Analiza arome bijelog vina proizvedenog primjenom
razlicitih tehnologija

Joukhadar, Lejla

Undergraduate thesis / Zavrsni rad
2016

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Food Technology and Biotechnology / SveuciliSte u Zagrebu,
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urm:nbn:hr:159:591715

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-20

prehrambeno Repository / Repozitorij:

biotehnologki

Repository of the Faculty of Food Technology and
w fakultet

Biotechnology

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:159:591715
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pbf:136
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pbf:136
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pbf:136

SveuciliSte u Zagrebu
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet

Preddiplomski studij Prehrambena tehnologija

Lejla Joukhadar
6287/PT

Analiza arome bijelog vina proizvedenog
primjenom razli¢itih tehnologija
ZAVRSNI RAD

Modul: Kemija i tehnologija vina

Mentor: Prof.dr. sc. Karin Kovacevi¢ Ganié

Zagreb, 2016.



DOKUMENTACIJSKA KARTICA
Zavrsni rad
Sveuciliste u Zagrebu
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet
Preddiplomski studij Prehrambena tehnologija
Zavod za prehrambeno- tehnolo$ko inZenjerstvo

Laboratorij za tehnologiju i analitiku vina

ANALIZA AROME BIJELOG VINA PROIZVEDENOG PRIMJENOM RAZLICITIH
TEHNOLOGIJA

Lejla Joukhadar, 6287/PT

Sazetak: Aroma vina rezultat je kombinacije brojnih hlapivih spojeva koji potjecu iz grozda ili nastaju
tijekom fermentacije i dozrijevanja vina pri ¢emu se kvantitativno najznacajniji spojevi sintetiziraju
tijekom alkoholne fermentacije djelovanjem metabolizma kvasaca. Cilj ovog rada bio je utvrditi
utjecaj alkoholne te jabucno-mlijecne fermentacije i dodatka hrastovog ,,cipsa“ tijekom odlezavanja
na aromu vina Muskat. ldentifikacija i kvantifikacija spojeva arome provedena je pomocu plinske
kromatografije s masenom detekcijom uz mikroekstrakciju na cvrstoj fazi (SPME-GC/MS). Rezultati
su pokazali da vino proizvedeno jabuc¢no-mlijecnom fermentacijom i uz dodatak hrastovog ,,cipsa*“

karakteriziraju veée koncentracije linalola i a-terpineola, f-damaskenona, i-butanola, 2,3-butandiola,

dietil sukcinata, i-amil acetata te furfurala koji se ekstrahirao iz dodanog Arastovog ,, cipsa “.

Kljuéne rijeci: aroma, alkoholna fermentacija, jabucno-mlijecna fermentacija, hrastov ,,¢ips “

Rad sadrzi: 34 stranice, 4 slike, 3 tablice, 51 literaturni navod

Jezik izvornika: hrvatski

Rad je u tiskanom i elektronickom (pdf format) obliku pohranjen u: Knjiznica Prehrambeno-
biotehnoloskog fakulteta, Kacic¢eva 23, Zagreb.

Mentor: Prof. dr. sc. Karin Kovacevi¢ Ganié¢

Pomoc¢ pri izradi: Dr. sc. Natka Curko, visi asistent, Marina Tomasevic, mag. ing., asistent

Rad predan: lipanj 2016.



BASIC DOCUMENTATION CRAD
Final work
University of Zagreb
Faculty of Food Technology and Biotechnology
Undergraduate studies Food Technology
Department of Food Engineering
Laboratory for Technology and Analysis of Wine

AROMA ANALYSIS OF WHITE WINE PRODUCED USING DIFFERENT
TECHNOLOGYS

Lejla Joukhadar, 6287/PT

Abstract: The aroma of wine is a result of the combination of numerous volatile compounds derived
from grapes or formed during fermentation and maturation of wine. Quantitatively the most important
aroma compounds are formed during alcohol fermentation through yeasts metabolism. The aim of this
study was to determine the influence of alcoholic and malolactic fermentation and the influence of oak
,,chips*“ addition during wine aging on aroma of Muscat wine. Identification and quantification of
compounds was carried out by gas chromatography- mass spectrometry with solid-phase
microextraction (SPME-GC/MS). The results showed that wine produced with malolactic fermentation
and added oak ,,chips“ is characterized with higher concentrations of linalool, o-terpineol, f-
damascenone, i-butanol, 2,3-butanediol, diethyl succinate, i-amyl acetate and furfural which was

extracted from added oak ,,chips“.

Key words: aroma, alcohol fermentation, malolactic fermentation, oak ,, chips “

Thesis contains: 34 pages, 4 figures, 3 tables, 51 references

Original in: Croatian

Final work in printed and electronic (pdf format) version is deposited in: Library of the Faculty of
Food Technology and Biotechnology, Kaci¢eva 23, Zagreb.

Mentor: PhD Karin Kovacevié Ganié, Full professor

Technical support and assistance: PhD Natka Curko, Senior assistant, Marina Tomasevié, mag.

ing., assistant

Thesis delivered: June 2016



Sadrzaj

L UVOD ettt r s 1
2. TEORIISKI DIO ...ttt bbb bbb bt s bbbt e bbbt s b e e bt nb et ebeen e et e e 2
2.1 AROIMA VINA Lttt bbb bbbtk b et b bbbt bt bbbttt e b b e st 2
2.2. PODJELA TVARI AROME PREMA PODRIJETLU .....ciiiiiiiiieneese e 2
2.2.1. PrIMArnNa QrOMA VINA........cccueuiuiiiiririnieie ettt 2
2.2.2. Sekundarna aroma VINA ..........ccccieiiiiiii e e 4
B A AN (0] 0T B =T 01T )= 1o SOOI 4
2.2.3.1. Alkoholna fermentacija i Njen ULJECA] NA ArOMU.........ccveeeeierieeseeseeieeeesreestee e e seeseeseesreesreenas 4

2.2.3.2. Jabuéno-mlijecna fermentacija i njen utjecaj Na ArOMU ........ccereeeeereerrerieseseseeeereesre e seeneas 7

2.2.4. ATOIMA STAIEINJA ...eviveteittitei ettt b et b bbbt b bbb e e b e bt e e bbb bbb bbb bbb st b 7
2.2.4.1. HIAStOVE DACVE .....eivieiiesiieie sttt ettt ettt ettt et s bt e s bt e bt e an e e ee e e been b e e e beenbeesnesnneaneenneenas 8

2.2.4.2. JHIASTOV CIPS  uriitiiitieitieieeiesteestee st e ste ettt et esbe e beesbe e s e e seesbeesbeeebeebeembeaseeebeeebeenbeebeeseeaneesneenaeeneas 9

2.3 MUSKAT ZUTT oottt 9

3. EKSPERIMENTALNI DIO ...ttt sn e nn et 11
Bl IMATERIJAL ..ottt ekt E bRt R bRt 11
3.1.1. Proizvodnja DIJEIOQG VINA........coviiiiiieiieiei bbbttt 11
TN 10011 L =SOSR PSPRPRR 14
3.1.3. Aparatura i POMOCHI PIIDOT .....eeuviiiiiiiieiiie ittt ettt ettt e e st e e bt e bt esneebbesbe e b e e nbeenbeenneas 14
TN O o Y o= - (1 VTSP PSS PPR PP PRPRPI 14
3.1.3.2. POMOCIE PIIDOT . .etiiiiiiciiet ittt et b bbb ne e nn et nrenr e 15

B2 IMIETODE......o ettt bbb h bR h e bR R R Rt R bR e 15
3.2.1. Odredivanje topljive suhe tvari aerometrom (MOSTOMJEIOM) .......vvvvvirierrerreerreereereerenreenree e e 15
3.2.2. Odredivanje ukupnog i slobodnog sumporovog dioksida (SOp) ......ccvvvvreriririiiiiniiee e, 17
3.2.3. Odredivanje ukupne KiSelosti MOStA 1 VINA ........civviiiiiiiiiiiiie it 17
3.2.4. Pracenje jabu¢no-mlijecne fermentacije tankoslojnom kromatografijom ...........ccccevveciiniiiniinnnne. 18

3.2.5. Odredivanje fermentacijske arome vina Muskat zuti plinskom kromatografijom s masenom

spektrometrijom uz mikroekstrakciju na ¢vrstoj fazi (SPME-GC/MS).......cccovviiiiiiniiiieneisenese e, 19
3.2.5.1. Priprema uzorka, mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi (SPME) .......ccccccoeviniiiiiii, 19
3.2.5.2. Kvantifikacija Primarne GrOME ..........couooeieriieniaieie ettt be bt see bt e b ens 20

A REZULTATI oo e bbb bbb 21



4.1. ALKOHOLNA FERMENTACIJA ..ot 21

4.2. JABUCNO-MLIJECNA FERMENTACIJA .....cooovviiiiieiieiissiesisses s 22
4.3. ANALIZA FIZIKALNO-KEMIJSKIH KARAKTERISTIKA VINA.......coomireiereeiiereeiesieesee e 22
4.4. ANALIZA AROMATSKIH SPOJEVA .....oooveriereeiieieeiesseeses st sssas s 23
5. RASPRAVA ..ottt 24
5.1. ALKOHOLNA FERMENTACIA .....oooiteieeieteeeeteeees e 24
5.2. JABUCNO-MLIJECNA FERMENTACITA .......oooiiiiiiiieeieeeee et 24
5.3. ANALIZA FIZIKALNO-KEMIJSKIH KARAKTERISTIKA VINA........coosiiiririeiisresiisseses s 25
5.4. ANALIZA AROMATSKIH SPOJEVA ..ottt 25
6. ZAKLIUCCT ..ot 29

T LITERATURA e bbb bbb e b e e e e bbb 30



1. UvVOD



Vino je karakteristicno po svojim senzorskim svojstvima kao §to su boja, miris
(aroma) i okus. Kemijske komponente vina, bilo da su prisutne ve¢ u grozdu ili se
sintetiziraju tijekom prerade, alkoholne i jabu¢no-mlije¢ne fermentacije te starenja,

odgovorne su za aromu vina.

Na sastav spojeva arome ovise brojni faktori, kao Sto su sorta i zrelost grozda,

vinogradarska praksa, primijenjeni enoloski postupci, uvjeti odlezavanja i starenja itd.

U posljednje vrijeme sve vise se istrazuju ¢imbenici koji utjeCu na formiranje arome
vina. Razvoj modernih analitickih metoda omogucio je iscrpnu analizu pojedinacnih spojeva
arome. Utvrdeno je da aromu vina ¢ini veliki broj spojeva razli¢itih kemijskih struktura kao
§to su terpeni, norizoprenoidi, vis$i alkoholi, aldehidi, ketoni, esteri, hlapive kiseline, pri

¢emu kvantitativno prevladavaju visi alkoholi, kiseline i esteri.

U zadnjih nekoliko godina postignut je znacajan napredak u tehnoloSkom ali i
znanstvenom razvoju u podrucju proizvodnje vina. Doslo je do niza novih saznanja i otkrica
o pojedinim procesima koji se zbivaju tijekom prerade grozda i proizvodnje vina te su na
osnovu toga uvedene nove metode u tehnoloskim procesima u svrhu poboljSanja

organoleptickih svojstava i same kvalitete vina.

Cilj ovog rada bit ¢e proizvodnja vina MuSkat zuti primjenom razli¢itih enoloSkih
postupaka te utvrdivanje njihovog utjecaja na aromu proizvedenog vina. Ispitat ¢e Se utjecaj
alkoholne i jabu¢no-mlije¢ne fermentacije te dodatka hrastovog ,,¢ipsa‘ tijekom odleZavanja
vina. Spojevi arome identificirat i kvantificirat ¢e se primjenom plinske kromatografije uz

masenu detekciju uz prethodnu mikroekstrakciju na ¢évrstoj fazi (SPME-GC/MS).



2. TEORIJSKI DIO



2.1. AROMA VINA

Aromu u Sirem smislu mozemo definirati kao sveukupni senzorski dozivljaj mirisnih i
okusnih svojstava vina, a rezultat je kvalitete grozda i na¢ina proizvodnje vina (Lambrechts i
Pretorius, 2000).

Na aromu vina utjeCe mnogo faktora, njen sastav i sloZzenost ovise o sorti i zrelosti
grozda, aktivnosti kvasca, postupcima prije i tijekom fermentacije te o uvjetima dozrijevanja
vina (Wilson, 1998).

O nacinu provodenja fermentacije ovisi i sadrzaj hlapivih komponenata nastalih
tijekom alkoholne fermentacije, a sastav arome takoder ovisi 0 tome da li se starenje odvija
u boci ili u bacvi pri ¢emu dolazi do formiranja odredenih spojeva i ekstrakcije spojeva iz

drva ba¢ve (Pifieiro i sur., 2006).

2.2. PODJELA TVARI AROME PREMA PODRIJETLU

Obzirom na vrijeme formiranja, tvari arome mogu se podijeliti u odredene skupine, a

to su primarna, sekundarna aroma, aroma fermentacije te aroma starenja (Rapp, 1990).

2.2.1. Primarna aroma vina

Formiranje primarne arome vina pocinje u vinogradu pod utjecajem tla, klime, nacina
uzgoja i gnojenja, a na nju najvise utjeCe sorta grozda. Karakteristi¢cne komponente za
primarnu aromu su aldehidi, terpenski spojevi, C6 spojevi, norizoprenoidi i metoksipirazini.

Najvaznija grupa spojeva primarne arome grozda su terpeni (Jackson, 1994).

Terpeni

Terpeni su nadeni u svim sortama grozda dok je najveci udjel ovih spojeva pronaden u
sortama kao §to su Gerwiirztraminer, Muskat te Rizling. Vina ovih sorata obi¢no su
percipirana kao vina sa izrazenim cvjetnim atributima. U biljkama je identificirano vise od
400 terpenskih spojeva, medutim u grozdu i vinu ih je pronadeno oko 40 i tek nekoliko njih

predstavljaju vazne komponente za aromu vina (Esti i Tamborra, 2006).

Najjednostavniji terpeni su monoterpeni sa 10 ugljikovih atoma (dvije izoprenske
jedinice) (Pine, 1994). U bobici grozda nalaze se u pokozici i mesu, te postoje u dva oblika,

slobodnom i glikozidno vezanom. Slobodni oblici koji imaju utjecaj na aromu su: geraniol,
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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).

Monoterpeni se inace koriste za sortnu karakterizaciju vina upravo zbog toga §to se ne
mijenjaju tijekom alkoholne fermentacije jer ne ulaze u metabolizam kvasaca. Cimbenici
koji utjeCu na vrstu i koncentraciju ovih spojeva u grozdu ili vinu su: zrelost i sorta grozda,
izlozenost bobica sun¢evom svjetlu, upotreba glikozidaza, preSanje i starenje vina (Webster i

sur., 1993).

Mnoga vina sadrze ove spojeve u koncentracijama iznad senzorskog praga
osjetljivosti, te zbog toga oni aktivno sudjeluju u formiranju arome (Pifeiro i sur., 2006).
Upravo su monoterpeni karakteristi¢ni za sortu Muskat te su zastupljeni u gotovo deset puta

vec¢im koncentracijama u odnosu na druge sorte grozda (Sanchez-Palomo i sur., 2007).

Norizoprenoidi

Norizoprenoidi su aromati¢ni spojevi nastali hidrolizom meduprodukata oslobodenih
tijekom razgradnje karotenoida (Winterhalter i Schreier, 1994). Formiraju se iz karotenoida
utjecajem svjetla, temperature i kisika. Oksidativnom degradacijom karotenoida (terpena s
40 C atoma) nastaju derivati s 9, 10, 11 ili 13 C atoma. Medu njima, norizoprenoidni
derivati s 13 C atoma imaju najznacajnija aromati¢na svojstva (Ribéreau-Gayon i sur.,
2006).

S obzirom na kemijsku strukturu Cisz-norizoprenoidni derivati se dijele na dvije
skupine: megastigmani i ne-megastigmani. Megastigmani su oksidirani Cy3-norizoprenoidi,
a dijele se na damaskenonsku (oksidirani na C7) i iononsku (oksidirani na C9) grupu
(Ribéreau-Gayon i sur., 2006).

S-damaskenon, koji spada u damaskenonsku grupu, s kompleksnom aromom na
cvijece, tropsko voce i kuhanu jabuku ima znacajan utjecaj na aromu vina (Ribéreau-Gayon

i sur., 2006), te se smatra se da je prisutan u svim sortama grozda (Ferreira i sur., 2000).

Ako vino dozrijeva u barik ba¢vama, ili se u vino stavi hrastov ,,Cips“ dolazi do
oslobadanja norizoprenoida uslijed hidrolize glikozidnih oblika $to pozitivno utjeCe na
aromu vina (Grba, 2010).
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2.2.2. Sekundarna aroma vina

Sekundarna aroma vina nastaje prilikom prerade grozda, dakle, tijekom muljanja,
ruljanja i presanja te daljnjim kemijskim 1 enzimatskim reakcijama u mostu. Svi tehnoloski
procesi kroz koje grozde prolazi prije alkoholne fermentacije utjeGu na koncentraciju i

intenzitet spojeva arome, ali i na nastajanje novih spojeva.

2.2.3. Aroma fermentacije

Formiranje arome fermentacije odvija se za vrijeme alkoholne i jabu¢no-mlije¢ne
fermentacije, a spojevi odgovorni za ovu aromu nastaju kao produkt metabolizma kvasaca i
bakterija (Guth i Sies, 2002).

2.2.3.1. Alkoholna fermentacija i njen utjecaj na aromu

Alkoholna fermentacija je vrlo snazan biokemijski proces, koji obuhvaca

medudjelovanje kvasaca, bakterija i ostalih mikroorganizama (Fugelsang i Edwards, 2004).

Najvazniji dio arome vina nastaje tijekom alkoholne fermentacije. Kvasci ne samo da
pretvaraju Secer u etanol i1 ugljikov dioksid; oni takoder proizvode niz osjetilno vaznih
hlapivih spojeva (Lambrechts i Pretorius, 2000). Takoder, tijekom alkoholne fermentacije
povecava se kemijska slozenost i kompleksnost okusa 1 mirisa, olakSava se ekstrakcija
spojeva iz ¢vrste faze prisutne u mostu te se modificiraju neki spojevi porijeklom iz grozda

(Pretorius, 2000).

Vrlo je vazno kontrolirati uvjete u kojima se odvija proizvodnja vina (pH, temperatura,
sastav medija, aerobnost procesa, soj kvasaca itd.) jer u sluc¢aju nepovoljnih uvjeta (visoka
temperatura i oksidiranost) nastaje manje hlapivih spojeva te se povecava koncentracija

nepozeljnih spojeva (Pifieiro i sur., 2006).

Kvasac koji se najcesce koristi za proizvodnju vina je Saccharomyces cerevisiae, a
karakterizira ga sposobnost rasta u medijima sa visokom koncentracijom Secera (od 220 do
250 g/L) i pri niskom pH (od 3 do 4). Takoder, dobro podnosi visoke koncentracije etanola
(Moreira i sur., 2001).

Osnovne kemijske skupine koje nastaju tijekom alkoholne fermentacije su: visi
alkoholi, esteri, masne kiseline, karbonilni spojevi, spojevi sa sumporom i hlapivi fenoli
(Fleet, 1993).
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Visi alkoholi

Visim alkoholima se nazivaju alkoholi koji imaju vise od dva ugljikova atoma, vecu
molekulsku masu i vreliste od etanola. Pripadaju skupini spojeva koji zna¢ajno pridonose

aromi vina, a imaju karakteristi¢an snazan i oStar miris (Nykanen, 1986).

Sinteza visih alkohola odvija se istodobno sa stvaranjem etanola (Rapp i Versini,
1991). To su sekundarni metaboliti kvasca, a na njihovo nastajanje utjeCe koncentracija
aminokiselina koje su prekursori za sintezu visih alkohola (Swiegers i Pretorius, 2005).
Nastaju deaminacijom i dekarboksilacijom odgovaraju¢ih aminokiselina (treonin, valin,

leucin, izoleucin) ili sintezom iz Se¢era (Mauricio i sur., 1997).

Ukupni udio visih alkohola u vinu u rasponu je od 100-500 mg/L (Dubourdieu i sur.,
2006). Njihova koncentracija ovisi o sorti, uvjetima fermentacije (koncentracija Secera, pH,
temperatura fermentacije i aeracija), mutno¢i mosta i soju kvasca koji provodi fermentaciju

(Sweigers i sur., 2005).

Koncentracije viSih alkohola iznad 400 mg/L, koje uglavhom nastaju uslijed
mikrobioloSkog kvarenja rezultiraju jakim 1 oStrim mirisima, dok u optimalnim
koncentracijama, ispod 300 mg/L imaju voéne karakteristike i pozitivno doprinose aromi

vina (Swiegers i Pretorius. 2005).

Najznacajniji predstavnici ove skupine spojeva su 1-propanol, 1-butanol, i-amil

alkohol i 2-fenil etanol (Sweigers i sur., 2005).

Takoder, visi alkoholi su vazni prekursori nastajanja estera koji su povezani sa

ugodnim i pozeljnim aromama vina (Dubourdieu i sur., 2006).

Esteri

Esteri predstavljaju jedne od najvaznijih spojeva koji ¢ine aromu vina. Sorta i zrelost
grozda, ekoloSki uvjeti, uvjeti prerade grozda te uvjeti provedbe fermentacije i dozrijevanje
vina, su faktora koji utjeCu na sastav i koncentraciju estera u vinu (Lambrechts i Pretorius,
2000).

Dvije glavne skupine estera nastaju tijekom fermentacije, etil esteri ravnolancanih
masnih kiselina i acetatni esteri visih alkohola. Etilni esteri poznati su kao voc¢ni esteri, a u

vinima su prisutni: etil propionat, etil butanoat, etil heksanoat, etil oktanoat i etil dekanoat



(Lambrechts i Pretorius, 2000), dok su najznacajniji acetatni esteri prisutni u vinu: etil acetat

i i-amil acetat (Wang i sur., 2002).

Kiseline

Grozde je bogato organskim kiselinama koje preko mosta prelaze u vino, a dijele se na
hlapive i nehlapive. Kiseline mogu imati pozitivan i negativan utjecaj na aromu vina, ovisno

0 koncentraciji u kojoj se nalaze, te tipu i stilu vina.

Hlapive organske kiseline u vinu nastaju, uglavnom, kao sekundarni produkt
alkoholne fermentacije, a mogu nastati tijekom procesa dozrijevanja, ali i usred kvarenja
vina (Jackson, 1994).

Srednjelancane masne kiseline: heksanska, oktanska 1 dekanska nastaju metabolizmom
kvasca kao intermedijeri u biosintezi dugolan¢anih masnih kiselina (Lambrechts i Pretorius,
2000), dok kratkolan¢ane masne kiseline: propionska, mlije¢na i maslacna su sekundarni
produkti fermentacije, iako se propionska i masla¢na kiselina mogu povezati i s djelovanjem

bakterija (Sweigers i sur., 2005).

Tijekom alkoholne fermentacije dolazi do povecanja udjela kratkolancanih kiselina,

dok se udio srednjelanc¢anih masnih kiselina smanjuje (Fleet, 1993).

Karbonilni spojevi

Kao najvaznije spojeve koji utjeCu na miris vina, u ovoj skupini spojeva bitno je

istaknuti acetaldehid i diacetil

Glavni aldehid pronaden u vinu je etanal ili acetaldehid. Jedan je od najvaZnijih
karbonilnih spojeva u vinu i1 nalazi se u koli¢ini od 90% od ukupne koli¢ine svih aldehida u
vinu. Sintetizira se tijekom rasta kvascevih stanica nakon §to se potrosi 25% Secera (Liu i
Pilone, 2000). Takoder, zadnji je prekursor prije formiranja etanola jer piruvat, posljednji
produkt glikolize, prelazi u acetaldehid uz piruvat dekarboksilazu koji potom uz alkohol
dehidrogenazu prelazi u etanol (Delfini i Costa, 1993).

Od ketona vazan sastojak arome vina je diacetil ili 2,3-butandiol. Nastaje kao
sekundarni metabolit alkoholne i1 jabu¢no-mlijecne fermentacije (Bratowsky i1 Henschke,
2004) te ga karakterizira masla¢na aroma. Sinteza diacetila je proporcionalna dostupnosti

aminokiselina, osobito valina i treonina. Diacetil nije stabilan produkt i lako se reducira u



2,3-butandiol uz pomo¢ kvasaca preko acetona koji potice tu oksido-redukcijsku reakciju.
(Fleet, 1993).

2.2.3.2. Jabucno-mlijecna fermentacija i njen utjecaj na aromu

Jabu¢no-mlijecna fermentacija obi¢no se provodi nakon alkoholne fermentacije
djelovanjem bakterija mlije¢ne kiseline. Tijekom jabuéno-mlije¢ne fermentacije jabu¢na
kiselina se dekarboksilira u mlije¢nu uz nastajanje CO,. Provodi se u slu¢aju povecane
kiselosti vinu te utjeGe na aromatski profil vina, odnosno poboljSava njegove aromatske

karakteristike (Lambrechts i Pretorius, 2000).

Najcesc¢e koriStene bakterije u proizvodnji vina su bakterije roda Oenococcus oeni.
Vino je kemijski nepovoljno okruzenje za bakterije, a bakterije roda Oenococcus oeni su
najviSe prilagodljive te se koriste gotovo isklju¢ivo za poticanje jabucno-mlijecne
fermentacije u vinima (Henschke, 1993). Istrazivanje, koje su proveli Bratowsky i Henschke
(2004), pokazuje da ove bakterije mogu modificirati neke komponente i senzorska svojstva

vina stvarajuci nove arome i okuse vina.

Jedan od intermedijera metabolizma bakterija mlije¢ne kiseline je diacetil, koji se
smatra jednom od najvaznijih komponenti arome proizvedene tokom jabucno-mlije¢ne
fermentacije (Rankie i sur., 1969). Djelovanjem bakterija mlije¢ne kiseline nastaje najveci
udjel diacetila u vinu (od 1-4 mg/L). Zbog toga je proizvodnja diacetila djelovanjem
bakterija puno vaznija od malih koli¢ina koje nastaju djelovanjem kvasca tijekom alkoholne
fermentacije (Bratowsky i Henschke, 2004). Jabu¢no-mlije¢na fermentacija koja je
provedena pri nizim temperaturama, npr. 18 °C, je sporija, pri ¢emu se sintetizira veca

koncentracija diacetila (Hart, 1997).

Takoder, udjel etilnih estera povecava se nakon jabucno-mlije¢ne fermentacije

(Gambaro i sur., 2001).

2.2.4. Aroma starenja

Faza proizvodnje vina nakon zavrSene alkoholne i jabu¢no-mlije¢ne fermentacije zove
se stabilizacija tijekom koje vino odlezava kroz odredeni vremenski period pri ¢emu dolazi
do njegovog dozrijevanja, ali i starenja te razvoja tzv. arome starenja (,,bouquet starenja“).

Tako je npr. odleZzavanje 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., 2006).

Najznacajnije reakcije koje se odvijaju tijekom starenja vina su oksidacija postojecih
aromatskih spojeva te ekstrakcija sastojaka iz drveta bacve, ukoliko vino odlezava u
ba¢vama. Oksidacijom dolazi do povecanja koncentracije aldehidnih sastojaka (ukljucujuci
acetaldehid koji nastaje oksidacijom etilnog alkohola) koji doprinose mirisu na dunju,
jabuku i suho oraSasto voce. Takoder, smanjuje se koli¢ina voénih estera, i-amil acetata i 2-
fenil acetata, te povecava koli¢ina dietil sukcinata. Ekstrakcijom sastojaka podrijetlom iz
drvenih bac¢vi u vino dospijevaju razliiti aromatski spojevi kao §to su: aldehidi, ketoni,

laktoni i hlapivi fenoli (Moreno-Arribas i Polo, 2009.).

Koncentracija i sastav hlapivih spojeva koji potjecu iz drveta bacve ovise o njezinom
podrijetlu (vrsta drveta, geografska regija, starost drveta itd.) kao i o samom nacinu

proizvodnje (Moreno-Arribas i Polo, 2009).

Ovisno o periodu odlezavanja vina u bac¢vama razliit je njihov utjecaj na mirisna i
okusna svojstva. Tanini drveta su u vinu dobro topivi te mogu znacajno utjecati na okus,

boju i miris vina.

2.2.4.1. Hrastove bacve

Francis i sur. (1992) su pomocu senzorske deskriptivne analize opisali utjecaj
podrijetla hrasta, susenja i paljenja na aromu vina po drvu i pritom su utvrdili da jace
paljenje pojacavaju arome vanilije, karamela, oraha, maslaca i1 cedra, a gube se arome
grozda. Arome, koje se ekstrahiraju iz drveta, a ima ih preko 40, mogu se podijeliti u 4

grupe: furani, laktoni, fenolni aldehidi i fenoli.

Postoje dva tipa suSenja drva, a to su prirodno i umjetno susenje. Prirodno susenje
drveta traje nekoliko godina, ovisno o debljini duzica bacve, a odvija se na prozracnim,
prostranim mjestima. Prirodno suSenje drveta vodi povecanju koncentracije razli¢itih
aromatskih komponenti: eugenola i vanilin aldehida koji nastaju raspadom lignina. Umjetno
susenje drva se obavlja u ventiliranim suSarama na 40 - 60 °C u vremenskom trajanju od
otprilike jednog mjeseca. Umjetno suSeno drvo u odnosu na prirodno suseno sadrzi veéu
koncentraciju tanina i kumarina (ve¢a gorcina), te manju koncentraciju eugenola, vanilina 1

metil-oktalaktona (Ribéreau-Gayon i sur., 2006).



Takoder, kvaliteta baava ovisi o uspjesnosti paljenja, koje ima znacajan utjecaj na
fizikalno-kemijske i organolepti¢ne karakteristike vina tijekom starenja (odlezavanja) vina
(Francis i sur. 1992). Tri su razine paljenja: lagano (traje otprilike 5 min., visina temp. 120 —
180 °C), srednje (traje otprilike 10 min., temperatura 200 °C) i jako (traje viSe od 15 min.,
temperatura 230 °C). Kompleksnost arome drva povecava se od laganog prema jakom
paljenju. Ova aroma se uglavnom karakterizira nijansama vanilije i tostiranog, paljenog
(podrijetlom od furano- i fenol aldehida), kao i dimnim, zacinskim, te notama przenog
(podrijetlom od hlapivih fenola). Jakim paljenjem aroma samog drva se smanjuje, a isticu se

mirisi po dimljenom i paljenom (Ribéreau-Gayon i sur., 2006).

2.2.4.2. ,, Hrastov cips “

Odlezavanje vina u ba¢vama zahtjeva dugi vremenski period, a ujedno je i financijski
vrlo zahtjevno. Zbog toga se posljednjih nekoliko godina sve vise Koristi nova, jeftinija i
jednostavnija tehnologija koja ukljucuje stavljanje komada drveta (hrastov ,,¢ips®) u vino.
Uporabom hrastovog ,,ipsa“ mogu se posti¢i senzorska svojstva sli€na onima u vinima koja
su odlezavala u ba¢vama (Rodriguez-Bencomo i sur., 2008). Ovom tehnikom drvo se stavlja
u vino, a ne vino u drvo, cijela povrsina drveta je dostupna, a ne samo 40% (Stutz, Lin i

Herdman, 1999) kolika je kontaktna povrSina primjenom hrastovih bacava.

Hrastov ,,Cips* moZe biti koriSten na viSe nafina: moze se dodati u most, tijekom
presanja ili u tank s gotovim vinom. Takoder, dodatak hrastovog ,,Cipsa* vinima koja su

odlezala u ba¢vama moze dati novi karakter arome po drvu (Schahinger i Rankine, 1995).

U danasnje vrijeme dostupan je veliki broj takvih proizvoda na trzistu. Karakteristike
vina proizvedenog dodatkom ,Cipsa“ ovisit ¢e o veli¢ini komadi¢a samog ,.Cipsa®,
geografskom podrijetlu drveta, stupnju paljenja, duzini kontakta sa vinom, trenutku primjene

te tipu drveta (Rodriguez-Bencomo i sur., 2008).

2.3. MUSKAT ZUTI

Vinova loza (lat. Vitis vinifera) jedna je od najstarijih kultura rasprostranjenih po
¢itavome svijetu (Olmo, 2000) koja svojom ukupnom proizvodnjom nadmasuje sve ostale

vocéne vrste (Maleti¢ 1 sur., 2008).



Muskat Zuti pripada skupini muSkatnih kultivara ¢ije je podrijetlo podrucje Bliskog
istoka. Najvise se uzgaja u Italiji i na Siciliji (MiroSevi¢ i Turkovi¢ 2003), a u Hrvatskoj je
zastupljen u podregijama Istra i Zagorje - Medimurje (HCPHS, 2008).

Ova sorta naziva se joS i Nebbiolo B, Muskat rumeni, Muscat lunei, Moscato siro,

Moscato Giallo B, Moscato cipro, Moscatel te Moscat (O1V, 2013).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO



3.1. MATERIJAL

3.1.1. Proizvodnja bijelog vina

Vina sorte Muskat zuti proizvedena su preradom grozda u fazi tehnoloSke zrelosti
(rujan 2015.) u laboratorijskim uvjetima prema shematskom prikazu na slici 1. Primijenjena

svu dva tehnoloska postupka, kojima su proizvedena dva vina (Vino 1 i Vino 2).

Koli¢ina bijelog grozda u iznosu od 5 kg izruljana je i izmuljana, a tako dobiveni
masulj je ispreSan, kako bi se teku¢i dio (most) odvojio od krutog dijela (pokozice i
sjemenke). Na osnovu dobivenog volumena mosta (2 L) izraCunata je koli¢ina sumporaste
kiseline (koncentracije 160 g/L) koju je potrebno dodati da bi se u mostu postigla
koncentracija od 60 mg/L ukupnog sumporovog dioksida. Dio sumporaste kiseline dodan je
u most tijekom samog procesa presanja i to na nacin da je sumporasta kiselina dodana u
manji odvojeni dio mosta (cca 100 ml), koji je potom uz mijeSanje vracen u ukupni volumen
mosta. Nakon presanja u mostu je odreden ukupni sumporov dioksid Koji je iznosio 31 mg/L
te je potom korigiran na 60 mg/L, a dobiveni most je prebac¢en u staklenu posudu od 5 L na

talozenje kroz 24 sata na snizenoj temperaturi, dok je sama posuda zatvorena vrenjacom.

Sljedeceg dana bistri dio mosta odvojen je od taloga zatvorenim pretokom (pomocu
crijeva) u staklenu tikvicu s vrenjacom u kojoj je provedena alkoholna fermentacija. U
izbistrenom mostu odredena je ukupna kiselost koja je iznosila je 2,7 g/L te je potom
korigirana na 5 g/L uz dodatak vinske kiseline. Takoder, nakon talozenja i bistrenja odreden
je slobodni i ukupni sumporov dioksid koji su iznosili redom 21 mg/L te 49 mg/L. Nadalje,
Klosterneubuerger mostomjerom po Babo-uU izmjerena je koncentracija Secera koja je
iznosila 20 °K1 uz temperaturu mosta od 19°C. Upotrebom Salleronovih tablica izmjerena

vrijednost °K1 preracunata je u °Bx te g/L, a izraCunat je i ukupni teorijski udio alkohola.

Alkoholna fermentacija provedena je inokulacijom selekcioniranog kvasca
Saccharomyces cerevisiae (Actiflore, Laffort, Bordeaux, Francuska) u dozi od 20 g/hL
drugog dana prerade. Kvasci su rehidratirani uz dodatak destilirane vode i 30 g/hL sredstva
za rehidrataciju (Dynastart Superstart, Laffort, Bordeaux, Francuska) pri temperaturi od 38
°C tijekom 20 minuta, a potom su dodani u staklenu tikvicu za fermentaciju s vrenja¢om.
Alkoholna fermentacija mosta trajala je 6 dana. Tijekom svih 6 dana mjeren je pad
koncentracija SecCera (Klosterneubuerger mosStomjerom te enzimski ispod 4 °Kl) kao i

temperatura fermentacije. Primjenom Salleronovih tablica koncentracija Secera preracunata
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jeu°Bx i g/L, a izraCunat je teorijski porast udjela alkohola tijekom fermentacije. Temeljem

navedenih parametara dobiven je uvid o dinamici alkoholne fermentacije.

Nakon zavrSetka alkoholne fermentacije vino je zatvorenim pretokom pretoceno U
dvije manje staklene tikvice te su dalje primijenjena dva razli¢ita tehnoloska postupka. Prvi
tehnoloSki postupak proizvodnje nije ukljuc¢io provedbu jabucno-mlijecne fermentacije
(JMF), zbog cega je odmah po zavrSetku alkoholne fermentacije vino sumporeno do 60
mg/L ukupnog sumporovog dioksida (kako bi se sprije€ila spontana provedba JMF). Ovim
postupkom proizvedeno je Vino 1. Drugi tehnoloski postupak proizvodnje ukljucio je
provedbu JMF inokulacijom bakterije roda Oenococus oeni (SB3 Instant, Laffort,
Francuska) u dozi od 1 g/hL. Neposredno prije dodatka u vino bakterije su rehidratirane u 20
puta ve¢em volumenu vode pri temperaturi od 20°C tijekom 15 minuta. Kontrola jabu¢no-
mlije¢ne fermentacije provedena je tankoslojnom kromatografijom u oba vina. Nakon
provedbe JMF vino je sumporeno do 40 mg/L ukupnog sumporovog dioksida te je dodano 3
g/L ,Cipsa“ (Dominoes French Oak Add InsTM, Nadalie, Francuska), tijekom mjesec dana.

Ovim postupkom proizvedeno je Vino 2.

Stabilizacija oba vina ukljucila je bistrenje bentonitom (Microcol Alpha, Laffort,
Bordeaux, Francuska). Prethodno provedenim testom termostabilnosti utvrdena je doza od
50 g/hL bentonita. Bentonit je prije dodatka u vino prvo rehidratiran u 10 puta veéem
volumenu vode uz neprekidno mijesanje tijekom 2 sata, a nakon 24 sata dodan je u vina.
Nakon tjedan dana proveden je pretok vina, sumporenje vina do 60 mg/L ukupnog
sumporovog dioksida, analiza fizikalno-kemijskih parametara (FTIR metodom) te punjenje
u boce.
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Slika 1. Shematski prikaz proizvodnje bijelih vina

13



3.1.2. Kemikalije

Jod, Kefo d.o.0., Ljubljana, Slovenija

Skrob, Kemika, Zagreb, Hrvatska

Natrijev klorid, ¢isto¢e > 99,5% ,,,Carlo Erba*“, Vale de Reuil, Francuska
Natrijev hidroksid (NaOH), Carlo Erba, Val de Revil, Francuska
Sumporna kiselina (H,SO,), Panreac, Barcelona, gpanjolska

Vinska kiselina (C4HsOg), Kemika, Zagreb, Hrvatska

Jabuéna kiselina (C4HgOs), Acros Organics, New Jersey, SAD

Mlije¢na kiselina (C3HgO3), T.T.T. d.0.0., Sveta Nedjelja, Hrvatska
n-amil- ,,Fluka®, &isto¢e > 99% (interni standard), Steinheim, Svicarska

Etanol- HPLC grade, J. T. Baker, Deventer, Nizozemska

3.1.3. Aparatura i pomo¢ni pribor

3.1.3.1. Aparatura

Analiticka vaga, Metler Toledo, Columbus, OH, SAD

Klosterneuburgova mostna vaga, TLOS labaratorijsko staklo d.o.0., Zagreb, Hrvatska
pH metar inoLab 7110, WTW, Weilheim, Njemacka

Mikropipeta, 10-100 uL, Eppendrof, Hauppauge, NY, SAD

Mikrolitarska igla volumena 10 pL,

Stakleni nosac¢ presvucen silikagelom: KIESELGEL 60 Fjs4 (dimenzija ploce 4x4 cm,
debljina sloja silikagela 0,5 mm)

Magnetska mijesalica RT 5 power IKAMAG, IKA, Staufen, Njemacka

Termoblok s magnetskom mijeSalicom, Pierce, Reacti-Therm, Heating/Stirring
module, No. 18971, Rockford, IL, SAD

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

Plinski kromatograf (GC), Agilent Technologies 6890 Network GC System, Santa
Clara, CA, SAD

Maseni spektrometar, Agilent Technologies 5973 Inert Mass Selective Detector, Santa
Clara, CA, SAD

14



3.1.3.2. Pomoc¢ni pribor

e Staklena Erlenmayerova tikvica, 100 mL, 250 mL, 500 mL, 1000 mL
e Staklena posuda, 5000 mL

e Staklena ¢asa, 50 mL, 100 mL, 250 mL

e Stakleni Stapi¢ za mijeSanje

e Menzura, 50 mL

e HSS bocice, 20 mL

e Silikonski ¢epovi za HSS bocice

e Graduirana pipetaod 1 mL, 5mL, 10 mL, 25 mL

e Bireta, 50 mL

e Vrenjaca, plasti¢na

3.2. METODE

3.2.1. Odredivanje topljive suhe tvari aerometrom (mostomjerom)

Princip odredivanja koncentracije Seéera:

Ova fizikalna metoda odredivanja koncentracije Sec¢era u mostu temelji se na €injenici

da 90-94% suhe tvari mosta ¢ine ugljikohidrati te principu Arhimedova zakona koji glasi:
I:u = Ptekuéine X Vtijela X g
iz Cega vidimo da je sila uzgona (F,) funkcija gustoce tekucine.

Zbog ovisnosti o sili uzgona dolazi do razli¢itog uranjanja areometra u tekucinu

(moSt), a na njemu se nalazi skala koja izraZzava koli¢inu Secera u mostu.

Skale koje susreCemo u vinarstvu su razlicite i ne daju koli¢inu Secera u g/L ve¢ u
stupnjevima koje naj¢eS¢e nazivamo po konstruktoru skale, npr. stupnjevi Babo ili
Klosterneuburger stupnjevi (Klosterneuburger skala po Babo-u) - °Ba (°Kl); Oechsle-ovi
(Ekslovi) stupnjevi - °Oe.

Babo-ov mostomjer (Klosterneuburgova mos$tna vaga) izraZzava sadrzaj SeCera u
masenim postotcima (w/w) tj. stavlja u odnos masu otopljene tvari (Sefera) sa masom

otopine (mosta) x 100.

°Ba (°KI)= koliko grama Secera ima u 100 g mosta
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Kod mjerenja Secera na ovaj nacin najvaznije je napomenuti da gusto¢a mosta ovisi o
njegovoj temperaturi. Na svakom mostomjeru piSe pri kojoj je temperaturi bazdaren i u
slucaju odstupanja od te temperature mora se izvrsiti korekcija oCitane vrijednosti. Iz tog
razloga u sastav mostomjera ulazi i termometar. Ako ga nema, s termometrom se izmjeri

temperatura mosta i izvrsi korekcija.

Kod preracunavanja ocitanih stupnjeva u masenu koncentraciju Secera u g/L koriste se

Salleronove tablice ili Oechslove tablice iz kojih se direktno ocita odgovarajuca vrijednost.

Formule za izraCunavanje:

% Secera (g/100 mL ) = °Oe x 0,266 - 3 (preciznija vrijednost)
% Secera (g/100 mL) = °Oe/4 - 3
°Oe =°Ba (°Kl) x 5

Na bazi koli¢ine Secera, uz preraCunavanje Salleronovim tablicama moZe se
procijeniti potencijalna koli¢ina alkohola u budu¢em vinu. Koli¢ina alkohola u vinu se

1zrazava u vol%.
vol% alkohola = °Qe/6 - 2,5

% Secera (g/100ml) x 0,59 = vol% alkohola

Postupak odredivanja koncentracije Secera:

Izmjeriti koncentraciju Secera Klosterneubuerger mostomjerom po Babo-u u °KI. Most
preto¢iti U menzuru do vrha te uroniti mostomjer i ostaviti par sekundi da se stabilizira.
Ocitati vrijednost °K1 i temperature. Temperatura bazdarenja mostomjera je 15 °C. Ukoliko
se temperatura mosta razlikuje od temperature bazdarenja moStomjera mora se izvrSiti

korekcija ocitane vrijednosti koncentracije Secera i to:

e Za svakih 2,5 °C iznad temperature bazdarenja mosStomjera (15 °C) ocitanoj

vrijednosti dodati 0,1°

e Za svakih 2,5 °C ispod temperature bazdarenja mostomjera (15 °C) ocitanoj

vrijednosti oduzeti 0,1°
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3.2.2. Odredivanje ukupnog i slobodnog sumporovog dioksida (SO,)

Princip odredivanja:

SO, nalazi se u vinu u vezanom i slobodnom obliku. SO, veze se s aldehidima,
Secerima 1 polifenolnim tvarima. Ovom se metodom usporedno odreduje slobodni i ukupni
SO; pa se koli¢ina vezanog izracunava na temelju njihove razlike. Odredivanje se provodi
pomocu otopine joda, pri ¢emu se SO, oksidira, a jod reducira, pa se na temelju utroska

otopine joda izra¢una koncentracija SO,.

Postupak odredivanja slobodnog SO;:

U Erlenmeyer-ovu tikvicu s brusenim grlom otpipetirati 50 mL vina, zatim dodati 10
mL otopine H,SO, (25%) i 3 mL 1%-tne otopine Skroba. Titrirati s 0,01 M I, do pojave
plave boje koja ¢e se odrzati pola minute. Utros§ak pomnoziti faktorom 12,8 i na taj nacin

izracunati koncentraciju slobodnog SO, izrazenu u mg/L.

Postupak odredivanja ukupnog SO;:

U Erlenmeyer-ovu tikvicu sa §lifom otpipetirati 50 mL vina, dodati 25 mL 1M NaOH.
Zatvoriti tikvicu te dobro protresti i ostaviti 10 minuta kako bi sav SO, presao u slobodni
oblik. Zatim dodati 15 mL otopine H,SO,4 (25%) i 3 mL 1%-tne otopine $kroba. Titrirati S
0,01 M I, do pojave plave boje koja ¢e se odrzati pola minute. Utrosak pomnoziti faktorom

12,8 i na taj nacin izraunati koncentraciju ukupnog SO, izrazenu u mg/L.

3.2.3. Odredivanje ukupne kiselosti mosta i vina

Princip odredivanja ukupne kiselosti:

Metoda se temelji na potenciometrijskoj titraciji uzorka s otopinom natrijevog
hidroksida. Sve slobodne organske i anorganske kiseline i njihove soli te druge kisele tvari
neutraliziraju se otopinom natrijevog hidroksida, iz ¢ijeg se utroska izracuna ukupna

kiselost. Ukupna kiselost izrazava se kao vinska kiselina u g/L.

Postupak odredivanja ukupne kiselosti:

Otpipetirati 10 mL pripremljenog uzorka u ¢asu. Izmjeriti pH vrijednost. Uz lagano
mijesanje most (vino) titrirati S 0,1 M NaOH dok se ne dostigne vrijednost od pH = 7,00.
Utrosak pomnoziti s faktorom 0,1 M NaOH (f = 1,000) te faktorom 0,75 (faktor za
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preracunavanje kiselosti na vinsku kiselinu) i na taj nacin izraunati koncentraciju ukupne
kiselosti izrazenu u g/L. Ako je potrebno, korigirati ukupnu kiselost. Izracunati koli¢inu
vinske kiseline potrebnu za korekciju na koncentraciju 5,5 g/L, izvagati, dobro otopit u

otprilike 30 mL mosta, a potom dodati u posudu od 1 L te dobro promijesati.

3.2.4. Pradenje jabu¢no-mlije¢ne fermentacije tankoslojnom kromatografijom

Postupak pra¢enja jabu¢no-mlijeéne fermentacije:

Na izrezane ploce nanijeti 10 pl uzorka vina na visini 1 cm od donjeg ruba ploce. Za
nano$enje uzoraka koristiti iglu volumena 10 pl. Uzorak nanositi postepeno u 10 obroka, uz
susenje. Osim uzoraka potrebno je na ploCu nanijeti model otopine jabu¢ne i mlijecne
kiseline. 10-ak minuta prije stavljanja ploce, u ¢aSu pipetirati 2 mL otapala i staviti filter
papir. Nakon razvijanja kromatograma (10-ak minuta, tj. dok otapalo ne dode do vrha
ploce), izvaditi plocu, staviti u provjetreni prostor i susiti S fenom 10-ak minuta, do pojave
tamno modre boje. Zatim detektirati Zute mrlje na modro-zelenoj podlozi (koje predstavljaju
kiseline) i skenirati ili slikati s digitalnim aparatom. Po zavrSetku jabuéno-mlije¢ne
fermentacije vidjet ¢e se Zuta mrlja samo kod mlije¢ne kiseline §to znaci da je ovaj proces

zavrsio.

Za proucavanje i usporedbu dobivenih rezultata na kromatografsku plo¢u nanijeti
model otopinu koja se sastoji 2 g/L mlije¢ne kiseline i 2 g/L jabu¢ne kiseline otopljenih u

13%-tnom etanolu.

Miije¢na
kiselina O

Rf (vinske kiseline) = 0,1

Rf (jabucna kiselina) = 0,24 eaiina O
Vinska
Rf (mlijeéna kiselina) = 0,61 kiselina O

—
g_:[

‘10.5 cm| 0,8 cm

0,5 cml
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3.2.5. Odredivanje fermentacijske arome vina Muskat zuti plinskom kromatografijom s

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

Princip odredivanija:

Odredena kolic¢ina ispitivane smjese uvodi se strujom inertnog plina (plina nosioca) u
kromatografsku kolonu, u kojoj se sastojci razdjeljuju izmedu adsorbensa (nepokretna faza)
I plina nosioca (pokretna faza). Prisutnost odijeljenih sastojaka smjese u plinu nosiocu po
izlasku iz kolone utvrduje se u detektoru, uredaju koji koli¢inu eluiranog sastojka kao
funkciju vremena registrira u obliku kromatograma. Na slici 2 prikazan je plinski

kromatograf s masenim spektrometrom.

GC/MS analiza

Kolona koriStena za analizu: BP20 (50m x 220pum x 0,25pum), SGE Analytical

Science, Victoria, Australia.

Uvijeti rada plinskog kromatografa (GC/MS):

temperatura injektora: 250°C

temperatura detektora: 280°C

e temperaturni program: 40°C, 5 min— 200°C, 3°C /min — 240°C, 30°C /min
e plin nosioc: He

e protok plina nosioca: 1,2 mL/min

e 'Splitless mode' injektiranja

3.2.5.1. Priprema uzorka, mikroekstrakcija na cvrstoj fazi (SPME)

U tikvicu od 50 mL otpipetirati dio uzorka te dodati n-amil (interni standard) u
koncentraciji od 20 mg/L, te nadopuniti tikvicu uzorkom, do oznake. Odvagati 2 g NaCl u
HSS bocicu te dodati 10 mL uzorka s internim standardom i staviti na adsorpciju na SPME
pri 40°C kroz 30 minuta i konstantno mijesanje. Nakon pola sata vlakno se prenijeti u

injektor plinskog kromatografa gdje se desorbira kroz pet minuta.
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3.2.5.2. Kvantifikacija primarne arome

Retencijska vremena pojedinih sastojaka (vrijeme u minutama izmedu injektiranja i
detektiranja pri izlasku iz kolone), pomoc¢u kojih se kasnije identificira pojedini sastojak,
utvrditi prilikom razvoja metode, injektiranjem model otopina razli¢itih koncentracija te

pojedina¢nim injektiranjem pojedinog spoja.

Kvantifikaciju provesti kompjuterskom obradom dobivenih podataka, odnosno
kromatograma, u programu Enhanced ChemStation (Agilent Technologies), metodom
internog standarda. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost dvije paralele te je
izraCunata standardna devijacija (n=2). Obrada podataka provedena je pomocéu programa
Microsoft Excel 2010. Identifikacija nepoznatih spojeva je provedena na nacin da su
usporedeni maseni spektri dobivenih pikova s onima iz ,library* uz uvjet da su vec

detektirani u vinu tj. potvrdeni.

Slika 2. GC-MS uredaj
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4. REZULTATI



4.1. ALKOHOLNA FERMENTACIJA

Tablica 1. Ukupni podaci tijeka alkoholne fermentacije

Dan fermentacije Temperatura Koncentracija Seéera | Koncentracija Secera
(°C) (°K1) (°Brix)
1 19 20,2 23,9
2 20 20,2 23,9
3 18 18,1 21,5
4 - - -
5 = = =
6 20 <4 <5
350 - 25
20 20
300
= 19 18 - 20 _
b0 —_
s 250 5
a X
@ 200 15 &
5 °
8 150 10 2
§ 100 %
S 5 3
* 50
0 -0
0 1 2 3 4 5 6 7

Tijek alkoholne fermentacije (dan)

—o—konc. Secera (g/1) ==udio alkohola (% vol.) temperatura (°C)

Slika 3. Graficki prikaz dinamike alkoholne fermentacije

21




4.2. JABUCNO-MLIJECNA FERMENTACIJA

Slika 4. Pracenje tijeka jabu¢no-mlije¢ne fermentacije tankoslojnom kromatografijom

4.3. ANALIZA FIZIKALNO-KEMIJSKIH KARAKTERISTIKA VINA

Tablica 2. Rezultati fizikalno-kemijske analize proizvedenih vina

Analiza UZORCI
Vino 1 Vino 2
(bez JMF) (JMF, ,.Cips®)

Alkohol (%) 12,8 12,8
pH 3,35 3,27
Reducirajuéi Seceri (g/L) 3,0 3,0
Ukupna kiselost (g/L vinske kiseline) 5,7 5,6
Hlapiva kiselost (g/L octene kiseline) 0,41 0,44
Jabu¢na kiselina (g/L)" 0,7 0,2
Mlijeéna kiselina (/L) 0,2 0,4

“Sadrzaj jabucne i mlijeéne kiseline moZe odstupati za + 0,3 g/L
JMF, jabu¢no-mlije¢na fermentacija
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4.4. ANALIZA AROMATSKIH SPOJEVA

Tablica 3. Rezultati GC/MS analize proizvedenih vina (srednje vrijednosti i standardne

Norizoprenoidi (ng/L)

- damaskenon

904,61 + 31,20

devijacije)
UZORCI
Vino 1 Vino 2

(bez IMF) (JMF, ,.Cips®)
Karbonilni spojevi (mg/L)
Furfural nd 4,82 +0,13
Esteri (mg/L)
i-amil acetat 2,13+ 0,07 2,45 +0,05
Heksil acetat 0,07 £ 0,00 0,06 + 0,00
2-feniletil acetat 0,16+ 0,01 0,21 £0,01
Etil heksanoat 0,35+ 0,01 0,31 £0,01
Etil oktanoat 0,27+ 0,01 0,23 + 0,00
Etil dekanoat 0,14 +£ 0,00 0,12 £ 0,01
Dietil sukcinat 0,07 £ 0,00 2,08 £ 0,04
Alkoholi (mg/L)
i-butanol 9,14 +0,32 11,04 £0,24
i-amil alkohol 134,84 + 4,65 126,55 +2,73
i-heksanol 0,92 +£0,03 0,86 + 0,02
Cis-3-heksen-1-ol 0,06 + 0,00 0,06 + 0,00
Feniletil alkohol 10,02 £ 0,35 11,02 £ 0,24
2,3-butandiol 56,38 + 1,94 129,04 £ 2,78
Kiseline (mg/L)
Kapronska kiselina 2,87 +0,10 3,28 +0,07
Kaprilna kiselina 3,15+0,08 2,03 £2.34
Terpeni (ng/L)
Linalol 91,69+ 3,16 111,28 +2,39
o-terpineol 67,33 +2,32 119,66 + 2,58
Citronelol 1,70 £ 0,06 1,64 £ 0,04
Nerol 2,81 +0,10 3,26 + 0,07
Geraniol 8,58 £ 0,30 7,14 £ 0,15

1764,51 + 38,00




5. RASPRAVA



5.1. ALKOHOLNA FERMENTACIJA

Tijekom pracenja alkoholne fermentacije u tablicu 1 upisani su mjereni podaci od 1.
do 6. dana (4. i 5. dana nije bilo mjerenja). Mjereni podaci su temperatura fermentacije te
koncentracija SeCera izmjerena moStomjerom pri temperaturi fermentacije (°Kl1, Term).
Obzirom da je mostomjer bazdaren pri temperaturi od 15 °C tijekom svih odredivanja nuzno
je bilo preracunati vrijednost koncentracije Secera pri odredenoj temperaturi fermentacije.
Takoder, koncentracija Secera pri temperaturi bazdarenja mosSta preracunata je u

koncentraciju Secera po Brix-u.

Na slici 3 prikazana je dinamika alkoholne fermentacije, odnosno promjena
koncentracije Secera (g/L), temperature mosta (°C) te udjela alkohola (% vol) ovisno o
trajanju (dani) alkoholne fermentacije. Tijekom prva dva dana fermentacije koncentracija
Secera bila je jednaka (232,3 g/L) kao i udio alkohola (0 vol%) $to znaci da su se kvasci za
to vrijeme prilagodavali i razmnozavali i da nije doSlo do pretvorbe Secera u alkohol.
Tijekom faze prilagodbe kvasaca doslo je do blagog porasta temperature sa 19 °C na 20 °C.
Od tre¢eg do Sestog dana dolazi do burne alkoholne fermentacije $to se ocituje naglim
padom koncentracije Seéera te paralelno s time i naglim porastom teorijskog udjela alkohola.
Takoder, kako je sam proces fermentacije egzoterman, zbog oslobodene energije dolazi do
blagog porasta temperature. Sestog dana alkoholne fermentacije koncentracija $ecera
moStomjerom Se nije mogla odrediti (<4) §to znaci da su kvasci sav kisik iz Secera (glukoza i
fruktoza) iskoristili za svoje metabolic¢ke potrebe te ga transformirali u etanol i ugljikov
dioksid. Po zavrsetku alkoholne fermentacije teorijski udio alkohola (% vol) iznosio je 12, a

temperatura 20°C.

5.2. JABUCNO-MLIJECNA FERMENTACIJA

Slika 4 prikazuje pracenje tijeka jabucno-mlije¢ne fermentacije tankoslojnom
kromatografijom. S lijeva na desno naneseni su standard jabucne kiseline, standard mlije¢ne
kiseline, uzorak vina bez provedene jabu¢no-mlijecne fermentacije (Vino 1) te uzorak vina

sa provedenom jabu¢no-mlije¢nom fermentacijom (Vino 2).

Kod uzorka Vino 1 vidljiva je jabu¢na kiselina, dok mlije¢na nije $to je znak da se
jabu¢no-mlije¢na fermentacija u Vinu 1 nije provela, a to je ujedno i bio cilj dodatka
sumporovog dioksida. Kod uzorka Vino 2 vidljive su i jabu¢na i mlije¢na kiselina §to je

pokazatelj da je u Vinu 2 jabu¢no-mlijecna fermentacija jos u tijeku.
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5.3. ANALIZA FIZIKALNO-KEMIJSKIH KARAKTERISTIKA VINA

Rezultate fizikalno-kemijske analize proizvedenih vina (Vino 1 i Vino 2) prikazuje
tablica 2, a analizirani parametri su postotak alkohola, pH vrijednost, koncentracija
reducirajuc¢ih Secera (g/L), ukupna kiselost vina (koncentracija vinske kiseline), hlapiva

kiselost vina (koncentracija octene kiseline) te koncentracija jabucne i mlijecne kiseline.

Fizikalno-kemijski parametri pokazali su da nema vecih razlika izmedu proizvedenih
vina osim u koncentracijama jabuéne i mlije¢ne kiseline te u pH vrijednosti. Razlike u
koncentracijama jabuc¢ne i mlijecne kiseline izmedu dvaju vina su oc¢ekivane obzirom da je u
Vinu 2 provedena jabu¢no-mlijeéna fermentacija §to rezultira smanjenjem koncentracije
jabucne i povecanjem koncentracije mlije¢ne kiseline, dok u Vinu 1 u kojem je provedena
samo alkoholna fermentacija koncentracija jabu¢ne kiseline znatno je veca od koncentracije

mlijecne kiseline.

Takoder, jabu¢no-mlije¢na fermentacija je pozeljna u vinu zbog smanjenja kiselosti.
Obzirom da tijekom jabu¢no-mlije¢ne fermentacije jabucna kiselina prelazi u blagu mlijecnu
kiselinu (dikiselina prelazi u monokiselinu) dolazi do smanjenja kiselosti §to se ocituje i u
rezultatima pH proizvedenih vina gdje je vrijednost pH Vina 1 veéa (pH=3,35) od Vina 2
(pH=3,27).

5.4. ANALIZA AROMATSKIH SPOJEVA

U vinima Muskat Zuti, koja su dobivena razli¢itim tehnologijama proizvodnje (Vino 1
i Vino 2), GC/MS analizom identificiran je cijeli spektar razli¢itih aromatskih spojeva koji
su kemijski razli¢iti i koji doprinose aromi te takoder sinergisticki djeluju na cjelokupnu

aromu samog vina.

Rezultati GC/MS analize prikazani su u tablici 3. Ukupno su identificirana i
kvantificirana 22 razli¢ita aromatska spoja, a mogu se klasificirati u sljede¢e kategorije:
terpeni (linalol, a-terpineol, citronelol, nerol i geraniol) i norizoprenoidi (#-damaskenon)
koji pripadaju skupini primarne arome, visi alkoholi (i-butanol, i-amil alkohol, 1-heksanol,
cis-3-heksen-1-ol, feniletil alokohol i 2,3-butandiol), etilni esteri (etil heksanoat, etil
oktanoat, etil dekanoat i dietil sukcinat), acetatni esteri (i-amil acetat, heksil acetat i 2-
feniletil acetat) i hlapive kiseline (kapronska kiselina i kaprinska kiselina) koji pripadaju
skupini fermentacijske arome, te karbonilni spojev (furfural) koji pripada aromi starenja.
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Koncentracija terpena ovisi o sorti grozda, ali i o tehnoloskom postupku prerade i njege
vina (Moreno-Arribas i Polo, 2009). Provedba jabu¢no-mlije¢ne fermentacije povecala je
koncentraciju terpena u Vinu 2, posebice linalola, a-terpineola i nerola, obzirom da bakterije
mlije¢ne kiseline i njihovi enzimi utjecu na hidrolizu glikozidnih prekursora ovih spojeva,
dok je nesto veci udio geraniola utvrden u Vinu 1. Za terpene je poznato da su nositelji
sortne arome tako da ¢e ovako visoka koncentracija upravo i utjecati na dominantnu aromu
Muskata koja je izrazenija u Vinu 2. Kod ostalih spojeva (citronelol i nerol) nije uocena

velika razlika izmedu dva vina.

Prema Ribéreau-Gayonu i sur. (1975) alkoholne forme monoterpena imaju sljedece
mirisne karakteristike: linalol, nerol i geraniol - miris ruze, a-terpineol - miris kamfora, a

citronelol - miris citrona (zeleni limun).

Od monoterpenskih alkohola najvise su se istaknuli linalol i a-terpineol. Prema
Ribéreau-Gayonu i sur. (2006) senzorki prag linalola u vinima je oko 25 pg/L, te mozemo
zakljuciti da se linalool u analiziranim vinima nalazi iznad praga osjetljivosti te bitno utjece
na aromu vina. a-terpineol ima senzorski prag osjetljivosti od 250 pg/L (Gomez-Miguez i
sur., 2007) te mozemo zakljuciti da se u Vinu 1 nalazi ispod praga osjetljivosti, a u Vinu 2
iznad §to znaci da takoder bitno utje¢e na aromu Vina 2. Ostali terpenski spojevi, iako su
prisutni u nizim koncentracijama, imaju neizravnu ulogu u formiranju arome jer u
sinergistickim vezama djeluju kao pojacivaci arome te pridonose ukupnoj kompleksnosti

arome vina (Ferreira, 2010).

Jedini predstavnik norizoprenoida odreden u analiziranim vinima je f-damaskenon, pri
¢emu je njegova koncentracija u Vinu 2 dvostruko vec¢a u usporedbi s Vinom 1. [ako nema
konkretnog dokaza, uloga kvasaca i bakterija u otpustanju Cjz-norizoprenoida je vrlo
vjerojatna (Winterhalter i Schreier, 1994). Prema Radeka i sur. (2012) p-damaskenon je
nositelj arome po jabuci, ruzi i medu, te mu je senzorski prag osjetljivosti 0,05 pg/L.
Obzirom da se u Vinu 1 i Vinu 2 nalazi iznad senzorskog praga osjetljivosti (0,905 pg/L;
1,765 pg/L ) mozemo zakljuciti da pridonosi aromi oba proizvedena vina, posebice aromi
Vina 2.

Obzirom na viSe alkohole, rezultati su pokazali da je od svih navedenih
najzastupljeniji i-amilni alkohol u oba analizirana vina (u Vinu 1 blago veca koncentracija
nego u Vinu 2). lako literaturni podaci govore da je prag osjetljivost i-amilnog alkohola 300

mg/L, novija istraZzivanja pokazuju da je njegov doprinos aromi znacajan ve¢ pri
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koncentraciji 170 mg/L (Lambrechts i Pretorius, 2000), pa prema tome mozemo zakljuditi

da bi ovaj spoj mogao imati utjecaj na aromu analiziranih vina Muskat Zuti.

Koncentracija ostalih visih alkohola (i-butanol, i-heksanol, cis-3-heksen-1-ol, feniletil
alkohol) se nakon jabu¢no-mlije¢ne fermentacije te dodatka ,,Cipsa®“ u Vinu 2 nije bitno
promijenila. Cis-3-heksen-1-ol odreden je u oba vina u koncentracijama iznad praga
osjetljivosti, koji iznosti 400 pg/L (Gomez-Miguez i sur., 2007), te pridonosi aromi
analiziranih vina, dok su ostali spojevi odredeni u koncentracijama ispod senzorskih pragova

osjetljivosti te prema tome ne pridonose aromi analiziranih vina.

Koncentracija nekih etilnih estera povecava se, a drugih smanjuje nakon jabué¢no-
mlije¢ne fermentacije (Gambaro i sur., 2001), $to se vidi iz rezultata GC/MS analize (tablica
3). U Vinu 2 odredene su nesto vece koncentracije i-amil acetata (2,45 mg/L) kojem je
senzorski prag osjetljivosti 0,26 mg/L (Lambrechts i Pretorius, 2000). Pri vi$im
koncentracijama daje izraziti miris po banani i kruski (Ferreira i sur., 2000). Obzirom na
dobivene rezultate mozemo zakljuciti da i-amil acetat pridonosi aromi proizvedenih vina
Muskat. Takoder, u Vinu 2 odredene su vece koncentracije dietil sukcinata (2,08 mg/L) koji
je nositelj arome po dinji sa senzorskim pragom osjetljivosti od 1,2 mg/L (Lambrechts i
Pretorius, 2000) te iz priloZenih rezultata zaklju¢ujemo da pridonosi aromi Vina 2 dok ne
utjeCe na aromu Vina 1 u kojem je odreden u koncentracijama ispod praga osjetljivosti (0,07
mg/L). U sastavu ostalih estera (etil heksanoat, etil oktanoat, etil dekanoat, heksil acetat i 2-
feniletil acetat) nije bilo znacajnijih razlika izmedu analiziranih vina. Etil heksanoat nositelj
je karakteristicnog mirisa po ljubici, jabuci i banani; etil oktanoat po ananasu i kruski, dok je
etil dekanoat odgovoran za cvjetne arome (Lambrechts i Pretorius, 2000). Heksil acetat
prema Campu i sur. (2005) karakterizira miris po banani, dok je 2-feniletil acetat
karakteriziran cvijetnim mirisima, mirisom meda i vo¢a (Thurstonu i sur., 1981). Jedino etil
heksanoat utjece na aromu proizvedenih vina obzirom da se nalazi iznad senzorskog praga

osjetljivosti koji iznosi 0,014 mg/L (Lambrechts i Pretorius, 2000).

Od hlapivih kiselina u analiziranim vinima identificirane i kvantificirane su kapronska
i kaprilna kiselina. To su srednjelancane masne kiseline te ¢ine bitnu komponentu arome
vina. Njih sintetiziraju kvasci kao meduprodukte pri biosintezi masnih kiselina dugog lanca.
Pojedina¢ne koncentracije ovih kiselina u vinu uglavnom ne prelaze senzorske pragove, ali u
interakciji s drugim hlapivim komponentama pozitivno utjeu na njegove aromatske

karakteristike (Rankie i sur., 1969). Blago vec¢a koncentracija kaprilne kiseline odredena je u
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Vinu 1, dok je s druge strane blago veca koncentracija kapronske kiselina odredena u Vinu
2.

Temeljna razlika izmedu analizirana dva vina je u sastavu furfurala i 2,3-butandiola. U
Vinu 2 je detektiran furfural koji se ekstrahirao iz hrastovog ,.¢ipsa“ tijekom odlezavanja
vina dok u Vinu 1 nije detektiran jer tehnoloski proces proizvodnje toga vina nije sadrzavao
dodatak hrastovog ,.Cipsa“. Prema Chatonnetu i sur. (1999) furfural nastaje razgradnjom
monosaharida koji su dobiveni djelomi¢nom hidrolizom celuloze iz drveta, te doprinosi

aromi susenog voca, a posebno przenih badema.

Nadalje, prema Bartowskyu i Henschkeu (2004), najveca koncentracija 2,3-butandiola
odredena je pri niskim koncentracijama jabué¢ne kiseline, odnosno na kraju jabu¢no-mlije¢ne
fermentacije, Sto mozemo usporediti sa rezultatima analize koji pokazuju da je koncentracija
2,3-butandiola u Vinu 2 dvostruko veéa nego u Vinu 1. Obzirom da 2,3-butandiol nastaje
redukcijom diacetila koji je produkt jabu¢no-mlije¢ne fermentacije (Rankie i sur., 1969),

vrlo je vjerojatno da je vecina diacetila, koji je nestabilan, prevedena u 2,3-butandiol.
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6. ZAKLJUCCI



Rezultati fizikalno-kemijske analize proizvedenih vina pokazali su da provedbom jabucno-
mlije¢ne fermentacije dolazi do povecanja pH vrijednosti, a Sto je posljedica smanjenja

koncentracije jabuc¢ne kiseline.

SPME-GC/MS analizom vina Muskat identificirano je 22 spoja arome koji se u vinima
nalaze u razli¢itim koncentracijama te pripadaju skupinama primarne arome (terpeni,
norizoprenoidi), fermentacijske arome (vi$i alkoholi, esteri, hlapive kiseline) te arome

starenja (karbonilni spojevi).

Jabu¢no-mlije¢na fermentacija rezultirala je vi§im koncentracijama linalola i a-terpineola te
[B-damaskenona (primarna aroma), a od predstavnika fermentacijske arome i-butanola, 2,3-

butandiola, dietil sukcinata te i-amil acetata.

Glavna razlika izmedu proizvedenih vina je u sastavu karbonilnih spojeva- furfural je jedino
odreden u vinu u kojemu je provedena jabu¢no-mlije¢na fermentacija te dodan hrastov
,Cips® §to je i oCekivano obzirom da se tijekom odleZzavanja ovaj spoj ekstrahirao iz

hrastovog drveta.
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