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1. UvVOD

Tehnika mikrooksigenacije je relativno nova tehnologija u proizvodnji vina koja
djelovanjem malih doza kisika utjece na promjene u sastavu i strukturi fenolnih spojeva.

Grozde i vino bogat su izvor razlicitih fenolnih spojeva koji ukljucuju neflavonoide
(fenolne kiseline i resveratrol) te flavonoide (favan-3-ole, antocijane i flavonole). Postoje
brojni dokazi o antioksidacijskim karakteristikama i pozitivnom ucinku polifenola na zdravlje
Covjeka, medutim ovi spojevi u vinu posebno su vazni kao nositelji senzorskih svojstava, u
prvom redu boje i okusa vina. Takoder, navedeni spojevi posebno su osjetljivi na djelovanje
kisika.

Najznacajnije promjene u sastavu polifenolnih spojeva djelovanjem mikooksigenacije
ukljucuju: (i) smanjenje koncentracije slobodnih antocijana (ii) promjene u stupnju
polimerizacije proantocijanidina, (iii) formiranje polimernih pigmenata (etilno vezanih
proantocijanidin-antocijan kompleksa) te (iv) formiranje novih spojeva-piranoantocijana.
Nadalje, sam ishod mikrooksigenacije ovisi o brojnim faktorima kao Sto su pocetne
polifenolne karakteristike vina, doza kisika, koncentracija sumporovog dioksida kao i
trenutak primjene.

Cilj ovog zavrSnog rada je objasniti kako primjenom postupka mikrooksigenacije

utjecati na poboljSanje kvalitete vina te skracivanje vremena dozrijevanja.



2. POLIFENOLNI SPOJEVI

Polifenoli su skupina molekula biljnog podrijetla, Cija struktura se sastoji od aromatskog
prstena s jednom ili viSe hidroksilnih skupina. Polifenoli su dio ljudske prehrane koje mozemo
pronaci u vocu, povréu, vinu, vocnim sokovima, C€aju i kavi. Tijekom vinifikacije ovi spojevi
ekstrahiraju se iz pokoZice, siemenke i pulpe grozda. Sastav i koncentracija pojedinih polifenola
ovisi o sorti grozda, klimatskim uvjetima, postupcima uzgoja vinove loze i primijenjenoj

tehnologiji proizvodnje te enoloskim postupcima. (Rastija i Medi¢-Sari¢, 2009).

Polifenolni spojevi utjeCu na senzorske karakteristike vina, a to su: boja, gorcina i
trpkoca, a time i na kvalitetu vina. IstraZivanja su pokazala da polifenoli utjeCu pozitivno na
zdravlje zbog svojih pozitivnih antioksidacijskih svojstava. Antioksidacijsko djelovanje
polifenolnih spojeva, kao i umjerena i redovita konzumacija vina povezana je sa smanjenjem
rizika oboljenja od kardiovaskularnih bolesti. Takoder, postoje i brojni dokazi zas
antikancerogeno, antimikrobno i protuupalno djelovanje polifenolnih spojeva. Poznato je kako

crna vina sadrZe viSe koncentracije polifenolnih spojeva od bijelih vina (1000-4300 mg/L).

2.1. PODJELA I KEMIJSKA STRUKTURA POLIFENOLNIH SPOJEVA

Polifenoli se dijele na dvije osnovne grupe: flavonoidi i neflavonoidi. Flavonoide Cine
flavonoli, flavan-3-oli i antocijani, dok u skupinu neflavonoida ubrajamo hidroksibenzojeve

kiseline, hidroksicimetne kiseline i resveratrol.

2.1. FLAVONOIDI

Flavonoidi mogu biti slobodni ili vezani u polimere s drugim flavonoidima,
neflavonoidima ili Se¢erima. Sintetiziraju se u endoplazmatskom retikulumu i pohranjuju u
vakuoli stanice. Njihova funkcija u grozdu je obrana protiv mikrobnih patogena, Stetnih
insekata i biljojeda (Jackson, 2008). U najvecoj koncentraciji u grozdu prisutni su tijekom
cvjetanja, dok im se koncentracija smanjuje tijekom rasta i razvoja bobice (Garrido i Borges,
2013). Flavonoidi predstavljaju vecinu skupinu fenola u crnom vinu, a u njega dospijevaju
ekstrakcijom iz pokozice i sjemenke grozda tijekom procesa maceracije i fermentacije.

(Waterhouse, 2002.) Osnovna struktura flavonoida prikazana je na slici 1.



Slika 1. Osnovna kemijska struktura flavonoida (Kennedy i sur., 2006)

2.1.1. Flavan-3-oli

NajrasSirenija skupina flavonoida su flavan-3-oli. Oni doprinose gorcini vina, a
ekstrahiraju se tijekom maceracije iz ¢vrstih dijelova grozda. U grozdu i vinu najznacajniji
flavan-3-oli su: (+)-katehin, (-)-epikatehin, (+)-galokatehin, (-)-epigalokatehin. Takoder,
prisutni su kao aglikoni i to najceS¢e polimeri. Njihovom polimerizacijom nastaju
pronatocijanidini, koji su nositelji trpkocée vina (Hornsey, 2007). Njihova koncentracija najvecim

djelom ovisi o vremenu i temperaturi maceracije, kao i primijenjenom talku tijekom presanja.

2.1.2. Antocijani

Antoniji su pigmenti odgovorni za boju crnog vina, koji se ekstrahiraju iz pokozice
grozda. Vrlo su nestabilni, pa je stoga ulaze u razli¢ite kemijske reakcije i komplekse s drugim
polifenolnim spojevima, ¢ime dolazi do njihove stabilizacije. U sortama crnog grozda
pronadeno je pet vrsta antocijana: cijanidin (narancasta-crvena), peonidin (crvena), delfinidin

(plaviCasto-crvena), petunidin i malvidin (plavic¢asto-crvena) (slika 2).

Postoje Cetiri razli¢ite strukture antocijana u kiselom ili neutralnom mediju: flavijev
kation (crveni), kinonska baza (plava), hemikelat ili karbinol pseudo-baza (bezbojna) i
halkon (blijedo zuti) (Brouillard i Dangles, 1994; He i sur., 2010) .Boja i struktura
antocijana ovisi o pH vrijednosti. Pri jako niskoj pH vrijednosti su crveni, a pri visokom pH

dolazi do narusavanja njihove strukture i gubitka boje.
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Slika 2. Kemijska struktura antocijana (Anli i Cavuldak, 2012)

2.1.3. Flavonoli

Flavonoli imaju C2-C3 dvostruku vezu te na polozaju C4 vezanu keto skupinu. Tri su
skupine flavonola u grozdu: kvercetin, miricetin i kampferol. Koli¢ina flavonola u grozdu ovisi
o stupnju zrelosti te genetickim i ekoloskim faktorima. Njihova biosinteza zapocinje tijekom
cvjetanja te ponovno nakon zrenja bobice, nakon cCega je zabiljezen konstantan rast
koncentracije (Moreno-Arribas i Polo, 2009). Takoder koli¢ina sunceve svjetlosti koja dospije
na bobicu povecava razinu flavonola iz ¢ega proizlazi da biljka proizvodi ove sastojke kako bi

se zastitila od sunca (Price i sur., 1995).

2.2. NEFLAVONOIDI

Najzastupljenije neflavonoide vina cine hidroksibenzojeve kiseline, hidroksicimetne
kiseline i resveratrol. Strukturno, ovi spojevi sastoje se od C6-C3 kostura. Iako su neobojeni,
stabiliziraju boju vina te mogu pridonijeti i okusu, a pokazuju visoku biolosku aktivnost
(Moreno-Arribas i Polo, 2009) Nalaze se uglavhom u vakuolama stanica grozda odakle se

ekstrahiraju tijekom maceracije i predasnja grozda (Jackoson, 2008).



2.2.1. Fenolne kiseline
Fenolne kiseline dijelimo na derivate hidroksibenzojevih kiselina i derivate

hidroksicimetnih kiselina (tablica 1).

Hidroksibenzojeve kiseline (slika 3) imaju C1-C6 kostur u svojoj strukturi te su u grozdu
prisutne u manjoj koncentraciji od hidroksicimetnih kiselina. U slobodnom obliku nadene su
galna, gentizinska, protokatehinska, p-hidroksibenzojeva i salicilna kiselina. Galna kiselina je

najzastupljenija u sjemenkama grozda (Kashif 2010, Teixeira 2013).

Hidroksicimetne kiseline imaju C3-C6 kostur u svojoj strukturi (slika 3) te su u grozdu
zastupljenije od hidroksibenzojevih kiselina, posebice u pulpi i pokoZici grozda. Treca su
najzastupljenija skupina fenolnih spojeva u bobicama grozda. Doprinose posmedivanju pri
oksidaciji s nefenolnim spojevima u bijelom vinu. Najzastupljenije hidroksicimente kiseline su:
pkumarinska, kafeinska, ferulinska kiselina prisutne kao trans-izomeri, a obicno su
esterificirane s vinskom kiselinom, a u slobodnom obliku ih ima manje. Najzastupljenije fenolne

kiseline vina prikazane su u tablici 1.

Tablica 1. Hidroksibenzojeve i hidroksicimetne kiseline prisutne u vinu (Garrido i Borges,
2013)

R Ri1
HIDROKSIBENZOVIE KISELINE
Galna kiselina OH OH
p-Hidroksibenzojeva kiselina H H
Protokatehinska kiselina OH H
Siringinska kiselina OCH3 OCH3
Vanilinska kiselina OCH3 H
HIDROKSICIMETNE KISELINE
Kafeinska kiselina OH H
p-Kumarinska kiselina H H
Ferulinska kiselina OCHs H
Sinapinska kiselina OCH3 OCH3

2.2.2. Resveratrol

Osnovna molekulska struktura stilbena je C6-C2-C6 kostur, a resveratrol je dominantni
spoj u grupi stilbena (slika 3). Iako su prisutni u malim koli¢inama imaju pozitivan ucinak na
zdravlje Covjeka. Stilbene uglavnom nalazimo u pokozici, ali moze ih se naci i u petelici.
Resveratrol mozemo naci u dva izomerna oblika. 7rans+esveratrol sluzi kao prekursor za oligo-
i polimerne stilbene kao Sto je viniferin (Kashif 2010; Teixeira 2013). Stilbeni sluze kao

antioksidansi i pokazuju snazno antikancerogeno djelovanje.
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3. MIKROOKSIGENACIJA

Vrhunskim crnim vinima potrebno je odredeno vremensko razdoblje sazrijevanja u
hrastovoj bacvi i boci, nakon ¢ega su spremna za konzumaciju. Tijekom tog vremena
dozrijevanja dolazi do odredenih modifikacija senzorskih svojstava vina, kao Sto su: smanjenje
trpkoCe i stabilizacija boje. Brojne regulative kod proizvodnje vrhunskih vina odreduju
minimalni vremenski period dozrijevanja vina u hrastovoj bacCvi i boci kako bi postigla
specificna senzorska svojstva. Medutim, dozrijevanje u boci izaziva veliki financijski trosak za
industriju. Stoga je potrebno razumjeti mehanizme trpkoce i promjene boje tijekom navedenog

perioda.

Trpkoca je taktilni osjet, uglavnhom izazvan reakcijom kemijskih spojeva nositelja ovog
osjeta s proteinima sline bogatim prolinom, Sto smanjuje vlaznost usne Suplijine. U komponente
vina koje su odgovorne za trpkocu spadaju: proantocijanidini (PAs) te hidrolizirajudi tanini

(galotanini i elagitanini).

Boja crnog vina potjece od antocijana i kopigmenata. Iako su poznate glavne reakcije koje
utjeu na stabilizaciju boje, utjecaj reakcija koje se dogadaju tijekom sazrijevanja i koje u sebe
involviraju proantocijanidine i antocijane na smanjenje trpkoce vina, nisu u potpunosti
razjasnjene. Smatra se kako smanjenje prosjecne molekulske mase, odnosno veli¢ine polimera

proantocijanidina smanjuje i trpkocu vina (Chira i sur., 2011).

Djelovanjem kisika dolazi do brojnih kompleksnih promjena u sastavu polifenolnih spojeva.
Difuzija kisika niz duzice bacve rezultira brojnim kemijskim reakcijama koje izazivaju smanjenje
trpkoce vina i stabilizaciju boje. Obzirom na visoku cijenu hrastovih bacava te dugi vremenski
period dozrijevanja, kao alternativni postupak razvijena je mikrooksigenacija. Unatoc
intenzivnim istrazivanjima mikrooksigenacije, mali broj istrazivanja proveden o dugorocnom
utjecaju ove tehnike na kakvocu vina, posebice nakon duzeg vremena sazrijevanja u hrastovim

bac¢vama i boci (Caille i sur., 2010).

Tehnika mikoroksigenacije se razvila u Francuskoj (Maderian) poc¢etkom 90-tih godina.
Razvili su je Patrick Ducournau i Michael Moutounet. Tehnika mikrooksigenacije pocela se
upotrebljavati u nekoliko zemalja: épanjolska, Italija, Francuska, Australija, Novi Zeland, SAD,
Cile i konacno je bila odobrena od europske komisije 1996. godine.

U procesu mikrooksigenacije kroz keramicku membranu, smjeStenu na dnu tanka od
nehrdajuceg Celika, difuzno prelazi Cisti kisik. Visak kisika moze dovesti do negativnih ucinaka

pa dodatak kisika mora biti strogo kontroliran. Negativni ucinci su gubitak voénosti, pojava
7



oksidacije i trpko¢e te negativno djelovanje na rast i razmnozavanje nepozeljnih

mikroorganizama. Na slici 4 prikazana je shema mikrooksigenacije vina.

Proces mikrooksigenacije dodatak je malih, kontroliranih, kontinuiranih doza kisika u vino
kako bi se poboljSala njegova kakvoca. Time se omogucava izbjegavanje pojave nepozeljnih
reduktivnih promjena vina. Takoder, ovim procesom potpomaze se strukturiranje tanina i
dozrijevanju vina na talogu od kvasca. Primjena ove tehnike pokazala se posebno ucinkovitom
kod izrazito trpkih vina, bogatim taninima vina. Takoder, mikrooksigenacije se danas
primjenjuje ne samo kao alternativa sazrijevanju u hrastovim bacvama, vec je takoder postala

i snazno orude vinara za poboljSanje kvalitete vina te smanjenje vremena proizvodnog procesa.

Glavne tvrdnje o utjecaju mikrooksigenacije na vina su: sprjeavanje umiranja kvasca
tijekom alkoholne fermentacije, stabilizacija boje, poboljSanje okus i strukture vina te
poboljSanje arome. Dodavanjem komadi¢a hrasta u Celicne bacve, mikrooksigenacija moze

oponasati sazrijevanje vina u hrastovim bacvama (Gomez- Plaza i Cano-Lopez, 2011.)

Contwller &
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/_ LK Oxygen supply
// Babble plume Contwoller & and return lines

Oxygen Supply
I: Barrel

| Wine Tank Oxygen permeable
tubular membrane
Diffuser —ﬁ_]
Bubble Phume Permeable Membrane
Diffusion MOX Diffusion MOX

Slika 4. Prikaz sheme mikrooksigenacije vina (Parish i sur., 2000)

Takoder, mikrooksigenacija nam moze pomodi i kod kontroliranja fermentacije. Naime,
glavni cilj dodavanja kisika tijekom alkoholne fermentacije su kvasci. Oksidativni stres se
smatra glavnim razlogom rane smrt kvasca. Ispravno dodavanje kisika moze dovesti do vece
otpornosti na etanol, vecu fermentacijsku aktivnost i smanjenje proizvodnje sumpornih spojeva
za vrijeme zavrSetka alkoholne fermentacije (du Toit i sur., 2006). Kvasac proizvodi lipidne
membrane kada raste u prisustvu kisika. Pravilno doziranje kisika poveéava kvascevu

toleranciju na etanol. Za optimalan rast u inicijalnoj fazi, kvascu je potrebno 8-10 mg/L kisika
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(Zoecklein, 2007). Na pocetku vinifikacije most je zasi¢en kisikom i nije potrebno dodavati
kisik, no na kraju faze rasta kvascu je potrebno dodati 5-10 mg/L kisika te je ovo najbolji
trenutak dodavanja kisika. Ako se kisik dodaje ranije, kvasac ¢e ga upotrijebiti za umnozavanje,
a ne za formiranje zeljenih spojeva. Nije preporucljivo dodavanje kisika nakon Sto most
dosegne razinu alkohola od 10 % obzirom da kvascu tada nisu potrebni nutrijenti pa tako i
kisik (Comfort, 2008). Kombinacija kisika i dusika u pravom trenutku moze smanijiti probleme
fermentacije za 50 %. Naime, nedostatak kisika moZe utjecati na nakupljanje kiselina u kvascu,
a time i zaustavljanje fermentacije (Bardi u sur., 1999) te formiranje nepoZzeljnih sumpornih

spojeva.

3.1. Faze mikrooksigenacije

Sam tijek mikrooksigenacije mozemo podijeliti u tri dijela: faza strukturiranja, faza

harmonizacije i faza zasicenja.

3.1.1. Faza strukturiranja

Tijekom faze strukturiranja, reduktivne note koje su uglavnom prisutne u mladim vinima
lako se uklanjaju ili sprjeCavaju. Vrijeme pocetka mikrooksigenacije je vrlo vazno jer
omogucdava znatno intenzivniju zavrSnu strukturu vina u ranoj fazi, Sto dovodi do boljeg
konacnog proizvoda. Ovu fazu dijelimo na joS dva dijela: prije i nakon jabucno-mlijecne
fermentacije. Faza strukturiranja moze razliCito trajati, Sto je uvjetovano samim postupkom

mikrooksigenacijom i prirodom vina. Duljina ove faze ovisi o0 sastavu tanina i antocijana.

Prva faza strukturiranja zapocinje odmah nakon alkoholnog vrenja. Ova faza
mikrooksigenacije presudna je za strukturu i stabilnost crnih vina. U ovoj fazi djelovanje
mikrooksigenacije je najvece i s njom moramo poceti vrlo brzo, posebice obzirom da na malu
koncentraciju SO i visoku koncentraciju fenolnih spojeva. Proces se prati viSestrukim

kusanjem, sto je klju¢no u ovoj fazi proizvodnje (Parish i sur., 2001).

Druga faza strukturiranja slijedi nakon zavrsetka jabuc¢no-mlije¢ne fermentacije i dodatka
SO,. Koli¢ina apsorbiranog kisika desetostruko se smanjuje, dok se strukturiranje tanina
nastavlja. U ovoj fazi preporucuje se intenzivna kontrola koncentracije acetaldehida. Kisik u
ovoj fazi uzrokuje djelomi¢nu polimerizaciju i omekSavanje tanina te smanjenje reduktivnih i
travnatih mirisa. Naime, kisik indirektno reagira s fenolima, te formira kinone i H.O,, Sto
katalizira reakciju oksidacije etanola u acetaldehid. Formiranje ,etilnih mostova" izmedu tanina

i antocijana i olakSava fazu polimerizacije (Parish i sur., 2001).



3.1.2. Faza harmonizacije

U fazi harmonizacije dolazi do mekSanja tanina, strukturiranja okusa i uklanjanja
vegetativnih karakteristike vina. Vino dobiva voénu notu s karakteristiénim mirisom bobicastog
voca. U ovoj fazi traZi se krajnja tocka mikrooksigenacije koja nastaje kada dosegnemo
kompleksnost aromei odgovarajuc¢u mekocu tanina. Bilo kakve pogreske u ovoj fazi mogu biti
kobne za konacnu kvalitetu vina. Duljina trajanja faze harmonizacije ovisi o duljini faze
strukturiranja. Naime, Sto je dulja faza, strukturiranja, dulja je i faza harmonizacije. U pravilu,
faza harmonizacije moze trajati i dvostruko duze od faze strukturiranja. Odredivanje krajnje
tocke mikrooksigenacije vrlo je tesko, ali presudno, jer nastavkom mikrooksigenacije dolazi do
pogorsanja kvalitete vina s pojavom suhih tanina zbog njihove prekomjerne polimerizacije
(Parish i sur., 2001).

3.1.3. Faza zasicenja
Ovo je faza u kojoj dolazi do daljnje polimerizacije tanina zbog nedostatka antocijana,
Sto rezultira povecanjem trpkoce i suhoce vina. Takoder, u ovoj fazi moze doci i do pojave

oksidacije vina (Parish i sur., 2001).

3.2. Kisik i fenoli

Fenolni spojevi su vazne komponente vina zbog svoje visoke koncentracije i zbog kljucne
uloge koje imaju u determiniranju organoleptickih svojstava vina. (Cheynier i sur., 1997).
Najznacajniji polifenolni spojevi su antocijani te flavan-3-ol monomeri, oligomeri i polimeri.
Antocijani su najznacajnija komponenta te su odgovorni za ljubicasto crvenu boju mladih vina.
Nestabilni su i sudjeluju u mnogim reakcijama tijekom proizvodnje vina te formiraju
kompleksne pigmente. Ti kompleksni pigmenti nastaju interakcijom izmedu antocijana i ostalih
fenolnih spojeva, osobito flavan-3-ola. Postoji nekoliko mehanizama koji potvrduju formiranje
tih novih pigmenata: direktna reakcija izmedu antocijana i flavanola, reakcije izmedu
antocijana i flavanola s acetaldehidom i formiranje piranoantocijana kroz reakciju izmedu
antocijana i ostalih spojeva kao Sto su pirogrozdana kiselina, vinilfenol i vinilflavanol u koje
moZze biti involviran acetaldehid. Sve te reakcije rezultiraju formiranjem novih pigmenata
(otpornih na djelovanje pH i SO;), a time i stabilizacijom boje vina. Monomerni i polimerni
flavan-3-oli (tanini ili proantocijanidini) su odgovorni za gorcinu i trpko¢u crnih vina (Hayasaka
i Kennedy, 2003).

Kisik ima vaznu ulogu u proizvodnju vina bududi da utjeCe na kemijska i senzorska

svojstva vina, promjene u aromi, boji i organoleptickim svojstvima. Preniska ili previsoka
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koncentracija kisika moze imati negativan efekt na boju vina jer uzrokuje smanjenje
intenziteta, razvoj nepozeljnih aroma te negativna organolepticka svojstva pa je stoga

umjereno i kontrolirano izlaganje vina kisiku klju¢no za njegovu kvalitetu.

Tijekom proizvodnje vina dolazi do kontakta vina sa zrakom, Sto znaci da u vinu mogu
biti prisutne razliCite koncentracije O, (Schneider, 1998). Naime, kisik sudjeluje u reakcijama
oksidacije polifenolnih spojeva u brojim fazama proizvodnje od same fermentacije, primjene
mikrooksigenacije, dozrijevanja vina u bacvama, ali i dozrijevanje vina u bocama. U doticaju s
vinom, kisik se brzo otopi te reagira s fenolnim spojevima formirajuci vrlo reaktivne kemijske
oblike kao Sto su kinoni, radikali i hidrogen peroksidi koji dalje poticu reakcije oksidacije.
Posljedica toga su brojne modifikacije polifenolnih spojeva , smanjenje otopljenog kisika i
koncentracije SO. Vino koje je zasi¢eno kisikom ono sadrzi oko 6-8 mg/L O..
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3.2.1. Smanjenje koncentracije antocijana i formiranje novih pigmenta

Slobodni antocijani su izrazito nestabilne molekule, uslijed cega tijekom
mikrooksigenacije i tijekom dozrijevanja dolazi do smanjenja njihove koncentracije. Naime, ovi
spojevi odgovorni su boju mladih vina, dok tijekom mikrooksigenacije i dozrijevanja dolazi do
formiranja novih, stabilnijih pigmenata. Navedeni pigmenti mogu nastati direktnom
kondenzacijom antocijana i flavanola, kondenzacijom antocijana i flavanola uz posredovanje

acetaldehida te sintezom piroantocijana (Cano- Lopez i sur., 2007).

Reakcije direktne antocijan-flavanol kondenzacije ukljuCuju dva razli¢éita mehanizma
reakcije Ciji su produkti antocijan-flavanol (A*-F) i flavanol-antocijan (F-A*) kondenzati. Ove
reakcije su u manjoj mjeri favorizirane procesom mikrooksigenacije. Reakcija direktne
antocijan-flavanol (A*-F) kondenzacije pocinje s nukleofilnim napadom na polozaju C6 ili C8
flavanola na C4 polozaj antocijana u strukturi flavilijevog kationa pri ¢emu nastaje bezbojni
meduprodukt, flaven. Navedeni meduprodukt oksidacijom prelazi u odgovarajuéi flavilijev
kation i na kraju dehidracijom u Zutu ksantilijevu sol ili u bezbojni biciklicki produkt (Remy-
Tanneau i sur., 2003; Fulcrand i sur., 2006). Kod reakcija direktne flavanol-antocijan (F-A*)
kondenzacije, karbokationi nastali cijepanjem interflavanske veze, djeluju kao elektrofili te se
vezu na polozaju C6 ili C8 antocijana u hidratiranoj hemiketalnoj formi, pri ¢emu nastaje
bezbojni dimer koji se moze dehidratirati u odgovarajuéi crveni flavilijev kation ovisno o pH-
vrijednosti vina ili 0 njegovom vlastitom pKh (Remy-Tanneau i sur., 2000; Fulcrand i sur.,
2006).

Reakcije kondenzacije antocijan-flavanol uz posredovanje acetaldehid izrazito su
favorizirane djelovanjem mikrooksigenacije. Naime, acetaldehid je metabolit kvasca, koji je
prisutan u vinu kao rezultat alkoholne fermentacije. Sama mikrooksigenacija potice stvaranje
acetaldehida oksidacijom etanola u prisutnosti polifenola, a vrlo sli¢ne reakcije odvijaju se i
tijekom starenja vina u hrastovim ba¢vama (Atanasova i sur., 2002; Fulcrand i sur., 2006).
Prema predlozenom mehanizmu, acetaldehid u strukturi karbokationa reagira s flavanolom (ili
taninom) na poloZaju C6 ili C8. Dehidratacijom flavanol-acetaldehida spoj prelazi u novi
karbokation koji reagira s antocijanom (na polozaju C8). Nastali spoj se stabilizira
deprotonacijom tvoreéi kinonsku bazu ljubi¢aste boje. U predlozenoj strukturi flavanol i
antocijan su povezani etilnim mostom. Produkti povezani etilnim mostom obic¢no podlijezu
polikondenzaciji ¢ime nastaju novi, polimerizirani pigmenti. Kasnije je demonstrirano da je

reakcija moguca i na polozaju C6 antocijana (Es-Safi i sur., 1999; Atanasova i sur., 2002).
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Slika 5. Reakcija kondenzacije izmedu katehina i malvidin-3-glikozida uz posredovanje
acetaldehida (Schmidtke i sur., 2011.)

Piranoantocijani nastaju reakcijom antocijana sa spojevima male molekulske mase
kao Sto su 4-vinilfenol, piruvat i flavonol (Castafieda-Ovando i sur., 2009). Za razliku od
antocijana, piranoantocijani su puno stabilniji pri razli¢itim pH-vrijednostima. Do strukture
piranoantocijana dolazi ciklizacijom izmedu C-4 ugljikova atoma i 9 hidroksilne grupe na
C-5 ugljikovom atomu ¢ime dolazi do stvaranja joS jednog aromatskog prstena koji daje
dodatnu stabilnost strukturi (Castaneda-Ovando i sur., 2009). Koncentacija piroantocijana
ovisi 0 koncentraciji antocijana, piruvata, acetaldehida, temperaturi, pH. Istrazivanja su
pokazala da je koncentracija piranoantocijana i hidroksifenil-piranoantocijana veca u

tretiranim vinima, Sto je povezano sa stabilizacijom boje.

Sinteza piranoantocijana moZze se odvijati na razli¢ite nacine, a s obzirom na produkte
nastanka razlikujemo Cetiri tipa reakcije. Ti produkti su hidroksifenil-piranoantocijani, flavanil-
piranoantocijani, karboksi-piranoantocijani i vinilpiranoantocijanski pigmenti. U reakcijama
kondenzacije antocijan-vinilfenol i antocijan-hidroksicimetna kiselina dolazi do sinteze
hidroksifenil-piranoantocijana. Ovi spojevi nastaju cikloadicijom etilenskog dijela molekule 4-
vinilfenola na polozaje C4 i C5 antocijana, ¢ime nakon oksidacije nastaje piranski prsten, po
¢emu su piranoantocijani i dobili ime. U reakcijama hidroksicimetne kiseline i antocijana,
nukleofilni C2 polozaj hidroksicimetne kiseline veze se na elektrofilni C4 polozaj antocijana te
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nastaje pozitivno nabijeni medu spoj, karbenijev ion. Hidroksilna skupina na polozaju C5
antocijana onda moze intramolekularno zarobiti karbenijev ion, tvoreéi piranski prsten. Konacni
produkt nastaje oksidacijom i dekarboksilacijom meduprodukta (Fulcrand i sur., 2006; Schwarz
i sur., 2003). Reakcijom kondenzacije antocijan-vinilflavanola nastaje flavanil-piranoantocijan.
Vinilflavanoli mogu nastati cijepanjem flavanol-etil-flavanol oligomera ili dehidracijom flavanol-
etanola. Mehanizam sinteze flavanil-piranoantocijana slican je mehanizmu sinteze
hidroksifenil-piranoantocijana (Mateus i sur., 2003; Moreno-Arribas i Polo, 2009). Karboksi-
piranoantocijani nastaju reakcijom kondenzacije antocijana i enolizaciji podloznih ketona i
aldehida koji su obicno sekundarni produkti metabolizma kvasca tijekom fermentacije. Jedan
od glavnih prekursora za ovaj tip reakcije kondenzacije je pirogrozdana kiselina (Moreno-
Arribas i Polo, 2009). Mehanizam ovog tipa kondenzacije takoder je slican mehanizmu sinteze
hidroksifenil-piranoantocijana. Prekursori za sintezu vinilpiranoantocijanskih pigmenata su
karboksi-piranoantocijani, vinilfenoli i vinilflavanoli. Prema predloZzenom mehanizmu nastanka
flavanil-vinilpiranoantocijanskih pigmenata karboksi-piranoantocijan reagira na C10 poloZaju s
vinilnom skupinom vinilflavanola. Zadnji korak u sintezi je odcjepljenje karboksilne skupine i
oksidacija, ¢ime nastaje plavi pigment (Mateus i sur., 2003).

U prvoj fazi mikrooksigenacije razina hidroksifenil-piranoantocijana u vinima se
smanjuje. Kasnije, razina hidroksifenil-piranoantocijana se povecava i doseZe razinu
hidroksifenil-piranoantocijana u kontroliranim vinima i nastavlja se povecavati kako se
povecava razina dodanog kisika. U krajnjem mjerenju, mikrooksigenizirana vina imaju
znatno vecu koli¢inu hidroksifenil-piranoantocijana od kontroliranih vina, iako u nekim

vinima tijekom starenja dolazi do smanjenja koncentracije hidroksifenil-piranoantocijana.
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3.2.2. Promjene u stupnju polimerizacije proantocijanidina

Flavanoli u grozdu postoje kao monomeri, ali kao oligomeri i polimeri. Proantocijanidini
se sintetiziraju u biljkama kao oligomeri ili polimeri flavan-3-ola u biosintetskom putu
flavonoida. (He i sur., 2008.) Glavne strukturne jedinice proantocijanidina su (+)-katehin i (-)-
epikatehin. Proantocijanidini pokazuju veliku raznolikost u strukturi, od jednostavnih dimera
do kompleksnih molekula. Polimeri od 80 jedinica su zabiljeZeni u pokoZici grozda.

U sjemenkama grozda pronadeni su proantocijanidini koji se sastoje samo od
procijanidina Cije su osnovne monomerne podjedinice (+)-katehin i (-)-epikatehin, i (-)-
katehin-galat, dok se u pokofZici groZzda nalaze procijanidini i prodelfinidini sastavljeni od (-)-
epigalokatehina. Proantocijanidini koji se nalaze u pokozici imaju veci stupanj polimerizacije u
odnosu na proantocijanidine sjemenke. Kemijska struktura proantocijanidina prikazana je na

slici 6.

Proantocijanidini su najve¢im djelom koncentrirani u sjemenci (80 %), zatim peteljci
(12 %) i pokozici (8 %). Koncentracija proantocijanidina u crvenom grozdu varira od 1-4 g/L
ovisno o sorti i procesu proizvodnje vina (Ribereau- Gayon i Stonestreet, 2006), a medu sorte
bogate proantocijanidinima ubrajamo Cabernet Sauvignon, Merlot i Pinot crni. S druge strane,
koncentracija pronatocijanidina u bijelom vinu znacajno je niza od one crnog vina (Teixeira i
sur., 2013).

Promjene u sastavu fenolnih spojeva povezane s proizvodnjom vina pocinju ekstrakcijom
ovih spojeva iz grozda u most prilikom presanja ili maceracije. Prilikom proizvodnje crnog vina
tijekom maceracije dolazi do ekstrakcije antocijana i proantocijanidina (tanini) iz grozda.
Ekstrakcija antocijana i proantocijanida iz pokoZice znacajno je brza od ekstrakcija
proantocijanida iz sjemenke. Ranija istrazivanja pokazala su kako maceracija na niskoj
temperaturi prije fermentacije povecava koncentraciju antocijana i proantocijanida u mostu.
Koli¢ina slobodnih antocijana se smanjuje ve¢ nakon nekoliko dana, obzirom da navedeni
spojevi sudjeluju u formiranju novih stabilnijih polimernih pigmenata Veli¢ina molekule
proantocijanidina proporcionalna je njihovoj trpkoéi, dok je smanjenje trpkoce tijekom

starenja rezultat su reakcija polimerizacije proantocijanidina i antocijana.

Dva su glavna procesa tijekom kojih dolazi do promjena u stupnju polimerizacije
proantocijanidina u vinima. Prvi je tipicno kiselinski katalizirano pucanje C-C veza, a drugi je
taloZenje polimera kada dosegnu toliku velicinu da viSe nisu topljivi. Na ovaj nacin tijekom

mikrooksigenacije i dozrijevanja dolazi smanjenja trpkoce (Figueiredo-Gonzales i sur., 2014).
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Slika 6. Kemijska struktura proantocijanidina (Anli i Cavuldak, 2012.)

Mikrooksigenacija promice polimerizaciju proantocijanidina, stoga je srednji stupanj
polimerizacije (mDP) mikrooksigeniranih vina veci od kontroliranih vina. Acetaldehid, koji moze
reagirati s taninima i formirati mostove izmedu tanina, moZe stvoriti makromolekularne
strukture i talog, Sto rezultira smanjenjem trpkoce. Ipak, kako bi se izbjegao razvoj viska

gorcine, dodavanje kisika mora biti kontrolirano.

Gambuti i sur. (2013) istrazili su utjecaj mikrooksigenacije na koncentraciju
proantocijanidina. U svom istrazivanju primijenili su dva rezima mikrooksigenacije. Prvo
doziranje kisika (MO1) sastojalo se od primjene 2 mL/L O, za 8 tjedana, a drugo doziranje
(MO2) od primjene 2 mL/L O; za 8 tjedana, nakon cega je uslijedila primjena 1,5 mL/L O>
za jos 8 tjedana (temperatura vina je 11,5 °C). Rezultati su pokazali najviSu koncentraciju
proantocijanidina nakon 3 mjeseca u vinu s primijenjenim MO1, dok je nakon 42 mjeseca

starenja u boci najveca je koncentracija proantocijanidina utvrdena kontrolnom vinu.
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3.3. Faktori koji utjecu na ishod mikrooksigenacije

3.3.1. Pocetne polifenolne karakteristike vina
Primjena mikrooksigenacije je najucinkovitija u vinima s ukupnim omjerom flavonoida i
antocijana pet naprema sedam. Za vina s nizim sadrzajem tanina moze se koristiti dodatak

egzogenih tanina.

3.3.2. Doza kisika

Doziranje kisika prilikom provodenja mikrooksigenacije vazno je uspjeSnost
mikrooksigenacije. Izuzetno je vazno da se prilikom provodenja mikrooksigenacije kisik uvodi
brzinom jednakom ili manjom od brzine kojom ga vino moze primiti kako ne bi doSlo do
nakupljanja otopljenog kisika. Pokusi s mikrooksigenacijom mladih vina pokazali su kako
pazljivo dozirana koli¢ina kisika u ranoj fazi proizvodnje vina smanjuje osjetljivost na oksidaciju
u kasnijem razdoblju dozrijevanja. Koncentracija dodanog kisika se izrazava u mililitrima na
litru vina mjesecno te ne moze biti unaprijed odredena ovisno o koncentraciji polifenola i
senzorskim karakteristikama vina. Preporucena doza kisika za crna vina pri temperaturi od
15 °C iznosi oko 1,5 mL/L.

3.3.3. Koncentracija SO

Jedna od specifi¢nih reakcija antocijana je reakcija sa SO,. Utjecaj sadrzaja SO na
mikrooksigenaciju je prikazan u reakcijama s H;0,, acetaldehidima ili aldehidima i
antocijanima, gdje se reakcije oksidacije i kondenzacije izmedu tanina i antocijana usporavaju.
Visok sadrzaj slobodnog SO: u vinu ograni¢ava ucinak mikrooksigenacije, Sto objasnjava zasto
je pocetak mikrooksigenacije prije jabucno-mlijeCne fermentacije toliko vazan. Reakcija

promjene boje antocijana zbog vezanja bisulfitnih iona prikazan je na slici 7.
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Slika 7. Reakcija promjene boje antocijana zbog vezanja bisulfitnih iona
(Ribereau-Gayon i Stonestreet, 2006)

3.3.4. Trenutak primjene

Kao sto je vec ranije u radu navedeno, trenutak primjene mikrooksigenacije je kljucan za
uspjesnost procesa. Naime, kasna primjena mikrooksigenacije se moze negativno odraziti na
kvalitetu vina. Mikrooksigenaciju je najbolje provesti prije alkoholne ili jabucno-mlijecne
fermentacije. Dodavanije kisika u pravom trenutku moZe smaniiti probleme fermentacije za
50 % i omogucava znatno bolju strukturu vina u ranoj fazi, Sto dovodi do boljeg konacnog

proizvoda.
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4. ZAKLJUCAK

Fenolni spojevi su vazne komponente vina zbog svoje visoke koncentracije i zbog klju¢ne
uloge koje imaju u determiniranju organoleptickih svojstava vina. Najvazniji polifenolni spojevi
u vinu su antocijani i tanini, buduci da su odgovorni za boju, strukturu i okus crnih vina.
Navedeni polifenolni spojevi, a posebice antocijani izrazito su nestabilni te tijekom proizvodnje
vina sudjeluju u brojnim reakcijama formiraju¢i kompleksne pigmente. Postoji nekoliko
mehanizama koji potvrduju formiranje novih pigmenata, a utvrdeno je kako primjena
mikrooksigenacije promovira reakcije izmedu antocijana i tanina s acetaldehidom te formiranje

piranoantocijana. Navedene reakcije odgovorne su stabilizaciju boje, kao i smanjenje trpkoce.

Pocetne polifenolne karakteristike vina, doza kisika, koncentracija sumporovog dioksida
kao i trenutak primjena su faktori koji znacajno utjecu na ishod mikrooksigenacije. Pokusi s
mikrooksigenacijom mladih vina pokazali su kako paZljivo dozirana koli¢ina kisika u ranoj fazi
proizvodnje vina smanjuje osjetljivost na oksidaciju tijekom dozrijevanja. Mikrooksigenacija
zapocinje prije fermentacije, a dodavanje kisika u pravom trenutku je bitno jer dovodi do boljeg

konacnog proizvoda.
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Koristio drugim izvorima, osim onih Koji su u njemu navedeni,
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