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1. UvVOD

Aromu vina ¢ini nekoliko stotina razli¢itih kemijskih spojeva, senzorskih pragova
detekcije u rasponu od 10* do 102 g L. Jedna je od najvaznijih karakteristika vina, a
konacna percepcija ovisi o mnoStvu kemijskih i1 fizikalnih reakcija prilikom same
konzumacije. Sastav arome vina ovisi o razli¢itim parametrima kao $to su sorta grozda,
tehnologija proizvodnje te na¢in ¢uvanja i dozrijevanja, a ovisno o fazama nastanka spojeve
arome mozemo podijeliti u tri velike skupine. Sortnu aromu c¢ine aromatski spojevi
porijeklom iz bobice grozda kao i prekursori arome te produkti kemijskih i enzimatsko-
biokemijskih reakcija nastali tijekom primarne obrade, a u najve¢oj mjeri karakteristika je
same sorte grozda. Aromu fermentacije predstavljaju sekundarni produkti metabolizma
kvasca i bakterija, dok se aroma starenja formira kroz razne enzimatske i fizikalne reakcije

tijekom dozrijevanja i skladiStenja vina u drvenoj bacvi ili boci.

Visoki hidrostatski tlak, kao netoplinska metoda obrade hrane, uslijed jednostavnosti
izvedbe, posljednjih se godina sve viSe primjenjuje u prehrambenoj industriji. Dosadasnja
istrazivanja pokazala su kako je primjena visokog hidrostatskog tlaka od 400 — 600 MPa u
proizvodnji  visokokvalitetnih  vina ucinkovita tehnika za redukciju nepozeljnih
mikroorganizama te moze pridonijeti smanjenju upotrebe sumporovog dioksida kao
antimikrobnog sredstva, a takoder i stabilizaciji proteina (bistrenjem) i brzem dozrijevanju
vina u drvetu ili bocama. Medutim, paralelno djelovanje tlaka na fizikalno-kemijske te
senzorske karakteristike vina znatno je slabije istrazeno, a posebice dugoro¢ni ucinak i
potencijal ove tehnologije kao eneloske prakse. Optimiziranje parameterara tretmana visokim
hidrostatskim tlakom klju¢no je kako bi se optimalnom kombinacijom duljine tretiranja i
jacine tlaka ocCuvala kvaliteta vina i smanjio gubitak aromatskih tvari u odnosu na gubitak pri
koriStenju konvencionalnih metoda stabilizacije vina, prvenstveno zbog puno nize

temperature rada.

Stoga ¢e se u ovom diplomskom radu istraziti djelovanje visokog hidrostatskog tlaka
od 200, 400 i 600 MPa kroz vremenski period od 5 i 25 minuta, na aromatski sastav mladog
bijelog vina Grasevina. Identifikacija i kvantifikacija spojeva arome provest ¢e se metodom
plinske kromatografije s masenom spektrometrijom uz mikroekstrakciju na Cvrstoj fazi
(SPME — GC/MS).



2. TEORIJSKI DIO

2.1. AROMA VINA

Aroma je rezultat interakcije izmedu kemijskog sastava i osjecaja okusa i mirisa kod
pojedinca. Aromu vina ¢ini vise stotina razli¢itih hlapivih spojeva, u rasponu koncentracija od
nekoliko ng L do nekoliko mg L. Udisajem kroz nos, ili retro-nazalno iz straznjeg dijela
grla hlapivi spojevi dolaze direktno do mirisnog epitela (Jackson, 2014), a upravo tim
podrazajem stvara se ziv€ani impuls, koji putuje njusnim zZivcem do centra za nastajanje

mirisa u velikom mozgu.

Udio svih hlapivih spojeva arome u vinu iznosi od 0,8 do 1,2 g L™, od ¢ega preko
50 % otpada na vise alkohole (Jackson, 2014). Senzorski pragovi detekcije pojedinih spojeva
arome medusobno se razlikuju i u rasponu su izmedu 10 do 10? g L, stoga neki spojevi
niske koncentracije mogu imati vrlo vaznu ulogu u percepciji arome, dok drugi spojevi visoke

koncentracije daju mali doprinos (Ribéreau-Gayon i sur., 2006).

Kompleksnost arome vina rezultat je razli¢itth mehanizama uklju¢enih u njen razvoj,
od metabolizma grozda, biokemijskih fenomena prije fermentacije (hidroliza i oksidacija) do
metabolizma kvasca te kemijskih i enzimatskih reakcija tijekom starenja vina (Ribéreau-
Gayon i sur., 2006). Fizikalni parametri, kao §to su polarnost, topljivost i pH, takoder utjecu
na razvoj arome, s obzirom da o njima ovisi stabilnost i struktura aromatskih tvari (Ortega-
Heras i sur., 2002). Potrebno je naglasiti da na samu aromu pojedinog vina velik utjecaj ima

regionalni karakter, klima i tlo, koji primarno utjecu na sortnu aromu.

Op¢éeprihvacena podjela spojeva arome S obzirom na faze nastajanja je: (i) sortna
aroma (aromaticni spojevi u grozdu i prekursori arome, produkti kemijskih i enzimatsko-
biokemijskih reakcija tijekom primarne obrade: ruljanje, muljanje, presanje, maceracija); (ii)
aroma fermentacije (produkti metabolizama kvasaca 1 bakterija: alkoholna 1 jabu¢no mlije¢na
fermentacija) te (iii) aroma starenja (enzimatske i fizikalne reakcije tijekom dozrijevanja i

skladiStenja u drvenoj bacvi ili boci).



2.1.1. Sortna aroma

Sortnu aromu ¢ine spojevi koji se formiraju jo$ u samoj bobici grozda te prelaze u most.
Dio tih spojeva nalazi se u slobodnom stanju u grozdu, a dio se formira tijekom vinifikacije iz
nehlapivih i nemirisnih prekursora koji prelaze u most (Ribéreau-Gayon i sur., 2006). Osim
sorte, ostali ¢cimbenici koji utjeCu na sortnu aromu su agroklimatski uvjeti, stupanj zrelosti
grozda u trenutku berbe, prinos te udio prekursora, odnosno spojeva s dusikom. Glavni
predstavnici sortne arome su: terpeni — vo¢na i cvjetna aroma, norizoprenoidi — slatka i vo¢na
aroma, metoksipirazini - zeljasta ili biljna aroma, miris na papriku, zemlju i krumpir, C6
aldehidi — miris po zelenom i travi te hlapivi tioli — cvjetni miris, banana, tropsko voée, Simsir

(Alvarez-Pérez i sur., 2012).
2.1.1.1. Terpeni

Terpeni su vazna skupina aromatskih spojeva koji su nositelji cvjetnih i vo¢nih nota.
Osnovna jedinica svih terpena je izopren (2-metilbuta-1,3-dien), koji se sastoji od 5 C atoma
(Jackson, 2014). Ovi spojevi uglavnom pripadaju dvjema velikim skupinama, monoterpenima
(10 C atoma), ili seskviterpenima (15 C atoma) (Ribéreau-Gayon i sur., 2006). Postoje jos
diterpeni (20 C atoma) i triterpeni (30 C atoma) (Jackson, 2014). Iz vina je izolirano oko 50
monoterpenskih spojeva (Jackson, 2014). Terpeni se akumuliraju u pokozici bobice grozda,
ali i u mesu (Hardie i sur., 1996). Vecina ih sadrzi neku funkcionalnu skupinu, od kojih
prevladava hidroksilna skupina, §to ih ¢ini alkoholima, dok su ostali ketoni. Tu su jo§ i
terpenski oksidi, ciklicke strukture, koji uz osnovnu izoprensku jedinicu sadrze molekulu
kisika, ¢ime nastaje C-O-C veza, to jest ciklicki eter (Jackson, 2014). NajizraZeniji miris ima
linalool, monoterpenski alkohol, nositelj muskatne i cvjetne arome po irisu (Jackson, 2014).
Od ostalih monoterpenskih alkohola znacajni su nerol, geraniol, citronelol, hotrineol te a-
terpineol. Djeluju sinergisti¢ki s drugim tvarima arome, ¢ime pojacavaju njihov ucinak te su
glavni nositelji arome u vinu i grozdu muskatnih sorti (Ribéreau-Gayon i sur., 2006). Podjela
bijelih sorti grozda s obzirom na udio terpena je sljedeca: aromati¢ne muskatne sorte do 6 mg
L1 monoterpena, nemuskatne aromatiéne sorte 1 — 4 mg L™ monoterpena te nearomati¢ne
sorte, koje sadrze zanemariv udio monoterpena. Senzorski prag detekcije terpena iznosi 50 do
400 pug L (Ribéreau-Gayon i sur., 2006), dok je senzorski prag osjetljivosti linaloola svega
25 ng L (Gomez-Miguez i sur., 2007).



2.1.1.2. Norizoprenoidi

Oksidativnom degradacijom karotenoida, terpena od 40 C atoma, nastaju derivati od 9,
10, 11, ili 13 C atoma. Derivati s 13 C atoma, takozvani Cyz-norizoprenoidi imaju izrazena
mirisna svojstva (Ribéreau-Gayon i sur., 2006). Ti sekundarni metaboliti formirani u grozdu i
akumulirani u obliku glikozida, oslobadaju se tijekom razli¢itih faza proizvodnje i
skladiStenja vina (Swiegers i sur., 2005). Udio norizoprenoida u grozdu povecava se zrenjem.
Senzorski prag detekcije iznosi od 40 — 60 ng L do ¢ak 800 ng L (Ribéreau-Gayon i sur.,
2006).

2.1.1.3. Metoksipirazini

Metoksipirazini su heterociklicki spojevi s duSikom proizvedeni metabolizmom
aminokiselina (Ribéreau-Gayon i sur., 2006). Na udio metoksipirazina u grozdu utjece niz
faktora, kao Sto su sunceva svjetlost, temperatura i stupanj zrelosti, ali najve¢i utjecaj na
konacan udio ima stupanj sinteze u listu te stupanj prelaska u bobicu kao i stupanj raspada
pod djelovanjem svjetlosti i temperature. Najznacajnije predstavnike karakterizira miris
zelene paprike, Sparoge i zemljanih tonova. Senzorski prag detekcije vrlo je nizak, od 1 do 2
ng L (Jackson, 2014).

2.1.1.4. C6 aldehidi

U grozdu se stvara nekoliko vrsta aldehida vaznih za sortnu aromu, a mogu nastati i
tijekom alkoholne fermentacije. Medutim za sortnu aromu znacajni su heksanali i heksenali,
prirodno prisutni u grozdu i lis¢u vinove loze (Jackson, 2014). Tijekom alkoholne
fermentacije veéina ih se reducira do heksanola. Povezuju se s travnatim i biljnim aromama
(Ribéreau-Gayon i sur., 2006), a senzorski prag osjetljivosti im je oko 1 mg L, $to zna&i da

nemaju znacajan utjecaj na aromu.
2.1.1.5. Hlapivi tioli

Tioli su organski spojevi koji sadrze tiolnu, odnosno sulfhidrilnu -SH skupinu vezanu za
atom ugljika. Dodijeljen je im je i naziv merkaptani, zbog sposobnosti vezanja Zive i tvorbe
netopivih zivinih soli. Nositelji su arome citrusa i grejpa tipi¢ne za Sauvignon (Jackson,
2014). Prisutni su u grozdu u obliku cisteinskih i glutationskih konjugata, a otpustaju se
tijekom alkoholne fermentacije djelovanjem enzima kvasaca (Swiegers i sur., 2005). Senzorski

pragovi detekcije ovih spojeva su u rasponu od 3 do 60 ng L™ (Tominaga i sur., 1998).



2.1.2. Aroma fermentacije

Glavnina arome vina formira se tijekom alkoholne fermentacije Secera djelovanjem
kvasaca. Za razliku od spojeva sortne arome, koji se nalaze u istom obliku i u grozdu i u vinu,
nositelji arome fermentacije nastaju kao sporedni produkti primarnog metabolizma kvasca,
ovisno o uvjetima u kojima se fermentacija odvija (Swiegers i sur., 2005). Naime, kvasci
metaboliziraju Secer pri ¢emu dolazi do nastajanja etanola, CO> te sekundarnih produkata
(glicerol, visi alkoholi, esteri, organske kiseline, acetaldehid, itd.). Aroma fermentacije ovisi 0
brojnim ¢imbenicima kao $to Su soj kvasca, temperatura fermentacije i maceracije, duljina i
tip maceracije, metoda vinifikacije, dodatak sumporovog dioksida i koncentracija Kisika. U
konacnici, fermentacija olaksSava ekstrakciju prekursora iz krutih dijelova grozda zaostalih u
mostu te metabolizmom kvasca dolazi do znacajnog povecanja kompleksnosti ukupne arome
vina (Swiegers i sur., 2005). Primjerice, na samom pocetku fermentacije udjeli visih alkohola,
acetata i etilnih estera iznose redom 47 %, 37% i 13 %, dok se uslijed povecanja
koncentracije alkohola i smanjenja aktivnosti kvasaca, ukupan udio hlapivih spjeva na kraju

fermentacije smanjuje (Ribéreau-Gayon i sur., 2006).
2.1.2.1. Karbonilni spojevi

Acetaldehid (aldehid) nastaje oksidacijom alkohola, razgradnjom aminokiselina, ili
autooksidacijom masnih kiselina te ¢ini preko 90 % ukupnih aldehida u vinu. Koncentracija
ovog spoja je u rasponu od 10 mg L™ do 300 mg L, a senzorski prag osjetljivosti je 100 mg
L (Swiegers i sur., 2005). Aroma hlapivih aldehida opisuje se kao miris trule jabuke, citrusa
i orasastih plodova (Swiegers i sur., 2005). Acetaldehid je glavni sporedni proizvod alkoholne
fermentacije. Budu¢i da se moze transportirati natrag u stanice kvasca i reducirati u etanol,
koncentracija ovog spoja pri kraju fermentacije opada (Jackson, 2014). S druge strane,
tijekom dozrijevanja koli¢ina acetaldehida Sse povecava kao rezultat oksidacije etanola, a
smatra se da i temperatura moze utjecati na akumulaciju tijekom starenja (Swiegers i sur.,
2005). Nadalje, benzaldehid je aldehid bademastog ili orasastog mirisa, Koji sudjeluje u
formiranju ,,bouqueta‘ vina. Moze nastati razgradnjom lignina iz drveta hrastovih bacvi,
oksidacijom benzil alkohola, ili putem metabolickog djelovanja nekih sojeva kvasaca i
Botrytis cinereae (Jackson, 2014). Sljedec¢i vazan karbonilni spoj u vinu je diacetil (keton),
koji nastaje jabuc¢no-mlijecnom fermentacijom pomocéu bakterija mlijecne kiseline, kao
sporedni proizvod pri razgradnji Secera (heksoza i1 pentoza) pri Cemu nastaje piruvat i

acetolaktat — prekursor diacetila, ili pri razgradnji citrata pri ¢emu nastaje octena kiselina i



oksaloctena kiselina — drugi prekursor diacetila. Medutim, diacetil nije stabilan spoj i kvasac
S. cerevisiae metabolizira ga do 2,3-butandiola i intermedijera acetoina. Stoga konacan udio u
vinu ovisi o ravnotezi brzine nastajanja i brzine degradacije diacetila (Swiegers i sur., 2005).
Cimbenici koji utje¢u na nastanak su pH, kisik, temperatura i koncentracija jabucne kiseline,
ali i soj bakterija mlije¢ne kiseline (Swiegers i sur., 2005). Karakteristicna aroma diacetila je
aroma maslaca. Pri koncentracijama nizim od 5 mg L™ aroma se opisuje kao ora3asta i przena,
dok u koncentracijama znacajno iznad senzorskog praga poprima miris pokvarenog mlijeka,

Sto je posljedica kvarenja uzrokovanog bakterijama mlijecne kiseline (Jackson, 2014).
2.1.2.2. Esteri

Esteri su spojevi koji nastaju reakcijom karboksilne skupine organske Kkiseline i
hidroksilne skupine alkohola. Od svih funkcionalnih spojeva u vinu, esteri su najzastupljeniji,
a otkriveno je vise od 160 spojeva. Ovi spojevi odgovorni su za svjezu, voénu aromu vina.
Esteri mogu biti prisutni ve¢ u samom grozdu, medutim vecina nastaje tijekom fermentacije
djelovanjem kvasca (Swiegers i sur., 2005). Obzirom na strukturu razlikujemo jednolancane
(alifatske) i cikli¢ke (polifenolne) estere (Jackson, 2014). Vecina estera u vinu se nalazi tek u
tragovima, pa stoga nemaju znacajan ucinak na aromu, osim etilnih i acetatnih estera (alifatski
esteri), koji se nalaze na ili iznad granice osjetljivosti (Jackson, 2014). Koncentracije estera u

vinima kre¢u se od ispod 0,1 mg L™ do nekoliko mg L.

Etilni esteri masnih kiselina nastaju esterifikacijom etanola s acetil-CoA, uz enzim
aciltransferazu te imaju vrlo ugodan miris voska i meda, ¢ime doprinose fino¢i bijelih vina
(Ribéreau-Gayon i sur., 2006). Neki kratkolanéani etilni esteri razgranatih masnih kiselina,
kao $to je i-butanoat, mogu se direktno sintetizirati, ili nastati deaminacijom aminokiselina
(Miller i sur., 2007). Nasuprot acetatnim esterima, etil esteri zadrzavaju se u stanicama kvasca
pa je na kraju fermentacije koncentracija u vinu ispod ravnotezne konstante. Medutim,
zahvaljuju¢i vec¢oj koli¢ini etanola i prisutnosti razli¢itih kiselina u vinu, dolazi do polagane
sinteze etil estera tijekom starenja (Ribéreau-Gayon i sur., 2006). Zajedno s acetatnim

esterima, doprinose tipi¢noj cvjetnoj 1 vo¢noj aromi mladih vina (Jackson, 2014).

Etil butanoat karakterizira ugodan voéni mirisa po jabukama i breskvama. Senzorski
prag osjetljivosti ovog spoja iznosi 20 pg L™ (Escudero i sur., 2007), a koncentracija u suhim
vinima je oko 0,41 = 0,05 mg L™ (Swiegers i sur., 2005). Nadalje, jedan od najpozeljnijih

estera u vinu, etil heksanoat (Cheng i sur., 2015), nositelj je cvjetno-voéne i arome po anisu,



ali i arome po jabuci i banani (Lambrechts i Pretorius, 2000). Senzorski prag osjetljivosti etil
heksanoata je 5 pg L (Cheng i sur., 2015), a udio u suhim vinima oko 1,06 + 0,19 mg L*
(Swiegers i sur., 2005). Sljedeci vazan spoj iz skupine etilnih estera je etil oktanoat, a osim
drugih cvjetno-voénih aroma ovaj spoj posebno karakterizira miris kruske (Jackson, 2014).
Koncentracija u suhim vinima iznosi 2,11 + 0,49 mg L (Swiegers i sur., 2005), a senzorski
prag osjetljivosti iznosi 580 pg L™ (Escudero i sur., 2007), iz éega je vidljivo da ima veliku
ulogu u formiranju ukupne arome vina. Etil dekanoat ester je cvjetno-vocne, slatkaste arome.
Senzorski prag osjetljivosti iznosi 200 pg L (Cheng i sur., 2015). Udio u suhim vinima svega
je 0,56 + 0,06 mg L (Swiegers, 2005). Dietil sukcinat posljednji je vazan spoj iz skupine
etilnih estera, a nositelj je vo¢no-cvjetne arome i arome po dinji (Lambrechts i Pretorius,
2000). Senzorski prag osjetljivosti je 200 mg L™ (Escudero i sur., 2007), a udio u vinima od
0,13 do 31,5 mg L™ (Escudero i sur., 2007).

Acetatni esteri nastaju esterifikacijom octene kiseline i etanola ili viSih alkohola.
Karakterizira ih miris banane i jabuke pa se nazivaju jo$ i voéni esteri. Koncentracija
acetatnih estera u vinu pri kraju fermentacije veca je od njihovih ravnoteznih konstanti, stoga
dolazi do pomaka reakcije u smjeru produkata, odnosno do hidrolize acetatnih estera na
alkohole i octenu kiselinu, a reakciju pospjesuje visa temperatura i nizak pH (Ramey i Ough,
1980). Starenjem u bocama takoder dolazi do sniZenja koncentracije estera pa se preporuca

skladiStenje pri nizim temperaturama (Jackson, 2014).

Jedan od najznacajnijih spojeva iz skupine acetatnih estera je etil acetat, a ovisno o
koncentraciji moze utjecati pozitivno, ili negativno na ukupnu aromu vina. Primjerice,
ukoliko je prisutan u koncentraciji od 50 — 100 mg L doprinosi kompleksnosti arome, dok u
koncentracijama veéim od 150 mg L™ ima nepoZeljan miris po laku za nokte (Jackson, 2014).
Manja koli¢ina nastaje fermentacijom, dok glavnina nastaje djelovanjem aerobnih octenih
bakterija starenjem u ba¢vama (Ribéreau-Gayon i sur., 2006). Senzorski prag osjetljivosti je
oko 160 mg L (Ribéreau-Gayon i sur., 2006), dok je udio u suhim vinima uglavnom oko 85
+ 13 mg L (Swiegers i sur., 2005). Nadalje, sljedeéi predstavnik ove skupine je i-butil acetat.
Nositelj je voéne arome i arome po banani i jabuci, ¢iji senzorski prag detekcije iznosi 1,6 mg
L (Peinado i sur., 2004), a udio u suhim vinima oko 0,07 + 0,04 mg L™ (Swiegers i sur.,
2005). Nadalje, i-amil acetat, jedan je od najznacajnijih acetatnih estera koji znacajno
pridonosi aromatskom profilu vina. Specificnog je vo¢nog mirisa po banani (Ribéreau-Gayon
i sur., 2006). Senzorski prag osjetljivosti vrlo je nizak i iznosi 0,03 mg L (Escudero i sur.,
2007), zbog ¢ega ima vaznu ulogu u formiranju arome. Udio u suhim vinima nalazi se u
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rasponu od 2,37 + 0,62 mg L (Swiegers i sur., 2005). Heksil acetat nositelj je arome po
jabuci, tresnji i kruski. Senzorski prag osjetljivosti iznosi 670 ug L (Cheng i sur., 2015), dok
je udio u suhim vinima oko 0,14 + 0,14 mg L™ (Swiegers i sur., 2005), ¢ime ne doprinosi
znacajnije ukupnoj aromi vina. Posljednji vazan spoj iz ove skupine je 2-feniletil acetat, ¢ija
se slatka nota posebno istice u mladim bijelim vinima (Campo i sur., 2005). Navedeni ester
daje cvjetno-voénu aromu po ruzi i medu (Gomez-Miguez i sur., 2007). Senzorski prag
osjetljivosti ovog spoja je 250 pg L™t (Gomez-Miguez i sur., 2007), a udio u suhim vinima
oko 0,21 + 0,05 mg L (Swiegers i sur., 2005).

2.1.2.3. Visi alkoholi

Visi alkoholi su alkoholi s vise od dva ugljikova atoma. Mogu nastati anaboli¢kim
putem, pretvorbom iz ugljikohidrata preko piruvata i acetil-CoA kao prekursora ili
katabolickim putem transformacijom aminokiselina prisutnih u vinu. Ova reakcija odvija se
djelovanjem FAD* dehidrogenaze, koja oksidira aminokiseline u iminokiseline. Slijedi
hidroliza nastalih iminokiselina u a-ketokiseline, a zatim dolazi do aktivacije dekarboksilaze
uz koenzim tiamin-pirofosfat (TPP). Na taj nacin iz leucina nastaje i-amil alkohol, a iz i-

leucina opticki aktivan amil alkohol s asimetri¢nim ugljikom (Ribéreau-Gayon i sur., 2006).

Niz ¢imbenika kao $to su soj kvasca, udio aminokiselina, koncentracija etanola,
temperatura fermentacije, pH mosSta, aeracija, udio krutih dijelova, sorta grozda, stupanj
zrelosti i maceracija, utje¢u na njihovu koncentraciju u vinu (Swiegers i sur., 2005). Visi
alkoholi imaju snaZan miris i okus, koji znaCajno utjeCe na karakter i okus vina. Pri
koncentracijama nizim od 300 mg L™ pridonose aromati¢nosti vina, dok koncentracije iznad
400 mg L utjedu negativno na kvalitetu vina (Swiegers i sur., 2005). Veéi sadrzaj u vinima
moze biti 1 rezultat mikrobioloskog kvarenja posredstvom kvasaca i bakterija, ali tada amil
alkohol poprima preizrazen miris (Ribéreau-Gayon i sur., 2006). Tijekom dozrijevanja,
reagiraju¢i s organskim kiselinama pridonose formiranju estera u vinu (Rapp i Giintert, 1986).
Generalno gledajuci, visi alkoholi ¢ine 50 % ukupnih aromatskih spojeva vina, isklju¢ujuci
etanol. Najznacajniji su ravnolancani alkoholi: 1-propanol, i-butanol (2—metil-1—propanol), i-
amil alkohol (2-metil-1-propanol), amil alkohol (2—metil-1-butanol), 1-heksanol i ciklicki: 2-

fenil etanol (najvazniji fenolni alkohol) (Jackson, 2014).

Najvazniji visi alkohol u vinima je ve¢ spomenuti i-amil alkohol. Udio je opéenito u

rasponu od 45 do 490 mg L (Lambrechts i Pretorius, 2000), a senzorski prag osjetljivosti



iznosi 30 mg L (Escudero i sur., 2007). U niZim koncentracijama (< 300 mg L) ima
slatkastu aromu (Gomez-Miguez i sur., 2007) i aromu na marcipan. 1-heksanol visi je alkohol
koji daje vinima miris po travi i zelenom (Jackson, 2014). Udio u vinima iznosi 0,3 — 12 mg
L1, dok je senzorski prag detekcije 5,2 mg L (Swiegers i sur., 2005). 2-fenil etanol
posljednji je vazan spoj iz skupine viSih alkohola. Karakterizira ga aroma ruze, meda, i
ljiljana. Zbog svog mirisa po ruzi, smatra se jedinim uvijek poZeljnim vi§im alkoholom za
aromu vina (Ribéreau-Gayon i sur., 2006). Koncentracije 2-fenil etanola u vinima su 10 — 100
mg L (Lambrechts i Pretorius, 2000), a senzorski prag osjetljivosti je 14 mg L (Gomez-
Miguez i sur., 2007).

2.1.2.4. Hlapivi fenoli

Tijekom alkoholne fermentacije moze do¢i do dekarboksilacije fenolnih Kkiselina
posredstvom kvasca roda Brettanomyces/Dekkera pri ¢emu nastaju hlapivi fenoli (Lambrechts
i Pretorius, 2000). Esteri hidroksicimetne kiseline, naro¢ito kumarinske i ferulinske, glavni su
prekursori hlapivih fenola (Jackson, 2014). Vinil fenoli i etil fenoli najznacajniji su
predstavnici. Povezuje ih se s neugodnim mirisima kao $to su medicinski, miris po S§tali,

konjskom znoju te misjem urinu (Swiegers i sur., 2005).

2.1.3. Aroma starenja

Dozrijevanjem i skladistenjem vina, u boci ili hrastovim ba¢vama, stvara se ,,bouquet”
vina, ili aroma starenja, kroz razne enzimatske i fizikalne reakcije. Naime, ,,bouquet* vina
nastaje oksidacijom spojeva sortne arome ili kemijskom i fizikalnom ekstrakcijom
komponenti drveta. Prema tome, razlikujemo oksidativnu aromu i aromu drveta. U hrastovim
,barrigue “ ba¢vama vino poprima miris drveta, vanilije, dima ili za¢ina. Za aromu vanilije
zasluzan je aldehid vanilin (Ribéreau-Gayon i sur., 2006). Takoder, specifi¢cnim kemijskim
reakcijama izmedu aminokiselina i Se€era nastaju spojevi melanoidi 1 visi aldehidi (furfural 1
oksimetilfurfural). Dio nastalih aldehida ulazi u reakcije s odredenim alkoholima pri ¢emu
nastaju acetali, hlapivi spojevi vrlo ugodnog mirisa. Primjerice, dimetil sulfid (DMS) je vazan
spoj vrlo pozitivnog utjecaja na aromu bijelih vina skladistenih u bocama, a manjeg na aromu

crnih vina, ¢iji senzorski prag iznosi 0,04 — 0,06 mg L (Jackson, 2014).



2.2. VISOKI HIDROSTATSKI TLAK

Prva komercijalna upotreba visokog hidrostatskog tlaka zapocela je u Japanu 1990-ih
godina, a danas je jedna od najvaznijih netoplinskih metoda procesiranja hrane. Visoki
hidrostatski tlak alternativna je metoda toplinskom konzerviranju hrane, ¢ija primjena
omogucava smanjenje broja mikroorganizama uz minimalni utjecaj na kvalitetu hrane.
Primjerice, djelovanjem visokog tlaka moguce je inaktivirati bakterije Salmonella spp.,
Escherichia coli i Listeria monocytogenes kao naj¢es¢e uzroénike mikrobioloskog kvarenja
tekucih i poluteku¢ih proizvoda (Koutchma, 2014.). Glavne prednosti ove tehnologije su
trenutacno i homogeno djelovanje te mogucnost vrlo Siroke primjene netoplinske obrade
(Koutchma, 2014.).

2.2.1. Princip visokog hidrostatskog tlaka

Obrada visokim hidrostatskim tlakom ukljucuje tlakove od 100 do 1000 MPa, s ili bez
uvodenja topline izvana, a proces se sastoji od tretiranja pakirane ili nepakirane hrane tlakom

u kucistu uredaja (Koutchma, 2014.).

Princip djelovanja visokog hidrostatskog tlaka temelji se na izostatskom pravilu — tlak
djeluje u svim tockama istovremeno i istom silom, neovisno o veli¢ini i obliku. Sukladno
tome, tlak se prenosi trenutacno i jednoli¢no kroz uzorak bez obzira jesu li tlak i uzorak u
direktnom ili indirektnom kontaktu (uzorak u ambalaZzi). Vrijeme rada ne ovisi o volumenu
uzorka (Koutchma, 2014.). Kao tla¢no-prijenosni mediji koriste se obi¢na voda, etanol ili

propilen-glikol (Koutchma, 2014.).

Zrak, voda 1 hrana podlijezu adijabatskom zagrijavanju tijekom kompresije, odnosno
hladenju tijekom dekompresije. Adijabatska toplina kompresije je trenutna volumetrijska
temperaturna promjena materijala tijekom kompresije ili dekompresije. Voda ima najnizi
stupanj porasta temperature tijekom kompresije, oko 3 °C za 100 MPa pri 25 °C (Koutchma,
2014). Pretpostavka je da vecina hrane visokog sadrzaja vlage ima termodinamicka svojstva
slicna onima vode. Slika 1 prikazuje ocekivani profil tlaka i temperature tijekom procesiranja
hrane visokim hidrostatskim tlakom. Vrijeme potrebno za dostizanje tlaka od 600 MPa je oko
2 min. Uslijed adijabatskog zagrijavanja u ku¢istu uredaja dolazi i do zagrijavanja hrane. No

tijekom procesa temperatura unutar kucista uredaja uravnotezuje se sa zadanom temperaturom
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rada. Po zavrSetku rada dolazi do adijabatskog hladenja, takoder stopom od 3 °C za svakih
100 MPa (Augusto i sur., 2018).

Temperatura (°C)
| Tlak (MPa)

-----------------------------------

fffffff

t1 t2 Vrijeme (min) 3 t4

Slika 1. Ocekivani profil tlaka i temperature tijekom obrade hrane visokim hidrostatskim
tlakom (Augusto i sur., 2018)

2.2.2. Djelovanje visokog hidrostatskog tlaka na hranu

Ucinak visokog hidrostatskog tlaka na hranu slijedi Le Chatelierovo nacelo: svaki
sustav pod djelovanjem neke sile tezi umanjiti silu koja na njega djeluje. Tako su u sustavu
hrane promjene kao $to su mijenjanje molekulske konfiguracije ili faze, odnosno odvijanje
neke kemijske reakcije, poprac¢ene smanjenjem volumena, proporcionalno s povecanjem tlaka
(Gupta i Balasubramaniam, 2012). Volumen vode i hrane bazirane na vodi pri 600 MPa moze

se smanjiti do 15 %, zbog Cega se koristi fleksibilna ambalaza.

Visoki hidrostatski tlak uzrokuje pucanje ionskih veza, sto dovodi do smanjenja
volumena, a istovremeno pridonosi stabilizaciji vodikovih veza (Koutchma, 2014.). Vazno je
istaknuti kako kovalentne veze ne podlijezu promjenama (Linton i Patterson, 2000). Dakle,

visoki hidrostatski tlak remeti trodimenzionalnu strukturu veéih molekula ili stanié¢nih
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struktura (proteini, enzimi, lipidi, stanicne membrane), ali nema efekt na male kovalentno
vezane molekule (vitamini, pigmenti, tvari arome) (Linton i Patterson, 2000). Strukturalne
promjene Cesto su povezane s promjenom teksture i kljuéne su za inaktivaciju
mikroorganizama i enzima. Inaktivacijom enzima spreCava se oksidacija peroksida i

enzimatsko posmedivanje hrane (Augusto i sur., 2018).

2.2.3. Utjecaj visokog hidrostatskog tlaka na vino

Upotreba visokog hidrostatskog tlaka u enologiji relativno je nova metoda, dok je
utjecaj, a posebice dugorocni potencijal ove tehnologije kao enoloske prakse potrebno ispitati.
Visoki hidrostatski tlak u najvecoj mjeri Koristi se za inaktivaciju nepoZzeljnih
mikroorganizama u vinu te inaktivaciju enzima i to najc¢esce pri tlakovima od 400 — 600 MPa.
Tako je primjerice primjenom tlaka od 200 — 500 MPa moguce inaktivirati bakterije i kvasce
u crnom i bijelom vinu i to bez znacajnog utjecaja na senzorske karakteristike vina (Buzrul,
2012; Mok i sur., 2006).

Obzirom na antimikrobno djelovanje, novija istrazivanja sugeriraju mogucénost
primjene visokog hidrostatskog tlaka kao alternativnog postupka dodatku sumporovog
dioksida. Naime, sumporov dioksid je zbog svojih jakih antisepti¢kih i antioksidativnih
svojstava najce$ce koriSten aditiv u vinarstvu. Medutim, navedeni aditiv kod osjetljivih
pojedinaca moze izazivati alergijske reakcije te imati negativan u¢inak na zdravlje, zbog Cega
se upotreba sumporovog dioksida nastoji smanjiti. Ranija istrazivanja sugeriraju moguénost
primjene visokog hidrostatskog tlaka s optimalnom kombinacijom tlaka, vremena i
temperature kao alternativne tehnologije dodatku sumporovog dioksida (Delfini i sur., 1995;
Santos i sur., 2013), medutim utjecaj ove tehnologije na fizikalno-kemijske te senzorske

karakteristike vina je vrlo slabo istrazen.

Visoki hidrostatski tlak pokazao se i kao dobra alternativa tradicionalnim tehnikama
mikrobioloske stabilizacije kao §to je filtracija ili pasterizacija (visoka temperatura, kratko
vrijeme) u kontroli Brettanomyces/Dekkera spp. u crnim vinima (Morata i sur., 2012). Naime,
Brettanomyces/Dekkera spp. stvaraju hlapive fenole negativnih mirisa, a smatra se da
primjena visokog hidrostatskog tlaka, za razliku od navedenih tradicionalnih tehnika nema

negativan utjecaj na senzorska svojstva vina.
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Odabir tlaka, vremena tretiranja te duljine dozrijevanja vina nakon tretiranja imaju
klju¢nu ulogu u definiranju fizikalno-kemijskih te senzorskih karakteristika tretiranih vina
(Santos i sur.,, 2013; Santos i sur., 2016). Studija o zajednickom utjecaju Vvisokog
hidrostatskog tlaka i ,,ipsa“ (komadici tostiranog hrasta) pokazala je kako duljina tretmana
ima znacajniju ulogu od visine primijenjenog tlaka (Tao i sur., 2016). Nadalje, utvrdeno je da
tretman visokim tlakom od 400 — 500 MPa tijekom 5 minuta na crnom vinu utjee na
fizikalno-kemijske i senzorske karakteristike vina tijekom dozrijevanja, a u prvom redu na
formiranje pigmenata narancastog obojenja te smanjenje ukupnog udjela polifenola i
antocijana uslijed intenzivnih reakcija polimerizacije (Santos i sur., 2012). Drugim rije¢ima,
tretman visokim hidrostatskim tlakom potice, odnosno ubrzava kemijske reakcije dozrijevanja
vina, a intenzitet navedenih promjena postaje sve izrazeniji s duljinom dozrijevanja (Santos i
sur., 2013). Istrazivanje provedeno na nesulfitiranom bijelom vinu tretiranom tlakovima od
425 1 500 MPa tijekom 5 min, tijekom godine dana skladistenja u boci pokazalo je kako je
pravi utjecaj tretmana visokog tlaka vidljiv tek nakon 6 mjeseci skladistenja, pri cemu je u
tretiranim vinima nakon godinu dana skladiStenja doslo do intenziviranja reakcija
posmedivanja, smanjenja udjela polifenola te formiranja arome ,,kuhanog voca®. Takoder,
smanjenje udjela slobodnih aminokiselina te povecanje udjela furana u tretiranim uzorcima
pokazalo je kako tretman visokim hidrostatskim tlakom ubrzava Maillardove reakcije tijekom

perioda dozrijevanja i skladi$tenja vina (Santos i sur., 2013).

Tao i sur. (2012) utvrdili su kako tretman visokim hidrostatskim tlakom od 650 MPa
ve¢ nakon 15 minuta ima utjecaj na kromatske karakteristike i polifenolni sastav vina Syrah,
dok je tretman u trajanju od dva sata znacajno utjecao na smanjenje intenziteta boje i udjela
ukupnih polifenola, antocijana, tanina i flavonola. Takoder, senzorskom analizom utvrdeno je
kako tretman od 659 MPa tijekom dva sata moze utjecati na smanjenje kiselosti, trpkoce i
gorcine, ali istodobno i na smanjenje voénosti crnog vina, iako znacajniji utjecaj na ukupnu
kvalitetu vina nije utvrden. Ipak, obzirom na navedeno ne preporuca se primjena Visokih

tlakova (> 600 MPa) kroz dugo vrijeme (> 1 h) (Tao i sur., 2012).

Istrazivanje Tabilo-Manizaga i sur. (2014) provedeno na bijelom vinu Sauvignon
blanc pokazalo je kako primjena visokog hidrostatskog tlaka osim mikrobioloske kontrole i
stabilnosti, ima pozitivan utjecaj na stabilnost proteina vina. Proteini su u vinu prisutni u
obliku koloida i imaju vaznu ulogu u koloidnoj stabilizaciji i bistro¢i bijelih vina (Sauvage i

sur., 2010). Mutnoca i talog formiran uslijed denaturacije proteina nepozeljne su mane vina,
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koje se uklanjaju postupcima stabilizacije kao §to su: dodatak bentonita, poviSenje (80 °C / 8
h) ili sniZzenje temperature (do tocke smrzavanja), dodatak tanina ili ultrafiltracija. Visoki
hidrostatski tlak pokazao se kao dobra alternativa navedenim postupcima. Utvrdeno je kako
tretman visokim hidrostatskim tlakom ne djeluje na kovalentne veze, uslijed ¢ega primarna
struktura ostaje nepromijenjena, dok sekundarna, tercijarna i kvartarna struktura podlijezu
promjenama (Tabilo-Manizaga i sur., 2014). Strukturne promjene proteina vina uzrokovane
tretmanom od 450 MPa u trajanju od 3 i 5 minuta rezultirale su pobolj$anjem termalne

stabilnosti vina te sprjeCavanjem pojave mutnoce vina tijekom dozrijevanja i skladiStenja.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJAL
3.1.1 Uzorci vina

Za izradu ovog diplomskog rada koriSteno je vino sorte GraSevina, berba 2016,
Erdutski vinogradi d.o.o., u kojem je ispitan utjecaj visokog hidrostatskog tlaka na sastav

arome. Fizikalno-kemijski sastav vina prikazan je u tablici 1.

Tablica 1. Osnovni fizikalno-kemijski sastav vina GraSevina

Parametar Grasevina
Alkohol (vol %) 11,4
Ukupna kiselost (g L vinske kiseline) 51
Hlapiva kiselost(g L™ octene kiseline) 0,31
Reducirajuéi $eceri (g L™) 2,8

pH 3,37
Jabuéna kiselina (g L™?) 1,2
Mlije¢na kiselina (g L) 0,3
Ukupni sumporov dioksid (mg L™?) 19
Slobodni sumporov dioksid (mg L™?) 78

3.1.2. Kemikalije

Za analizu spojeva arome koriSteni standardi i reagensi bili su pro chromatography

stupnja Cistoce.

= Natrijev klorid - Carlo Erba, Vale de Reuil, Francuska

= n-amil alkohol- Fluka, Kemika, Zagreb, Hrvatska
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3.1.3. Oprema i aparatura

» Uredaj za visoki tlak: FPG7100 Stansted Fluid Power Iso-lab High Pressure System;
Stansted Fluid Power Ltd., Harlow, Essex, UK

= Plasti¢ne bocice volumena 100 mL

= Plasti¢ne vrecice za vakuumiranje, Jarden Consumer Solutions, Chesire, UK

» Uredaj za vakuumiranje, Besser Vacuum SRL, Dignano, Italija

= Analiticka vaga, Metler Toledo (+ 0,0001 g), Columbus, OH, SAD

= Termostat, Inkolab, Zagreb, Hrvatska

= 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

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

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

=  Magnet

= Mikropipeta, 10-100 pL, Eppendrof, Hauppauge, NY, SAD

=  HSS bocice, 20 mL, Restek, Bellefonte, PA, USA

= Silikonski ¢epovi za HSS bocice, Diiren, Njemacka
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3.2. METODE
3.2.1. Tretiranje vina visokim hidrostatskim tlakom

Tretiranje vina visokim hidrostatskim tlakom provedeno je na uredaju Stansted Fluid
Power Ltd, koji radi Sarzno, a maksimalni tlak koji moZe generirati je 1000 MPa. Princip
metode baziran je na tlaku koji djeluje na materijal istom silom u svim to¢kama, a prenosi se
u kucistu uredaja, volumena 2000 mL, kroz tla¢no-prijenosni medij, propilen glikol. Uzorci
vina GraSevina tretirani su hidrostatskim tlakovima od 200, 400 i 600 MPa, u trajanju od 5 i
25 min (tablica 2), a svaki navedeni tretman proveden je u tri paralele. Kontrolni uzorak je

uzorak vina Grasevina koji nije bio tretiran visokim tlakom.

Postupak:

U plasti¢nu bocicu otpipetirati 100 mL uzorka vina. Boc€icu zatvoriti navojnim ¢epom
i staviti u plasti¢nu vrecicu te vakumirati. Tako pripremljen uzorak dalje staviti u cilindar
uredaja za tretman visokim hidrostatskim tlakom. Tretiranje zapoceti nakon postizanja

zeljenog tlaka (tablica 2).

Tablica 2. Parametri tretiranja visokim hidrostatskim tlakom

Sortavina  Tlak (MPa) Vrijeme (min)

GraSevina 200 5
Grasevina 200 25
Grasevina 400 5
Grasevina 400 25
Grasevina 600 5
Grasevina 600 25
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3.2.2. Odredivanje spojeva sortne i fermentacijske arome vina plinskom kromatografijom s

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

Odredivanje spojeva arome [terpeni (linalool), karbonilni spojevi (benzaldehid), etilni
esteri (etil butanoat, etil heksanoat, etil oktanoat, etil dekanoat, dietil sukcinat), acetatni esteri
etil acetat, i-butil acetat, i-amil acetat, heksil acetat, 2-feniletil acetat) i visi akoholi (1-
heksanol, i-amil alkohol, 2-fenil etanol)] provedeno je primjenom plinske kromatografije s
masenom detekcijom (GC/MS) uz prethodnu mikroekstrakciju na ¢vrstoj fazi (SPME).

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

se to¢na koncentracija u mg L.

GC/MS analiza:

Kromatografska kolona: BP20 (50 m x 220 um x 0,25 um), SGE Analytical Science,

Victoria, Australija
Uvjeti rada plinskog kromatografa (GC / MS):

= Temperatura injektora: 250 °C

= Temperatura detektora: 280 °C

= Temperaturni program: 40 °C, 5 min— 200 °C, 3 °C/min — 240 °C, 30 °C min*
= Pokretna faza: Helij

= Protok pokretne faze: 1,2 mL min?

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

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

minuta.

Slika 2. Princip mikrotekstrakcije na ¢vrstoj fazi — SPME vlakno (Kataoka i sur. 2000)

Identifikacija i kvantifikacija spojeva arome:

Identifikacija spojeva arome [terpeni (linalool), karbonilni spojevi (benzaldehid), etilni
esteri (etil butanoat, etil heksanoat, etil oktanoat, etil dekanoat, dietil sukcinat), acetatni esteri
etil acetat, i-butil acetat, i-amil acetat, heksil acetat, 2-feniletil acetat) i visi akoholi (1-

heksanol, i-amil alkohol, 2-fenil etanol)] provedena je usporedbom retencijskih vremena
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spojeva s retencijskim vremenima standarda te usporedbom masenih spektara spojeva s

masenim spektrima u Nist05 knjiznici masenih spektara.

Kvantifikacija navedenih spojeva arome provedena primjenom bazdarnih krivulja
pripadajuc¢ih standarda. Analiza svakog uzorka provedena je u duplikatu, a dobiveni rezultati
izrazeni su u mg L. Racunalna brada dobivenih kromatograma provedena je u programu
Enhanced ChemStation (Agilent Technologies), a analiza rezultata u programu Microsoft
Excel 2016.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu ispitan je utjecaj tretmana visokog hidrostatskog tlaka primjenom
tlakova od 200, 400 i 600 MPa tijekom 5 i 25 minuta tretiranja na sastav arome mladog vina

GraSevina.

Analiza arome provedena je plinskom kromatografijom u kombinaciji s masenom
spektrometrijom uz prethodnu mikroekstrakciju na ¢vrstoj fazi (SPME — GC/MS), pri ¢emu je
identificirano i kvantificirano 15 hlapivih spojeva arome [terpeni (linalool), karbonilni spojevi
(benzaldehid), etilni esteri (etil butanoat, etil heksanoat, etil oktanoat, etil dekanoat, dietil
sukcinat), acetatni esteri (etil acetat, i-butil acetat, i-amil acetat, heksil acetat, 2-feniletil

acetat) i visi akoholi (1-heksanol, i-amil alkohol, 2-fenil etanol)].

Dobiveni rezultati su prikazani na slikama 3 — 17, u obliku grafova za svaki pojedini

spoj i to kao srednja vrijednost koncentracije tri repeticije uz standardnu devijaciju (n=3).
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4.1. Utjecaj visokog hidrostatskog tlaka na koncentraciju terpena

Koncentracije najznacajnijeg monoterpenskog alkohola linaloola u kontrolnom
(netratriranom) vinu te u uzorcima vina tretiranim visokim hidrostatskim tlakom (200, 400 i

600 MPa tijekom 5 i 25 minuta) prikazane su na slici 3.
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Slika 3. Utjecaj razlicitih procesnih varijabli visokog hidrostatskog tlaka na koncentraciju

linaloola u vinu Grasevina

Usporedbom koncentracija kontrolnog netretiranog vina i tretiranih uzoraka, vidljivo
je je kako je tretman visokim hidrostatskim tlakom od 200 MPa u trajanju od 5 i 25 minuta
pridonio blagom smanjenju koncentracije linaloola. Duljina tretiranja kod navedenog
tretmena nije imala znacajniji utjecaj, obzirom da su dobivene sli¢ne koncetracije nakon 5 i 25
minuta tretiranja, odnosno koncentracija linaloola nakon tretiranja pri 200 MPa tijekom 5
minuta bila je tek neznato visa od one utvrdene pri istom tlaku i duljini od 25 minuta tretiranja

(slika 3). Identican trend utvrden je i kod vina tretiranog visokim hidrostatskim tlakom od 400
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MPa u trajanju od 5 i 25 minuta, a dobivene koncentracije bile su tek neznato nize od

vrijednosti dobivenih kod vina tertiranih nizim tlakom.

Znacajniji pad koncentracije linaloola uocen je pri tretmanu od 600 MPa i to ve¢ pri
duljini tretiranja od 5 minuta, dok su najizrazenije promjene u koncentraciji linaloola uo¢ene
nakon 25 minuta tretiranja (slika 3). Dobiveni rezultati pokazuju kako primjena visokog
hidrostatskog tlaka nije znacajnije utjecala na koncentraciju terpena, odnosno linaloola u vinu
Grasevina, osim kod najviSe vrijednosti primijenjenog tlaka (600 MPa). Dosadasnja

istrazivanja ne navode uc¢inak visokog hidrostatskog tlaka na koncentraciju terpena u vinima.

4.2. Utjecaj visokog hidrostatskog tlaka na koncentraciju karbonilnih spojeva

U skupini karbonilnih spojeva, identificiran je i kvantificiran benzaldehid. Rezultati
utjecaja razli¢itih procesnih parametara visokog tlaka (200, 400 i 600 MPa tijekom 5 i 25

minuta) na koncentraciju ovog spoja prikazani su na slici 4.
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Slika 4. Utjecaj razlicitih procesnih varijabli visokog hidrostatskog tlaka na koncentraciju

benzaldehida u vinu GraSevina
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Tretman visokim hidrostatskim tlakom od 200 MPa nije znaajnije utjecao na
koncentraciju benzaldehida u usporedbi s kontrolnim netretiranim uzorkom, a takoder razlike
medu tretmanima od 5 i 25 minuta nisu utvrdene. Nadalje, koncentracije odredene u vinu
tretiranom tlakom od 400 MPa nesto su nize od onih u kontrolnom uzorku te u uzorcima
tretiranim tlakom od 200 MPa. Kod tretmana od 400 MPa, duljina tretiranja pokazala je
znacajan utjecaj na koncentraciju benzaldehida. Naime, nakon 5 minuta tretiranja uocene su
blago nize koncentracije ovog spoja, medutim nakon 25 minuta dobivene su znacajne razlike
izmedu kontrolnog i tretiranog uzorka. Takoder, tretiranje vina visokim hidrostatskim tlakom
od 600 MPa tijekom 5 i1 25 minuta znacajno je utjecalo na sniZenje koncentracije

benzaldehida u tretiranom vinu (slika 4).

U ovom istrazivanju utvrdeno je trenutacno smanjenje koncentracija benzaldehida i to
odmah po zavrSetku samog tretmana. S druge strane, ranija istrazivanja pokazala su kako
tijekom vremena dozrijevanja dolazi do povecanja koncentracije ovoj spoja. Primjerice,
povisenje koncentracije aldehida 10 — 15 puta utvrdeno je tijekom dozrijevanja u uzorcima
tretiranim tlakom od 425 i 500 MPa u usporedbi s netretiranim vinima bez sumpora. Naime,
tretiranje vina visokim hidrostatskim tlakom uzrokuje povecéanje udjela aldehida te ubrzavanje
Maillardovih reakcija, a navedene promjene postaju izrazene tijekom odredenog vremena
dozrijevanja (Santos i sur., 2015). Medutim, ucinak visokog hidrostatskog tlaka na
koncentraciju samog benzaldehida, ali i drugih karbonilnih spojeva, potrebno je jos istraziti.

4.3. Utjecaj visokog hidrostatskog tlaka na koncentraciju estera

Esteri su najveca skupina aromatskih spojeva u vinu, a glavni su nositelji cvjetno-

voéne arome vina nastale fermentacijom (Jackson, 2014).

Rezultati utjecaja razli¢itih procesnih parametara visokog tlaka (200, 400 i 600 MPa

tijekom 5 i 25 minuta) na koncentraciju etilnih estera prikazani su na slikama 5 — 9.

Od ukupno pet identificiranih i kvantificiranih etilnih estera (etil butanoat, etil
heksanoat, etil oktanoat, etil dekanoat i dietil sukcinat) u analiziranom uzorku vina Grasevina,
prvi je eluiran etil butanoat. 1z rezultata prikazanih na slici 5 vidljivo je da je visoki
hidrostatski tlak inducirao blagi pad koncentracije etil butanoata, dok je intenzitet navedene

promjene ovisio 0 intenzitetu procesnih parametara. Tako primjerice tretman visokog
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hidrostatskog tlaka od 200 MPa gotovo da nije imao utjecaj na smanjenje koncentracije, a
rezultati analize nakon 5 i 25 minuta su identi¢ni. U¢inak tlaka od 400 MPa ne razlikuje se od
ucinka tlaka od 200 MPa. Rezultat djelovanja visokog hidrostatskog tlaka kroz 5 minuta
podudara se s rezultatima tretmana od 200 MPa, dok je rezultat pri 25 minuta zanemarivo nizi
u odnosu na prvi tretman od 5 minuta. Posljednji tretman s najvisim hidrostatskim tlakom od
600 MPa slijedi trend blagog snizenja koncentracije, pri ¢emu je navedena promjena u
koncentraciji kod duljeg tretmana od 25 minuta bila nesto izrazenija (slika 5). Etil butanoat u
analiziranim uzorcima vina nalazi se znatno iznad senzorskog praga osjetljivosti te uvelike
doprinosi cvjetnoj i voénoj aromi estera, a visoki hidrostatski tlak nije uzrokovao promjene u

koncentraciji ovog spoja, osim kod tretmana od 600 MPa i vremena tretiranja od 25 minuta.
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Slika 5. Utjecaj razlicitih procesnih varijabli visokog hidrostatskog tlaka na koncentraciju etil

butanoata u vinu GraSevina

Koncentracije etil heksanoata u kontrolnom (netretiranom) vinu te u uzorcima vina
tretiranim visokim hidrostatskim tlakom (200, 400 i 600 MPa tijekom 5 i 25 minuta)

prikazane su na slici 6. Obzirom na kontrolu, visoki hidrostatski tlak od 200 MPa nije
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znaCajnije utjecao na smanjenje koncentracije etil heksanoata, iako je utvrdena vrlo mala
razlika izmedu tretmana od 5 i 25 minuta, i to u korist prvoga. Koncentracije odredene nakon
tretiranja tlakom od 400 MPa, takoder su zanemarivo manje U usporedbi s kontrolnim vinom.
Nadalje, koncentracija etil heksanoata odredena nakon primjene tlaka od 400 MPa u vremenu
od 5 minuta bila je jednaka onoj odredenoj nakon 25 minuta tretiranja pri uvjetima nizeg
tlaka. Takoder, oba tretmana od 600 MPa utjecala su na blagi pad koncentracije, posebice
tretman od 25 minuta. Etil heksanoat u analiziranim uzorcima vina nalazi se znatno iznad
senzorskog praga osjetljivosti te stoga uvelike doprinosi cvjetnoj i voénoj aromi estera, a

visoki hidrostatski tlak nije uzrokovao znacajnije promjene u koncentraciji ovog spoja.
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Slika 6. Utjecaj razlicitih procesnih varijabli visokog hidrostatskog tlaka na koncentraciju etil

heksanoata u vinu GraSevina

U sastavu etil oktanoata (slika 7) nakon tretiranja visokim hidrostatskim tlakom uoceni
su vrlo sli¢ni trendovi kao kod etil butanoata. Najblazi tretman od 200 MPa rezultirao je tek
blagim smanjenjem koncentracije, pri ¢emu je vidljiva mala razlika izmedu tretmana razlicite

duljine. Djelovanjem tlaka od 400 MPa dobivene su nesto nize koncentracije, $to je posebno
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bilo izraZzeno nakon 25 minuta tretiranja. Santos i sur. (2015) utvrdili su kako se udio estera u
bijelom vinu tretiranom visokim hidrostatskim tlakom nakon dva mjeseca skladistenja u
bocama smanjio, gdje su odredene 2 puta nize koncentracije etil oktanoata, odnosno 6 — 9
puta nize koncentracije etil dekanoata u odnosu na netretirano vino. Rezultati ovog
diplomskog rada pokazuju vidljiv trend smanjenja koncentracije ve¢ pri tlaku od 400 MPa,
dok tlak od 600 MPa rezultira znacajnim padom koncentracije te su u skladu s navedenim

istrazivanjem (Santos i sur., 2015).
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Slika 7. Utjecaj razlicitih procesnih varijabli visokog hidrostatskog tlaka na koncentraciju etil

oktanoata u vinu Grasevina

Koncentracije etil dekanoata u kontrolnom (netratriranom) vinu te u uzorcima vina
tretiranim visokim hidrostatskim tlakom (200, 400 i 600 MPa tijekom 5 i 25 minuta)
prikazane su na slici 8. Tretiranjem tlakom od 200 MPa nisu utvrdene znac¢ajnije promjene u
koncentraciji ovog spoja, dok su vrijednosti odredene nakon 25 minuta tretiranja bile tek
neznatno niZe U odnosu na vrijednosti dobivene nakon krac¢eg tretman od 5 minuta. Nesto nize

koncentracije od onih odredenih kod uzoraka tretiranih tlakom od 200 MPa, dobivene su u
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vinima tretiranim tlakom od 400 MPa i to bez razlike u koncentracijama izmedu tretmana od
51 25 minuta. S druge strane, u vinima tretiranim tlakom od 600 MPa uoceno je znacajno
smanjenje u koncentraciji etil dekanoata, pri ¢emu Su promjene u vinu tretiranom 25 minuta
bile izrazenije u odnosu na kra¢e (5 minuta) tretirano vino. Snizenje koncentracije etil
dekanoata od 6 — 9 puta u vinima tretiranim visokim hidrostatskim tlakom nakon dva mjeseca
skladistenja u bocama potvrdeno je u ranijim istrazivanjima (Santos i sur., 2015), a dobiveni

rezultati u skladu su s navedenim.
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Slika 8. Utjecaj razlicitih procesnih varijabli visokog hidrostatskog tlaka na koncentraciju etil

dekanoata u vinu GraSevina

Posljednji etilni ester, identificiran i kvantificiran metodom plinske kromatografije s
masenom spektrometrijom na ¢vrstoj fazi (SPME — GC/MS), je dietil sukcinat. Iz prikazanih
rezultata (slika 9) vidljivo je kako navedeni spoj prati trend snizenja koncentracije nakon
tretiranja visokim hidrostatskim tlakom. Potrebno je pri tome napomenuti kako su veé pri
najblazim uvjetima tretiranja od 200 MPa kroz 5 minuta uo¢ene promjene u koncentraciji

ovog spoja. Naime, tretiranje vina visokim hidrostatskim tlakom neovisno o odabranim
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procesnim parametrima tako je uzrokovalo sniZenje koncentracije, dok razlike u
koncentracijama izmedu tretmana nisu utvrdene. Dobiveni rezultati pokazuju kako je medu
odredenim etilnim esterima dietil sukcinat pokazao najvecu osjetljivost pri tretiranju vina

visokim hidrostatskim tlakom.
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Slika 9. Utjecaj razli¢itih procesnih varijabli visokog hidrostatskog tlaka na koncentraciju

dietil sukcinata u vinu GraSevina

Na osnovu obradenih rezultata (slike 5 — 9) vidljivo je kako promjene u sastavu etilnih
estera ovise 0 odabranim parametrima tretiranja visokim hidrostatskim tlakom. Primjena tlaka
od 200 MPa uzrokovala je neznatne promjene u koncentraciji etilnih estera, bez vecih razlika
izmedu vremenski razli¢itih tretmana. Tlak od 400 MPa doveo je do nesto veceg Smanjenja
koncentracije, koji je uglavnom bio izraZzeniji kod duljeg vremena tretiranja. S druge strane
znacajan pad vidljiv je kod svih etilnih estera tek pri tretmanima od 600 MPa, a posebice pri
tretmanu od 25 minuta. Generalno, glavnina etilnih estera nalazi se u koncentracijama znatno

iznad senzorskog praga te visoki hidrostatski tlak u vinu Grasevina ¢ak i u uvjetima najviseg
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tlaka i duljine tretiranja (600 MPa / 25 minuta) nije utjecao na pad koncentracije ispod praga

osjetljivosti.

U kontrolnom i tretiranim uzorcima vina Grasevina metodom plinske kromatografije s
masenom spektrometrijom na ¢vrstoj fazi (SPME — GC/MS) identificirano je i kvantificirano
pet acetatnih estera (etil acetat, i-butil acetat, i-amil acetat, heksil acetat, 2-feniletil acetat), a
dobiveni rezultati prikazani su na slikama 10 — 14. Acetatni esteri zajedno s etilnim esterima
doprinose cvjetno-voc¢noj aromi vina, ali se za razliku od njih nalaze u vinu u nes$to manjim
koncentracijama, odnosno u koncentracijama koje su na ili neznatno iznad senzorskog praga

osjetljivosti.

Najzastupljeniji ester medu acetatnim esterima u vinu Grasevina bio je etil acetat, koji
je pozitivno utjecao na kompleksnost cvjetno-voéne arome svih (netretiranog i tretiranih)
vina, budu¢i da je bio zastupljen u koncentracijama ispod senzorskog praga osjetljivosti.
Tretman tlakom od 200 MPa djelovao je vrlo malo na koncentraciju ovog spoja, dok su
razlike izmedu tretmana od 5 i 25 minuta bile neprimjetne. Nadalje, tretiranje tlakom od 400
MPa imalo je neznatno jac¢i ucinak od tretmana s nizim tlakom, s neSto izrazenijim
promjenama nakon duljeg tretmana, ali bez znacajnih razlika obzirom na kontrolni netretirani
uzorak vina. Takoder, koncentracija odredena nakon tretiranja najvisim tlakom od 600 MPa
tijekom 5 minuta nije se razlikovala od koncentracije odredene pri prethodnom tretmanu od
400 MPa kroz 25 minuta. Medutim, nakon tretmana tlakom od 600 MPa u vremenu od 25
minuta, u analiziranom uzorku vina Grasevina doslo je do znacajnog pada koncentracije etil
acetata (slika 10).
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Slika 10. Utjecaj razlicitih procesnih varijabli visokog hidrostatskog tlaka na koncentraciju

etil acetata u vinu GraSevina

Tretiranje vina visokim hidrostatskim tlakom nije imalo znacajan ucinak na
koncentraciju etil acetata, osim kod tretmana od 600 MPa tijekom 25 minuta. Dobiveni
rezultati poklapaju se s istrazivanjem Morata i sur. (2012) koji su takoder utvrdili izrazito
male razlike u koncentraciji etil acetata izmedu uzoraka tretiranih razli¢itim parametrima
visokog hidrostatskog tlaka i kontrolnog vina. Sli¢ne rezultate dobili su Briones-Labarca i sur.
(2017) koji su proveli istrazivanje o utjecaju visokog hidrostatskog tlaka na enoloske
karakteristike i karakteristike kvalitete mladih bijelih vina Sauvignon blanc. Navedena studija
pokazala je kako tretiranje vina tlakovima od 300, 400 i 500 MPa kroz 5 i 10 minuta, ne

utjece na znacajne promjene u udjelu etil acetata.

i-butil acetat u samom kontrolnom uzorku pa tako i u tretiranim (200, 400 i 600 MPa
tijekom 5 i 25 minuta) uzorcima je utvrden u koncentracijama ispod senzorskog praga

osjetljivosti, a utjecaj navedenih tretmana prikazan je naslici 11.
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Slika 11. Utjecaj razli¢itih procesnih varijabli visokog hidrostatskog tlaka na koncentraciju i-

butil acetata u vinu Grasevina

Tlak od 200 MPa u vremenu od 5 i 25 minuta nije imao nikakav ucinak na
koncentraciju spomenutog spoja u analiziranom vinu. Stoga, moze se zakljuciti kako tretiranje
vina Grasevina tlakom od 200 MPa ne utjeCe na promjenu koncentracije i-butil acetata.
Rezultati dobiveni nakon primjene tlaka od 400 MPa podudaraju se s rezultatima dobivenim
nakon tretiranja tlakom od 200 MPa i to u oba slucaja. Takoder, tretiranje tlakom od 600 MPa
kroz 5 minuta nije utjecalo na promjenu koncentracije, medutim tretman od 600 MPa u
vremenu od 25 minuta uzrokovao je pad koncentracije (slika 11).

i-amil acetat jedan je od najznacajnijih acetatnih estera s niskim senzorskim pragom
detekcije, koji znacCajno pridonosi cjelokupnoj aromi vina. Stoga je utjecaj razlicitih
tehnoloskih tretmana na koncentraciju ovog spoja iznimno vazan. Na slici 12 prikazan je
utjecaj razlicitih procesnih varijabli visokog hidrostatskog tlaka na koncentraciju ovog spoja u

vinu GraSevina.
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Slika 12. Utjecaj razli¢itih procesnih varijabli visokog hidrostatskog tlaka na koncentraciju i-

amil acetata u vinu GrasSevina

Koncentracija odredena odmah nakon tretiranja visokim hidrostatskim tlakom od 200
MPa kroz 5 minuta bila je tek neznatno niza od one odredene u kontrolnom uzorku. Takoder,
tijekom 25 minuta tretiranja pri istom tlaku nije doslo do smanjenja koncentracije ovog spoja.
Nadalje, djelovanje tlakom od 400 MPa rezultiralo je tek blagim padom koncentracije, a kao i
pri nizem tlaku, razlike izmedu tretmana od 5 i 25 minuta nisu utvrdene. Najnize
koncentracije i-amil acetata dobivene su u uzorcima tretiranim tlakom od 600 MPa i to
tijekom 25 minuta. Dobiveni rezultati u skladu su s istrazivanjem Briones-Labarca i sur.
(2017) gdje je utvrdeno kako visoki hidrostatski tlak (300, 400 i 500 MPa kroz 5 i 10 minuta)
nema znacajan utjecaj na koncentraciju i-amil acetata u mladom bijelom vinu Sauvignon
blanc.

Koncentracije heksil acetata u kontrolnom (netratriranom) vinu te u uzorcima vina
tretiranim visokim hidrostatskim tlakom (200, 400 i 600 MPa tijekom 5 i 25 minuta)
prikazane su na slici 13. Rezultati dobiveni ve¢ nakon prvog tretmana od 200 MPa kroz 5
minuta pokazuju znacajan pad koncentracije ovog spoja, a sli¢ne vrijednosti dobivene su i

nakon 25 minuta tretiranja vina pri istom tlaku. PoviSenjem tlaka kod tretmana od 400 MPa,
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trend pada koncentracije se nastavlja, dok primjena tlaka od 600 MPa rezultira najznacajnijim
padom koncentracije heksil acetata. Koncentracije odredene u vinima tretiranim sa 600 MPa
tijekom 5 i 25 minuta bilu su znacajno nize od vrijednosti odredenih u kontrolnom uzorku

vina GraSevina.
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Slika 13. Utjecaj razlicitih procesnih varijabli visokog hidrostatskog tlaka na koncentraciju

heksil acetata u vinu GraSevina

Rezultati utjecaja razli¢itih procesnih parametara visokog hidrostatskog tlaka (200,
400 1 600 MPa tijekom 5 i 25 minuta) na koncentraciju 2-fenil acetata prikazani su na slici 14.
Tretman tlakom od 200 MPa kroz 5 te 25 minuta kao i 400 MPa kroz 5 minuta nije utjecao na
promjene u koncentraciji 2-fenil acetata. Blago nize koncentracije odredene su u uzorcima
tretiranim s 400 MPa kroz 25 minuta, kao i 600 MPa kroz 5 i 25 minuta. Iz prilozenog je
vidljivo kako navedeni tretmani visokim hidrostatskim tlakom nisu znacajnije utjecali na

promjene u koncentraciji 2-fenil acetata.
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Slika 14. Utjecaj razli¢itih procesnih varijabli visokog hidrostatskog tlaka na koncentraciju 2-

fenil acetata u vinu GraSevina

Na osnovu obradenih rezultata (slike 10 — 14) vidljivo je kako promjene u sastavu
acetatnih estera, sliéno ranije utvrdenom trendu za etilne estere, ovise 0 odabranim
parametrima tretiranja visokim hidrostatskim tlakom. Tretiranje visokim hidrostatskim tlakom
utjecalo je na blago snizenje koncentracije ovih spojeva, no ipak zna¢ajne promjene pojedinih
acetatnih estera uocene Su samo u vinima tretiranim tlakom od 600 MPa. Iz navedenog
mozemo zakljuciti kako primjena niZih tlakova od 200 1 400 MPa ima veliki potencijal za

upotrebu u razli¢itim tehnoloSkim postupcima obrade vina.

4.4. Utjecaj visokog hidrostatskog tlaka na koncentraciju visih alkohola

Visi alkoholi ¢ine oko 50 % svih aromatskih spojeva u vinima i znacajno doprinose
ukupnoj aromi vina (Jackson, 2014). U ovom radu identificirana 1 kvantificirana su 3 viSa

alkohola (1-heksanol, i-amil alkohol, 2-fenil etanol). Rezultati utjecaja razli¢itih procesnih
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parametara visokog hidrostatskog tlaka (200, 400 i 600 MPa tijekom 5 i 25 minuta) na

koncentraciju visih alkohola prikazani su na slikama 15 — 17.

Koncentracije 1-heksanola u kontrolnom (netretiranom) vinu te u uzorcima vina

tretiranim visokim hidrostatskim tlakom prikazane su na slici 15. Za razliku od prethodno

analiziranih spojeva, koncentracija 1-heksanola se pod utjecajem visokog hidrostatskog tlaka

blago povecala. Tretiranje vina tlakom od 200 i 400 MPa tijekom 5 i 25 minuta nije znacajnije

utjecalo na povecanje koncentracije navedenog spoja. Takoder, tretiranjem tlakom od 600

MPa tijekom 5 minuta dobiven je slican trend. S druge strane, tretiranje tlakom od 600 MPa

tijekom 25 minuta utjecalo je na znaajno povecanje koncentracije 1-heksanola u vinu

GraSevina.
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Slika 15. Utjecaj razlicitih procesnih varijabli visokog hidrostatskog tlaka na koncentraciju 1-

heksanola u vinu Grasevina

Fenomen povecanja udjela 1-heksanola objasnjava ¢injenica da tijekom starenja dolazi

do redukcije heksanal i heksenal oblika u 1-heksanol, koja se pocCinje odvijati ve¢ tijekom
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alkoholne fermentacije (Ribéreau-Gayon i sur., 2006). Pretpostavka je stoga da visokKi

hidrostatski tlak zapravo ubrzava te reakcije redukcije.

Rezultati utjecaja razlic¢itih procesnih parametara visokog hidrostatskog tlaka (200,
400 i 600 MPa tijekom 5 i 25 minuta) na koncentraciju i-amil alkohola prikazani su na slici
16. i-amil alkohol najzastupljeniji je visi alkohol u vinu Grasevina, a u velikoj mjeri doprinosi
kompleksnosti ukupne arome vina buduéi da je prisutan u koncentraciji iznad senzorskog

praga osjetljivosti.
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Slika 16. Utjecaj razlicitih procesnih varijabli visokog hidrostatskog tlaka na koncentraciju i-

amil alkohola u vinu Gra$evina

Tretiranje vina visokim hidrostatskim tlakom, kao i kod 1-heksanola, djelovalo je na
povecéanje koncentracija i-amil alkohola. Najblazi tretmani od 200 MPa kroz 5 i 25 minuta
rezultirali su tek blagim porastom koncentracije u tretiranom vinu u odnosu na kontrolu.
Takoder, primjenom tlakova od 400 i 600 MPa doslo je do daljnjeg porasta koncentracije.
Takoder, rezultati dobiveni nakon duljeg djelovanja navedenih tlakova u trajanju od 25
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minuta bili su veé¢i od onih nakon 5 minuta djelovanja. Najznacajnija promjena u
koncentraciji i-amil alkohola u odnosu na kontrolno netretirano vino uocena je u vinu
tretiranom sa 600 MPa tijekom 25 minuta. Obzirom da i-amil alkohol nastaje razgradnjom
SeCera 1 aminokiselina te je opcepoznato da se starenjem povecava koncentracija visih
alkohola u vinima, moze se zaklju€iti da je visoki hidrostatski tlak djelovao pozitivno na

ubrzanje tih reakcija.

Nadalje, na slici 17 vidljiv je trend porasta koncentracije 2-fenil etanola uslijed
djelovanja visokog hidrostatskog tlaka, kao i kod prethodna dva viSa alkohola. VisoKi
hidrostatski tlak od 200 MPa nije znacajnije utjecao na koncentraciju 2-fenil etanola. Nadalje,
tlak od 400 MPa doveo je do nesto veCeg porasta koncentracije u odnosu na kontrolu i
rezultate dobivene nakon tretiranja nizim tlakom, s minimalnim razlikama izmedu tretmana
od 5 i 25 minuta. Oc¢ekivano, primjena visokog hidrostatskog tlak od 600 MPa rezultirala je
najintenzivnijim promjenama, odnosno porastom koncentracije navedenog spoja. Rezultat
dobiven nakon djelovanja tog tlaka u vremenu od 5 minuta blizi je rezultatima izmjerenim
nakon tretmana tlakom od 400 MPa, dok je primjena tlaka od 600 MPa tijekom 25 minuta

znacajno utjecala na povecanje koncentracije 2-fenil etanola.
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Slika 17. Utjecaj razli¢itih procesnih varijabli visokog hidrostatskog tlaka na koncentraciju 2-

fenil etanola u vinu Gra$evina

Rezultati ovog istrazivanja potvrduju prethodna istraZzivanja o utjecaju visokog
hidrostatskog tlaka na sastav visih alkohola. Briones-Labarca i sur. (2017) tretirali su vino
Sauvignon Blanc tlakovima od 300, 400 i 500 MPa kroz 5 i 10 minuta te utvrdili kako
navedeni tretmani nisu znacajno utjecali na razlike u koncentraciji visih alkohola. Morata i
sur. (2012) pokazali su kako su razlike izmedu razli¢ito tretiranih uzoraka zapravo vrlo male i

neprimjetne potrosacima.

Santos i sur. (2016) proveli su senzorsku analizu vina tretiranog visokim hidrostatskim
tlakom te utvrdili kako aroma tretiranog vina ima izrazeniji mirisa po kuhanom vocu i miris
sumpora te manji udio vo¢nih aroma nego netretirano vino. Tretmani tlakom od 600 MPa
utjecali su na pojavu metalnog mirisa, dok tretmani pri nizim tlakovima nisu uzrokovali
navedene negativne promjene. Navedeni rezultati slazu se s prethodnim rezultatima
istrazivanja skladiStenja crnih (Santos i sur., 2013) i bijelih vina (Santos i sur., 2015),
proizvedenih bez dodatka sumporovog dioksida, tretiranih tlakovima od 425 i 500 MPa kroz 5
minuta, koji su takoder pokazali ve¢i udio arome po kuhanom vocu u odnosu na netretirani
kontrolni uzorak. Takoder, upotrebom nizih tlakova postignuta je mikrobioloska stabilnost i
zeljeni uCinak, a da pri tome nije doSlo do promjena u sastavu arome. Stoga visoki
hidrostatski tlak, kao metoda netoplinske obrade vina, ima velik potencijal za upotrebu u

proizvodnji vina.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenog istrazivanja moze se zakljuditi sljedece:

Utjecaj tretmana visokim hidrostatskim tlakom na sastav arome vina Grasevina ovisio

je o primijenjenim procesnim parametrima: tlaku te duljini tretiranja.

Primjena visih tlakova kroz dulje vrijeme tretiranja imala je veci u¢inak na promjene u
sastavu terpena, karbonilnih spojeva, etilnih i acetatnih estera te visih alkohola vina

GraSevina.

Ucinak djelovanja visokog hidrostastkog tlaka na sastav arome bio je sli¢an

promjenama u sastavu arome tijekom dozrijevanja.

Tretman visokim hidrostatskim tlakom od 200 MPa tijekom 5 i 25 min nije znac¢ajnije
utjecao na promjene u sastavu arome (terpeni, karbonilni spojevi, etilni i acetatni esteri

te visi alkoholi) vina Grasevina.

Tretman visokim hidrostatskim tlakom od 400 MPa tijekom 5 i 25 min utjecao je na
blago smanjenje koncentracije terpena, karbonilnih spojeva, etilnih i acetatnih estera te

na blago povecanje koncentracije visih alkohola vina GraSevina.

Tretman visokim hidrostatskim tlakom od 600 MPa tijekom 5 i 25 min znacajno je
utjecao na smanjenje koncentracije terpena, karbonilnih spojeva, etilnih i acetatnih
estera te povecanje koncentracije viSih alkohola vina GraSevina, zbog Cega se

primjenu ovog tretmana preporuca izbjegavati.

Visoki hidrostatski tlak pri optimalnim procesnim uvjetima ima veliki potencijal za

primjenu u proizvodnji vina.
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