci starenja u boci u odnosu na pocetne vrijednosti (pri 0 mjeseci)

Procijanidin B4

3 mjeseca 6 mjeseci 12 mjeseci
AmgL?' -031 -2,25 -3,44
A% -1,4 -9,7 -14,9

utvrden je najmanji pad koncentracije u A % u svim pojedina¢nim tockama analize, dakle nakon

3, 6 1 12 mjeseci starenja, s ukupnim smanjenjem koncentracije od 6,8 %.

S druge strane, iako su koncentracije procijanidin dimera B4 tijekom starenja bile
zna¢ajno manje od dimera B1, trendovi uoceni u A % tijekom starenja (tablica 9) bili su
medusobno vrlo sli¢ni, posebice tijekom posljednjih 6 mjeseci kad je izmjeren znacajan pad
koncentracije ovog dimera s vrijedno$¢u od 14,9 % nakon 12 mjeseci starenja u bocama.
Dobiveni rezultati pokazuju kako je uz procijanidin dimer B1, dimer B4 takoder pokazo visoku

reaktivnost tijekom perioda starenja u bocama.
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Stabilnost ukupnih flavan-3-ol dimera vina Cabernet Sauvignon tijekom 12 mjeseci
starenja u boci izrazenih kako suma procijanidin dimera B1, B2, B3 i B4 prikazana je na slici
12. Dobiveni rezultati pokazuju pad koncentracije ukupnih flavan-3-ol dimera tijekom perioda
starenja u boci, kao i dinamiku navedenih promjena (A mg L, A %). Dobiveni rezultati upuéuju
na nesto slabiji intenzitet navedenih promjena tijekom prvih 3 mjeseca, kao 1 blago izrazeniji
intenzitet tijekom poslijednjih 6 mjeseci s ukupnim smanjenjem koncentracije od 12,6 % nakon
12 mjeseci starenja u boci.

Usporedbom rezultata ukupnih flavan-3-ol monomera i dimera (slika 7 i 12) utvrden je
znacajno vedi intenzitet promjena (A %) u sastavu monomera, posebice tijekom zadnjih 6
mjeseci dozrijevanja, impliciraju¢i vecu reaktivnost flavan-3-ol monomera od dimera u skladu
s ranije istaknutim literaturnim podacima (Dallas i sur. 1996a). Primjerice, u sastavu monomera
smanjenje koncentracije iznosilo je 22,0 %, a u sastavu dimera 12,6 %, $to ¢ini razliku od skoro
10 %. Takoder, promjene u sastavu ukupnih proantocijanidina s vrijedno$¢u od 24,5 % bile su

znacajno vece od onih u sastavu flavan-3-ol monomera i dimera,
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Slika 12. Stabilnost ukupnih flavan-3-ol dimera vina Cabernet Sauvignon tijekom 12 mjeseci

starenja u boci

Smanjenje koncentracija proantocijanidina odnosno monomera i dimera flavan-3-ola

uslijed reakcija polimerizacije i reakcija s kondenzacije s antocijaninima vina Cabernet
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Sauvignon tijekom starenja 12 mjeseci u boci klju¢no je za njegovu stabilnost 1 kvalitetu.
Promjene koje dovode do smanjenja koncentracije poticu u crnom vinu vazne senzorske
promjene, posebno utje¢uci na intenzitet trpkoce (Jordao i Ricardo-da-Silva, 2019). Trpkoca i
grofina se smanjuju, boja vina se stabilizira, a vino postaje zaokruzeno i mekse (Pérez-

Magarino i1 Gonzalez-San Jos¢, 2004; Chira 1 sur., 2011).
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju dobivenih rezultata o stabilnosti proantocijanidina vina Cabernet Sauvignon

tijekom 12 mjeseci starenja u boci mozemo zakljuciti slijedece:

1. Tijekom 12 mjeseci starenja u boci utvrdeno je smanjenje koncentracije ukupnih
proantocijanidina te pojedinac¢nih flavan-3-ol monomera [(+)-katehin, (-)-epikatehin] i
dimera (B1, B2, B3 i B4).

2. Najmanji intenzitet kemijskih promjena zabiljezen je tijekom prva tri mjeseca starenja, dok
su najintenzivnije promjene u sastavu proantocijanidina i pojedinacnih flavanola

zamijecene nakon 12 mjeseci.

3. Utvrdene su znacajne razlike u stabilnosti izmedu ukupnih proantocijanidina, pojedinacnih
flavan-3-ol monomera te dimera, odnosno U intenzitetu smanjenja koncentracije izmedu

navedenih spojeva.

4. Medu analiziranim flavan-3-ol monomerima, (+)-katehin je pokazao znadajno vecu

stabilnost i manju reaktivnost od (-)-epikatehina.

5. Medu analiziranim flavan-3-ol dimerima, najznacajnije smanjenje koncentracije tijekom
starenja utvrdeno je u sastavu procijanidin dimera B1, zatim procijanidina B4 i B2, a

najmanje smanjenje utvrdeno u sastavu procijanidin dimera B3.

6. Flavan-3-ol dimeri pokazali su vecu stabilnost na kemijske promjene tijekom 12 mjeseci
starenja u boci od flavan-3-ol monomera kod kojih je tijekom zadnjih 6 mjeseci uocen

znacajan pad koncentracije.
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