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1. UVOD

Antocijani i tanini najznacajniji su polifenolni spojevi crnog vina, koji pripadaju skupini
flavonoida. Navedeni spojevi odgovorni su za antioksidacijsku aktivnost vina, medutim takoder
I za senzorske karakteristike vina, kao $to su boja, trpkoca, i goré¢ina. Koncentracija navedenih
spojeva u vinu stoga je izuzetno vazna, budu¢i da direktno utje¢e na kvalitetu samog vina. Osim
0 sorti vinove loze te sastavu grozda, koncentracija ovih spojeva ovisit ¢e takoder o samoj
tehnologiji proizvodnje (u prvom redu o0 nacinu ekstrakcije spojeva tijekom tehnoloskog
postupka prerade) te kemijskim promjenama koje se dogadaju tijekom dozrijevanja i starenja
vina. Naime, antocijani, pigmenti odgovorni za boju crnog grozda i mladog vina, Su izrazito
nestabilni spojevi koji tijekom proizvodnje, dozrijevanja i starenja vina sudjeluju u velikom
broju razlicitih kemijskih reakcija, kao $to su reakcije kopigmentacije, reakcije kondenzacije s
flavanolima (direktno ili posredovanjem spojeva poput acetaldehida) te formiranju novih
spojeva poput piroantocijana. S druge strane, flavan-3-ol monomeri, oligomeri i polimeri
(proantocijanidini ili tanini) nositelji su trpkoce i gor¢ine, a tijekom proizvodnje, dozrijevanja
I starenja vina takoder ulaze u interakciju s razli¢itim polifenolnim spojevima, u prvom redu

antocijanima.

Nadalje, antocijani i tanini podlozni su reakcijama oksidacije. Naime, poznato je kako
umjereno i kontrolirano izlaganje vina kisiku moze doprinijeti poboljSanju senzorskih
karakteristika vina, no s druge strane dugotrajno i nekontrolirano izlaganje rezultirat ¢e
smanjenjem kvalitete vina. Navedene reakcije rezultiraju promjenama u koncentraciji i sastavu
antocijana i tanina, a time i senzorskih karakteristika vina koje se u prvom redu odituju u
promjeni boje vina odnosno posmedivanju, medutim i pojavi negativnih oksidacijskih aroma.
Nezeljene oksidacijske promjene vina tijekom proizvodnje, dozrijevanja i starenja moguce je
sprijeCiti dodatkom razli¢itih antioksidansa u vino. Sumporov dioksid je najznacajniji
antioksidans u proizvodnji vina jer osim §to pomaze u o¢uvanju lako oksidiraju¢ih spojeva
poput polifenola, zbog svog antimikrobnog djelovanja takoder osigurava i mikrobiolosku
ispravnost vina. Ipak, uslijed pseudoalergijskog djelovanja ovog antioksidansa kod osjetljive
populacije, posljednjih godina nastoje se iznaci alternativna rjeSenja kojima bi se smanjila
upotreba sumporovog dioksida u vinarstvu. Stoga, jedan od najvecih enoloskih izazova danas
je svakako proizvodnja vina sa smanjenom koncentracijom sumporovog dioksida koje ce
vremenom dobiti na kompleksnosti senzorskih svojstava i zadrzati mikrobiolosku ispravnost.

Novija istrazivanja usmjerena su na primjenu glutationa, antioksidansa koji je prirodno prisutan
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u samom grozdu. Naime, ranija istrazivanja pokazala su kako glutation pomaze u o¢uvanju
sortne arome, sprje¢ava posmedivanje vina i razvoj nepozeljnih aroma osobito kod bijelih vina,
dok su moguénosti primjene ovog antioksidansa, a posebice u kombinaciji sa smanjenom
koncentracijom sumporovog dioksida tijekom starenja crnog vina u bocama nedostatno

istrazene.

U ovom radu istrazit ¢e se utjecaj dodataka antioksidansa (sumporovog dioksida i
glutationa) na stabilnost antocijana i tanina nakon 12 mjeseci starenje vina Cabernet Sauvignon
u bocama, kao i moguénosti sSmanjenja koncentracije sumporovog dioksida u proizvodnji crnog
vina. Promjene u sastavu antocijana i tanina ispitat ¢e se u vinima s razli¢itim koncentracijama
antioksidansa i to u (i) vinu sa snizenom koncentracijom SOz (10 mg L slobodnog SO,), kao
i (ii) vinu sa snizenom koncentracijom SO, uz dodatak glutationa (10 mg L slobodnog SO i
20 mg L glutationa) te usporediti s kontrolnim vino sa standardnom koncentracijom SOz (25

mg L slobodnog SO>).



2. TEORIJSKI DIO

2.1. POLIFENOLNI SASTAV VINA

Polifenolni spojevi obuhvacaju Siroku i kompleksnu skupinu spojeva u koje ubrajamo
specifi¢ne pigmente i sekundarne biljne metabolite (Paixao i sur., 2007). Do danas je poznato
preko 8 000 razli¢itih fenolnih struktura. Ovi spojevi sudjeluju u brojnim biokemijskim
procesima, djeluju antioksidacijski, antimikrobno te kao fotoreceptori (Beer i sur., 2002).
Doprinose boji, okusu i mirisu biljke, a pronalazimo ih u vocéu, povréu, Zitaricama kao i u

prehrambenim proizvodima poput vina, piva, ¢aja i kakaa (Arnous i sur., 2001).

Fenolni spojevi sastoje se od benzenskog ili aromatskog prstena na koji je direktno
vezana jedna hidroksilna skupina. Ukoliko je vezano vise hidroksilnih skupina, govorimo o
polifenolima, a mogu biti prisutni i drugi supstituenti. Polifenoli se prema kemijskoj strukturi

dijele na flavonoide i neflavonoide (Boulton, 2001).

Flavonoidi su spojevi gradeni od tri fenolna prstena (A, B 1 C) (slika 1). Dva aromatska
prstena (A 1 B) povezani su piranskim prstenom (C) koji sadrzi kisik. Medusobno se razlikuju
prema polozaju hidroksilnih skupina i glikozidinim vezama te po stupnju konjugacije izmedu
prstena A i B. U tu skupinu spojeva ubrajamo flavonole, flavanone, flavone, dihidroflavonole,
izoflavone, flavanonole, flavane, flavanole, halkone, dihirohalkone, proantocijanidine
(kondenzirani tanini) i antocijane (Bravo, 1998).

Slika 1. Opc¢a struktura flavonoida (Jackson, 2008)

Flavonoidi mogu biti prisutni u slobodnoj formi ili u obliku polimera s drugim

flavonoidima, Secerima, neflavonoidima ili njihovim kombinacijama. Oni esterifcirani
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SeCerima i neflavonoidima se nazivaju glikozidima i acil-derivatima. Sintetiziraju se u
endoplazmatskom retikulumu prije nego §to se pohrane u vakuolama stanica. Najée$ci
flavonoidi prisutni u crnom vinu su flavonoli, katehini (flavan-3-oli) i antocijanini. Takoder,
pojavljuju se i male koli¢ine flavan-3,4-diola (leukoantocijanina). Koli¢ina flavonoida koja ¢e
se ekstrahirati u vino, osim o koncentraciji flavonoida u grozdu, ovisi i o pH, koncentraciji

sumpornog dioksida i etanola te o temperaturi i trajanju fermentacije (Jackson, 2008).

Zahvaljujué¢i antioksidativnom djelovanju i pozitivnim uc¢incima na zdravlje ljudi
polifenolni spojevi predmet su velikog broja istrazivanja (Ribéreau-Gayon i sur., 2006; Villafo
I sur. 2006). Odgovorni su za ,francuski paradoks® vina. Naime, U juznim regijama u
Francuskoj zabiljezena je puno manja stopa obolijevanja od kardiovaskularnih bolesti bez
obzira na visok unos masnoca (sir, crveno meso, maslac) u odnosu na druge zemlje (Renaud i
sur., 1992). Vjeruje se da je taj fenomen povezan sa svakodnevnom umjerenom konzumacijom
crnog vina (Beer i sur., 2002). Pokazalo se da zahvaljujué¢i kemijskoj strukturi polifenoli mogu
neutralizirati aktivnost slobodnih radikala. Takoder, sprjecavaju oksidaciju LDL kolesterola,
smanjuju agregaciju trombocita te pokazuju protuupalni ucinak. Antioksidativna aktivnost

polifenola uvelike ovisi o njihovoj kemijskoj strukturi (Villafio i sur., 2006).

Polifenolni sastav vina doprinosi senzorskim karakteristikama vina kao §to su boja,
aroma, trpkoca i gor¢ina $to je osobito vazno za crna vina (Soleas i sur., 1997; Jackson, 2008).
Takoder, ovi spojevi u vinu podlozni su oksidacijskim reakcijama. Naime, umjereno izlaganje
vina kisiku moZe doprinijeti poboljSanju senzorskih karakteristika vina, no ipak dugotrajno
izlaganje zraku rezultirat ¢e smanjenjem kvalitete vina (Oliviera i sur., 2011). Na sastav i
koli¢inu polifenolnih spojeva u vinu utjece fenolni sastav grozda, nacin ekstrakcije spojeva
tijekom tehnoloskog postupka prerade i1 kemijske promjene fenolnih spojeva koje se dogadaju

tijekom dozrijevanja i starenja vina (Beer i sur., 2002).

U grozdu i vinu identificirani su antocijani, flavan-3-oli, proantocijanidini, flavonoli kao
predstavnici flavonoidnih polifenola te fenolne kiseline kao predstavnici neflavonoidnih
polifenola (Askari-Khorasgani i sur., 2019; Minussi i sur., 2003). Bijelo vino u prosjeku sadrzi
od 200 — 300 mg L ukupnih polifenola dok crno vino sadrzi ¢ak 1000 — 4000 mg L™ (Arnous
i sur., 2001; Sun i Spranger., 2005).



2.1.1. Antocijani

Antocijani su pigmenti u grozdu odgovorni za boju crnog grozda i mladog crnog vina
(Puértolas i sur., 2010). Ovi spojevi osim $to daju boju vinu odgovorni su i za njegove
organolepti¢ke karakteristike. Naime, razlike izmedu bijelog i crnog vina proizlaze upravo iz
sastava antocijana i tanina ova dva vina (Ribéreau-Gayon, 1974). Pronalazimo ih u
hipodermalnim stanicama pokozice bobice, rijetko u samom mesu bobice (Adams, 2000).
Koncentracija antocijana u grozdu i njihova raspodjela ovisi o sorti grozda, stupnju zrelosti,
klimatskim uvjetima i geografskom polozaju (Vivas i sur., 2001). Uobi¢ajena koncentracija

antocijana u mladim crnim vinima punog tijela iznosi oko 400-500 mg L™(Liao i sur., 1992).

U grozdu su prisutni u obliku glikozida kao flavonoidna komponenta (aglikon tj.
antocijanidin) vezana na Secer (Jackson, 2008). Kultivari vinove loze (Vitis vinifera L.)
sintetiziraju isklju¢ivo monoglukozide antocijana koji se medusobno razlikuju prema polozaju
hidroksilnih (-OH) i metoksilnih (-OCHs3) grupa vezanih na B prsten (Jackson, 2008; Monagas
i Bartolomé, 2009). Antocijani identificirani u pokozici grozda su 3-O-monoglikozidi, 3-O-
monoglikozid acetati i 3-O-glukozid p-kumarati pet glavnih antocijana (cijanidina, malvidina,
delfinidina, peonidina, petunidina). U najvecoj koncentraciji u grozdu je prisutan malvidin-3-
O-glukozid koji se smatra glavnim pigmentom odgovornim za karakteristi¢nu crvenu boju vina
(Maleti¢ 1 sur., 2009). Boja antocijana, osim o koncentraciji, kemijskoj strukturi, SO2,
temperaturi, ovisi i 0 pH vrijednosti medija u kojem se nalaze. Vecina antocijana je bezbojna u
uobicajenom pH rasponu vina, a samo jedan mali dio prisutan je u obliku flavilium kationa je
odgovoran za crvenu boju. U izrazito kiselom mediju poprimaju crvenu boju zbog povecanja
koncentracije flavilium oblika, dok u luznatom mediju, odnosno povecanjem pH vrijednosti,
dolazi do smanjenja koncentracije flavilium oblika, a time posljedi¢no i do gubitka boje
(Jackson, 2008).

Molekule slobodnih antocijana su izrazito nestabilne uslijed ¢ega u vinu tijekom
dozrijevanja i starenja vrlo brzo dolazi do degradacije i smanjena njihove koncentracije.
Takoder, ovi spojevi su izuzetno osjetljivi na djelovanje temperature, posebice malvidin, dok
su delfinidin, petunidin i cijanidin izrazito podlozni oksidacijskim promjenama. Koncentracija
antocijana uvelike utjeCe na nijansu i stabilnost boje vina, a oba navedena svojstva ovise 0
stupnju hidroksilacije antocijanidinskog B prstena (Revilla i sur., 2001). Povecanjem stupnja
hidroksilacije pojacava se crvena nijansa boje, dok povecanjem stupnja metilacije dolazi do

pojacavanja plavog intenziteta (Jackson, 2008). Takoder, antocijani se smatraju vrlo vaznim



kemijskim markerima u identifikaciji i karakterizaciji sorte grozda upotrijebljene za

proizvodnju vina (Ortega- Regules i sur., Revilla i sur., 2001).
2.1.2. Flavanoli (flavan-3-oli)

Flavanoli su spojevi koji su primarno odgovorni za trpkocu, goréinu i opéenito okus
vina (Puértolas i sur., 2010). Takoder, sudjeluju u procesu oksidativnog posmedivanja vina te
stvaranju mutnoce i taloga. U literaturi ih najcesce pronalazimo pod nazivom flavan-3-oli zbog

hidroksilacije na C3' polozaju (Terrier i sur., 2009).

U grozdu i vinu su identificirani monomeri, oligomeri i polimeri flavan-3-ola. (+)-
Katehin i (-)-epikatehin su glavni predstavnici monomera te se smatraju prekursorima u sintezi
tanina. Medusobno se razlikuju u prostornom rasporedu hidroksilnih skupina na poziciji tri
heterociklickog C prstena (Terrier 1 sur. 2009). Rijec je o diastereoizmernom paru, gdje katehin
ima 2,3-trans konfiguraciju, dok epikatehin ima 2,3-cis konfiguraciju (Adams, 2006).
Oligomeri i polimeri flavanola se ujedno nazivaju i kondenzirani tanini ili proantocijanidini.
Naziv tanini se odnosi na njihovu sposobnosti interakcije s proteinima, dok naziv
proantocijanidini proizlazi iz pojave otpustanja crvenog pigmenta antocijana pod utjecajem

temperature u kiselom mediju (Terrier i sur., 2009).

Znacajno vece koncentracije flavan-3-ola koje nalazimo u crnim vinima nego u bijelim,
posljedica su ekstrakcije tih spojeva iz sjemenke i pokozice grozda tijekom maceracije
(Oszmianski i sur., 1986). Sastav flavanola u grozdu ovisi o sorti, zrelosti grozda te
agrotehniCkim uvjetima proizvodnje (Terrier i sur., 2009), a sjemenke nasuprot peteljke i

pokozice najcesce sadrze neSto vecu koncentraciju ovih spojeva.
2.1.3. Tanini

Tanini su prema definiciji fenolne tvari koje mogu stvarati netopljive komplekse s
ugljikohidratima i proteinima (Ribéreau-Gayon i sur., 2006). Pronalazimo ih u peteljci,
pokozici i Sjemenkama grozda, a odgovorni su za trpkocu i gorcinu vina (Joscelyne Louis,
2009). Naime, kao posljedica interakcija tanina s proteinima sline u ustima dolazi do njihovog
talozenja i formiranja osjeta trpkoc¢e (Gawel, 1998). Mozemo ih podijeliti u dvije skupine:
hidroliziraju¢e i kondenzirajuce tanine (proantocijanidine). Prirodno prisutni tanini u vinu
veéinom pripadaju skupini kondenziraju¢ih tanina. U mladim vinima uglavnom su prisutni u

formi dimera i trimera (Garrido i sur., 2013).



Hidroliziraju¢i tanini slozeni su polifenoli koji su podlozni razgradnji. To su derivati
galne i elaginske kiseline pa se prema tome dijele na galotanine i elagitanine (Garrido i sur.,
2013). Galotanini su esteri galne kiseline, u kojima su galoilni dijelovi vezani na poliolne,
katehinske ili triterpenoidne jezgre (Mingshu i sur.,, 2006). Elagitanini su esteri
heksahidrodifenske kiseline koja spontano prelazi u elaginsku kiselinu (Koponen i sur., 2007).
Do razgradnje hidroliziraju¢ih tanina moze do¢i uslijed promjene pH, enzimske ili ne-enzimske
hidrolize, najces¢e na Secere i fenolne kiseline (Garrido i sur., 2013). Odlezavanje vina u
hrastovim ba¢vama utjeCe na ekstrakciju polifenolnih spojeva niske molekulske mase u vino,
osobito elagitanina. Upravo iz tog razloga elaginska kiselina se koristi kao kemijski marker za

odredivanje vina odlezanih u bacvama (Garrido i sur., 2013).

Kondenzirani tanini ili proantocijanidini (PA) su polimeri flavonoida (Minussi i sur.,
2003). Posjeduju poliflavan-3-ol strukturu, ¢ije se osnovne jedinice razlikuju po stupnju
hidroksilacije. Jedinice koje pronalazimo u grozdu su (+)-katehin, (-)-ekipatehin, (-)-ekipatehin
galat i (-)-epigalokatehin (De Pascual-Teresa i sur., 2000; Jackson, 2008). Proantocijanidini pod
utjecajem temperature u prisutnosti kiseline i alkohola formiraju odgovarajuc¢i antocijanidin
(Jord&o i sur., 2019). Mogu se podijeliti u dvije skupine — proantocijanidine i prodelfinidine,
ovisno o tome formiraju li u kiselim uvjetima cijanidin ili delfinidin (De Pascual-Teresa i sur.,
2000). Mogu stupati u interakciju s proteinima, metalnim ionim i drugim molekulama poput
polisaharida (Schofield i sur., 2001).

Kada govorimo o PA prisutnim u grozdu njihova koli¢ina, struktura i stupanj
polimerizacije ovisi 0 mjestu na kojem se nalaze (Ricardo- da- Silvaisur., 1991). Pronalazimo
ih u sjemenkama, peteljci, pokozici i pulpi grozda pri ¢emu potonja sadrzi vrlo niske
koncentracije PA. U sjemenkama su prisutni u obliku monomera te oligomera i polimera
gradenih od monomernih flavan-3-ola, (+)-katehina, (-)-epikatehina, (-)-epikatehin galata
povezanih C4-C8 i/ili C4-C6 vezama. U stabljici, pokozici i pulpi grozda moguce je pronaci (-
)-epigalokatehin i u tragovima (+)-galokatehin i (-)-epigalokatehin galate. Stupanj
polimerizacije vrlo je vazna karakteristika PA, sukladno tome razlikujemo dimere, trimere,
oligomere i polimere, odnosno PA tipa B, C i A (Jackson, 2008). Proantocijanidini prisutni u
grozdu i vinu uglavnom su u obliku polimera (60 % - 80 %), slijede ih oligomerni oblici (15
%-30 %) dok monomerni oblici flavan-3-ola ¢ine manje od 10 % ukupne koncentracije PA.
Sjemenke sadrzavaju viSe koncentracije monomernih, oligomernih i polimernih flavan-3-ola
nego pokozica grozda. S druge strane, kondenzirani tanini prisutni u pokozici imaju puno visi

stupanj polimerizacije u odnosu na one prisutne u sjemenkama (Monagas i sur., 2003). Njihova
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koncentracija u vinu ovisi o sorti grozda i1 uvelike o metodi vinifikacije te se kre¢e u rasponu
od 1 do 4 g LY. Dokazano je da proantocijanidini zahvaljujuéi antioksidativnom djelovanju
doprinose pozitivnim u¢incima vina na zdravlje ljudi (Alén-Ruiz i sur.2009; Ribéreau-Gayon i
sur., 2006).



22. PROMJENE U SASTAVU POLIFENOLNIH SPOJEVA TIJEKOM
DOZRIJEVANJA | STARENJA VINA

Tijekom perioda dozrijevanja i starenja vina dolazi do brojnih kemijskih promjena u
sastavu polifenolnih spojeva koje se odrazavaju na promjene senzorskih karakteristika vina, a
u prvom redu boje i okusa vina (Alcalde-Eon i sur., 2006; Gomez-Cordoves i Gonzalez-
SanJose, 1995; Santos-Buelga i De Freitas, 2009).

Naime, pocetna crvena boja mladog vina posljedica je visoke koncentracije slobodnih
antocijana ekstrahiranih iz pokozice grozda (Joscelyne-Louise, 2009). Tijekom dozrijevanja i
starenja vina dolazi do stabilizacije boje vine uslijed smanjenja koncentracije slobodnih
antocijana te formiranja novih stabilnijih pigmenata (Liao i sur., 1992; Santos-Buelga i De
Freitas, 2009). Reakcije stabilizacije ukljucuju reakcije kopigmentacije te polimerizacije
(Jackson, 2008).

Kopigmentacija ukljucuje hidrofobne interakcije izmedu planarnih polarizirajuéih
jezgri obojanih oblika antocijana i drugih molekula te jedan je od klju¢nih procesa koji nam
pomazu u razumijevanju povezanosti boje mladog i odlezanog vina (Gonzalez-Manzano i sur.,
2009). Procesom kopigmentacije dolazi do nastanka strukture u kojoj je antocijan zasti¢en od
nukleofilnog napada vode, ¢ime se smanjuje nastanak bezbojnih spojeva, te se formiraju spojevi
otoporni na izbjeljivanje sumporovim dioksidom. Mogucée su reakcije kopigmentacije s
taninima te formiranje antocijan-tanin kompleksa koje su kljuéne za formiranje boje odleZzanog
vina. Nadalje, mogué¢e su i hidrofobne interakcija s alkaloidima, aminokiselinama,
nukleotidima, ugljikohidratima i fenolnim kiselinama (Ribéreau-Gayon i sur., 2006). Efekt
kopigmentacije odnosi se na pojaCavanje intenziteta crvene boje i pomak s crvenkastih na
plavkaste nijanse (Gutiérrez i sur., 2005). Takoder, vazna reakcija koja uklju¢uje monomere
antocijana je reakcija polimerizacije s flavan-3-olima i drugim polifenolnim spojevima kojom
se formiraju piranoantocijani, spojevi otporni na izbjeljivanje sulfitima i na oksidacijske
procese (Liao i sur., 1992; Raposo i sur., 2017). Polimerizacija je jednako vazna za stabilizaciju
boje vina jer stiti molekule antocijanidina od oksidacije (Ribéreau-Gayon i sur., 2006).
Navedene kemijske promjene antocijana tijekom dozrijevanja i starenja vina odgovorne su za
promjenu nijanse i intenziteta boja iz tamno crvene u svijetlo ciglasto crvenu boju (Alcalde-
Eon i sur., 2006; Monagas i sur., 2006).

Osim promjene boje vina, tijekom starenja crnih vina dolazi i do promjene trpkoce.

Naime, poznato je kako mlada vina imaju izrazeniju trpko¢u u odnosu na odlezana. Kemijske



promjene u sastavu tanina odgovorne su za spomenuto smanjenje trpkoce, tzv. omekSavanje
vina. Predlozeni su brojni mehanizmi kojima tijekom dozrijevanja i Starenja vina dolazi do
promjene trpkoce. Tanini tijekom starenja mogu proéi kroz reakcije polimerizacije i
depolimerizacije. Takoder, mogu direktno ili posredstvom acetaldehida u¢i u interakcije s
antocijanima, ¢ime tijekom starenja dolazi do smanjenja koncentracije ukupnih tanina (Saucier,
2010), dok u senzorskom smislu osim ranije navedene promjene boje navedene reakcije dovode
i do smanjenja trpkoc¢e (Sun i sur., 2016; Liao i sur., 1992). Naime, kondenzacija izmedu
molekula flavanola te flavanola i antocijana sa i bez posredovanja acetaldehida rezultira
formiranjem oligomernih pigmenata (povezanih direktno ili etilnim mostovima) te formiranjem
flavan-piroantocijanina, dok novonastale spojeve karakterizira slabiji intenzitet trpkoce u
odnosu na molekule tanina. Takoder, proantocijanidini mogu sudjelovati u reakcijama
depolimerizacije uzrokovane kiselinskom hidrolizom ¢ime dolazi do smanjenja trpkoce.
Nadalje, percipitacije velikih polimera i obojanih kompleksa takoder utjeCu na promjenu

trpkoce (Santos-Buelga i De Freitas, 2009).

Svakako, potrebno je uloZiti daljnje napore u razumijevanje kompleksnih mehanizama
koji se odvijaju tijekom dozrijevanja i starenja vina (Ugliano i sur- 2011). Posebnu paznju u
daljnjim istrazivanjima potrebo je posvetiti razumijevanju uloge kisika te razli¢itim oksido-
reduktivnim uvjetima tijekom dozrijevanja vina u hrastovim bac¢vama (prirodna mikro-
oksigenacija) te starenja vina u bocama (Gambuti i sur., 2013; Santos-Buelga i De Freitas,
2009).
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2.3. UPOTREBA ANTIOKSIDANSA
2.3.1. Sumporov dioksid

Sumporov dioksid je zbog svog antimikrobnog i antioksidativnog djelovanja jedan od
najces¢e koristenih aditiva u vinarstvu. Brojni su pozitivni u¢inci sumpornog dioksida u
proizvodnji vina, medutim, prilikom njegovog dodatka potrebno je voditi ra¢una i o prirodno
prisutnom SOz u samom mostu. Faktori koji utjeu na biosintezu SO2 su soj kvasca, temperatura
fermentacije i koncentracija sumpora u grozdu, koja potjece od razgradnje aminokiselina koje
ga sadrze (cistein i cistin) (Jackson, 2008). Sumporov dioksid u vino moze dodati u obliku plina,

a ¢esce kao kalijev metabisulfit (K2S20s) ili sumporasta kiselina.

Sumporni dioksid u vinu se nalazi u slobodnom ili vezanom obliku. U slobodnom
obliku, samo mali dio je prisutan kao otopljeni plin (od 7,5 % pri pH=2,9 do 7 % pri pH=3,8),
jo$ manji dio je u obliku slobodnih sulfitnih iona, SO3?" (od 0,004 % pri pH=2,9 do 0,04 % pri
pH=3,8), dok je najveci dio ionskog sumpornog dioksida u obliku je bisulfitnih iona, HSOz3".
Bisulfiti se mogu, reverzibilno ili ireverzibilno, vezati sa spojevima vina koji imaju karbonilnu
grupu, prvenstveno acetaldehid, zatim piruvat, a-ketoglutarat, Seceri, tanini, antocijani ¢ineci

tako frakciju vezanog sumpornog dioksida u vinu (Jackson, 2008).

Antimikrobno djelovanje sumpornog dioksida prvenstveno ovisi 0 koncentraciji
slobodnog, odnosno molekularnog sumporovog dioksida (Bradshaw i sur., 2004). Njegova
antimikrobna aktivnost ukljucuje kidanje disulfidnih mostova enzima koji su odgovorni za
njihovu funkcionalnu strukturu. Takoder, ukljucuje i vezanje za lipide i nukleinske kiseline,
nagli pad koncentracije ATP-a, snizenje stani¢nog pH, interakciju sa NAD/NADP* te
smanjenje koncentracije tiamina. Koncentracije izmedu 0,8 i 1,5 mg L molekularnog SO
smatraju se dostatnima za inhibiranje rasta ve¢ine divljih kvasaca i bakterija (Jackson, 2008).
Vazna je primjena sumporovog dioksida kao antioksidansa koji se koristi za kontroliranje
posmedivanja vina (Li i sur., 2008; Oliveira i sur. 2011). Jedan od moguc¢ih nacina njegova
antioksidativnog djelovanja je direktno uklanjanje kisika, ¢ime sprjecavaju djelovanje oksidaza,

enzima odgovornih za nepozeljno posmedivanje vina (Jackson, 2008).

Nadalje, bisulfiti mogu direktno inhibirati Maillardove reakcije tako S§to
inhibiraju enzime polifenoloksidaze, peroksidaze i proteaze, odgovorne za spomenuto
nepozeljno posmedivanje vina (Santos i sur, 2012). Sumporni dioksid moze reducirati kinone

nastale tijekom oksidacijskih procesa u njihov primarni fenolni oblik. Ireverzibilno vezanje
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sumpora s kinonima, koje pronalazimo u pigmentima taninima, uzrokuje gubitak boje kao i
inhibiciju njihovog sudjelovanja u ostalim oksidacijskim reakcijama. Antioksidativno
djelovanje molekularnog sumpornog dioksida ocituje se i u redukciji hidrogen peroksida koji
prevodi u vodu i time sprjeCava oksidaciju etanola u acetaldehid (Arapitsas i sur., 2018;
Jackson, 2008).

Dodatkom sumporog dioksida neposredno prije punjenja vina u boce rezultira njegovim
vezanjem sa spojevima kao S§to su acetaldehid, piruvat i o-ketoglutarna kiselina. Takoder,
koncentracija ovog aditiva moZe utjecati na dinamiku polimerizacije fenolnih spojeva te
posljedi¢no boju vina. Naime, novija istrazivanja su pokazala kako koncentracija sumporovog
dioksida tijekom dozrijevanja moze utjecati na usporavanje pada koncentraciju slobodnih
antocijana i brzinu formiranja polimernih pigmenata (Santos i sur., 2012). Takoder, smatra se
da SO stiti aromu vina tako Sto sprjecava rast kvasaca soja Brettanomyces i Dekkera koji su

odgovorni za razvoj nepozeljnih aroma (Van Wyk i sur., 2018).

Koncentracija sumpora u vinu mora biti strogo kontrolirana, ne smije uzrokovati
inaktivaciju pozeljnih kvasaca i bakterija, niti gubitak boje vina, a osobito ne smije doseci
toksi¢nu koncentraciju (Considine i Frankish, 2014). Prema preporukama Medunarodne
organizacije za vinogradarstvo i vinarstvo ukupna koncentracija SOz u crnim vinima iznosi od
150 do 160 mg L (Van Wyk i sur., 2018). Poveéana koncentracija sulfita povezuje se s
pojavom alergijskih reakcija kod osjetljivih pojedinaca koji konzumiraju vino (Vally i
Thompson, 2003), zbog Cega se u novije vrijeme nastoje pronaci alternativna rjeSenja za

smanjenje njegove koncentracije u vinu.
2.3.2. Glutation

Glutation (GSH) je antioksidans endogenog podrijetla prisutan u biljnim 1 Zivotinjskim
stanicama.. Stiti stanice od slobodnih radikala i peroksida te sprje¢ava infekcije uzrokovane
plijesnima. Takoder, sudjeluje u metabolizmu sumpora i detoksifikaciji ksenobiotika. Biljke ga
sintetiziraju u citosolu i kloroplastima, reakcijama ovisnim o koncentraciji ATP-a (Badea i
Antoce, 2015).

GSH je tripeptid L-glutamata, L-cisteina i glicina (slika 2). U stanici se moze nalaziti u
dva oblika, kao reducirani GSH i oksidirani (dimerni) oblik GSSH (Webber i sur., 2014). Vise
od 90 % GSH je prisutno u reduciranom obliku koji je izrazito bitan jer je odgovoran za

antioksidativna svojstva glutationa (Badea i Antoce, 2015). Glutation je prirodno prisutan
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antioksidans u grozdu u kojem njegova koncentracija ovisi o genetskim komponentama,
nutritivnom statusu, stupnju zrelosti grozda te okolisSnim uvjetima. Tijekom dozrijevanja grozda
dolazi do porasta koncentracije glutationa (Jackson, 2008). Istrazivanja su pokazala da je
koncentracija GSH puno veca u grozdu koje je uzgajano na tlu koje je bogato dusikom.
Koncentracija glutationa u vinu ovisi o sorti grozda, terminu berbe, soju upotrijebljenog kvasca
i tehnologije proizvodnje vina (Kritzinger i sur., 2013). Kvasac Saccharomyces cerevisiae
tijekom alkoholne fermentacije kao jedan od svojih metabolita proizvodi glutation (Badea i
Antoce, 2015).

U vinu i mo$tu glutation ima protektivni u¢inak koji je prepoznala i Medunarodna
organizacija vinarstva i vinogradarstva te se sve viSe istrazuje U svrhu smanjenja upotrebe
sumporovog dioksida (Webber i sur., 2014; Badea i Antoce, 2015). GSH kao antioksidans ima
ulogu u ocuvanju sortne arome, sprjeCavanju posmedivanja vina i1 sprjeCavanju razvoja
nepozeljnih aroma (Badea i Antoce, 2015). Vino kultivara koji imaju povecanu koncentraciju
hidroksicinaminske kisline i smanjenu koncentraciju glutationa podloznija su posmedivanju (El
Hosry i sur. 2009; Jackson, 2008). Upotreba glutationa pokazala se izrazito bitna u proizvodnji
vina od aromati¢nog grozda. ZasStita spojeva arome temelji se na reakciji GSH kao nukleofila s
kinonima. Pri oksidaciji mosta glutation reagira s 0-Kinonima, spojevima koji su odgovorni za
nastajanje smedih pigmenata te time formira spojeve koji su otporniji na buduce oksidacijske

procese (Sonni i sur., 2011).

NH H 0
HO 52 gz NG gz OH
\.H M
\C/H\c/ \C/ C/ '\N/ C
o H,
0] /CHQ H O
HS

Slika 2. Kemijska struktura glutationa (Badea i Antoce, 2015)

Nadalje, zahvaljujuci visokom afinitetu za kisik, glutation sprje¢ava oksidaciju fenolnih
spojeva odgovornih za ouvanje sortne arome (Badea i Antoce, 2015). Hlapivi spojevi poput
tiola, monoterpena i estera na taj nacin ostaju zasti¢eni od oksidacije (Styger i sur., 2011).
Takoder, glutation moze reagirati s vodikovim peroksidom i sprijeciti oksidaciju polifenola te

moze djelovati i kao kofaktor nekih antioksidacijskih enzima, kao $to su glutation peroksidaze,
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glutation reduktaze i glutation S-transferaze (Badea i Antoce, 2015). Glutation sprje¢ava
gubitak aromati¢nih vo¢nih aroma mladih vina i prerano starenje vina tako §to inhibira
formiranje 2-aminoacetofenona, spoja koji je odgovoran za razvoj nepozeljne arome starenja
(Badea i Antoce, 2015; Kritzinger i sur, 2013). Jo$ jedan od nac¢ina o¢uvanja poZzeljnih aroma
vina je sprjeCavanje smanjenja koncentracije i-amil acetata i etil heksanoata spojeva odgovornih
za voénu aromu vina (Kritzinger i sur., 2013). Tijekom starenja vina udio GSH se smanjuje, a
njegov dodatak u vino tijekom punjenja u boce usporava formiranje acetaldehida i time ¢uva

aromatsku kompleksnost i svjeZinu vina i nakon 12 mjeseci (Nikolantonaki i sur., 2018).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJAL
3.1.1. Uzorci vina Cabernet Sauvignon

U ovom istrazivanju koristeno je crno vino Cabernet Sauvignon (Erdutski vinogradi
d.o.o., Erdut, Hrvatska), proizvedeno 2017. godine sa snizenom koncentracijom sumporovog

dioksida. Osnovni fizikalno-kemijski parametri prikazani su u tablici 1.

Tablica 1. Osnovni fizikalno-kemijski sastav vina Cabernet Sauvignon

Parametar Cabernet Sauvignon
Alkohol (vol %) 13,1
Ukupna kiselost (g L™ vinske kiseline) 5,3
Hlapiva kiselost(g L™ octene kiseline) 0,61
Reducirajuéi Seéeri (g L™?) 41
pH 3,46
Jabuéna kiselina (g L™?) 0,1
Mlije¢na kiselina (g L) 1,3
Ukupni sumporov dioksid (mg L™?) 20
Slobodni sumporov dioksid (mg L) 10

3.1.2. Kemikalije

Reagensi koriSteni u spektrofotometrijskim analizama bili su najmanje pro analysis
(p.a.) stupnja Cisto¢e. Za analizu provedenu teku¢inskom kromatografijom visoke

djelotvornosti svi reagensi i standardi bili su pro chromatography stupnja ¢istoce.

¢ Natrijev hidrogen sulfit, p.a. Acros, Geel, Belgija

e Klorovodic¢na kiselina (37 %), Carlo Erba, Val del Reuil, Francuska

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

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

e Acetonitril (100 %), HPLC cistoce, J.T.Baker, Deventer, Nizozemska
e Metanol (100%), HPLC ¢istoce, J. T. Baker, Deventer, Nizozemska
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Malvidin-3-O-glukozid klorid, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD
(+)-Katehin, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD

(-)-Epikatehin, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD

Procijanidin B1, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD

Procijanidin B2, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD

3.1.3. Aparatura i pribor

Aparatura:

Pribor:

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

Analiticka vaga, Mettler Toledo, Columbus, OH, SAD

HPLC Agilent Technologies 1260 Series, Santa Clara, CA, SAD sastavljen iz sljede¢ih

komponenti:
©)
@)

o

Kvarterna Pumpa (Bin Pump SL) G7111B
Autosampler (DL-ALS) G2258A

Termostat Autosamplera (FC/ALS Term) G1330B
Temostatirani odjeljak za kolonu (TCC SL ) G1316B
Diode Array Detector (DAD VL) G1316A
Fluorescence Detector (FLD) G1321B

Agilent Chemstation Softver

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

Pipete volumena 10, 20, 25 mL
Odmjerne tikvice volumena 10, 25, 50, 100, 250, 500 i 1000 mL

Staklene epruvete

Plasti¢na ladica za vaganje

Laboratorijske ¢ase volumena 100, 150, 250 mL

Staklene kivete od 1 cm
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3.2. METODE
3.2.1. Dodatak antioksidansa (sumporov dioksid i glutation)

Pripremljena su vina s razli¢itim koncentracijama antioksidansa sumporovog dioksida i
glutationa i to: (i) kontrolno vino sa standardnom koncentracijom SO, odnosno s 25 mg L
slobodnog SOz, (ii) vino sa snizenom koncentracijom SO, odnosno 10 mg L™ slobodnog SO-
te (iii) vino sa snizenom koncentracijom SO; i glutationom odnosno 10 mg L slobodnog SO-

uz dodatak 20 mg L glutationa.
3.2.2. Punjenje vina u boce i stavljanje na starenje

Nakon dodatka antioksidansa vino je punjeno u boce koje su prethodno propuhane
dusikom (1,5 min) kako bi se iz njih uklonio kisik. Napunjene boce su zatvorene plutenim
¢epom uz pomo¢ ru¢ne Cepilice te su skladiStene u vodoravnom polozaju pri kontroliranim

uvjetima (na 14 C). Uzorci vina analizirani su nakon 12 mjeseci starenja u bocama.
3.2.3. Odredivanje ukupnih antocijana u crnom vinu

Princip odredivanja:

Koncentracija ukupnih antocijana odredena je metodom koja se temelji na dodatku
otopine natrij hidrogensulfita u uzorak vina. Dodatkom navedene otopine dolazi do vezanja
HSOz3 iona na polozaj 2' obojenog kation antocijana $to dovodi do prelaska obojenog kationa u
bezbojni leuko oblik. Paralelni uzorak tretiran je deioniziranom vodom pri ¢emu ne dolazi do
strukturne promjene antocijana. Razlika absorbancija oba uzorka izmjerena je
spektrofotometrijski pri 520 nm iz dega je izracunata koncentracija antocijana u mg L™
(Ribéreau-Gayon i Stonestreet, 1965).

Postupak odredivanja:

U tikvicu od 25 mL otpipetirati 1 mL uzorka, 1 mL 96 % etanola zakiseljenog sa 0,1 (v/v)
HCI i 20 mL 2 % otopine HCI. Zatim po 10 mL pripremljene otopine otpipetirati u dvije tikvice.
U prvu tikvicu dodati 4 mL deionizirane vode, a u drugu 4 mL 15 % otopine natrij
hidrogensulfita. Nakon 15 minuta izmjeriti apsorbanciju oba uzorka na valnoj duljini od 520

nm nasuprot deioniziranoj vodi kao slijepoj probi.
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Racun:

Udio antocijana u ispitivanom uzorku vina izraunat je prema formuli:

Ac(mg L) =875 x (D1-D2)
gdje je:
Ac (mg L?) - koli¢ina antocijana u ispitivanom uzorku
875 - faktor preraCunavanja
D:- apsorbancija uzorka kojemu je dodana deionizirana voda
D2- apsorbancija uzorka kojemu je dodana 15 % otopina natrijevog hidrogensulfita

3.2.4. Odredivanje ukupnih tanina u crnom vinu

Princip odredivanja:

Koncentracija ukupnih tanina odredena je Bate-Smith metodom koja se bazira na
kiselinskoj hidrolizi proantocijanidina tzv. kondenziranih tanina na temperaturi od 100 °C pri
¢emu dolazi do formiranja obojenih antocijanidina (Ribéreau-Gayon i Stonestreet, 1966).
Razlika obojenja izmedu zagrijanog, hidroliziranog i nehidroliziranog uzorka drzanog na
sobnoj temperaturi izmjerena je spektrofotometrijski je pri valnoj duljini od 550 nm, a pokazuje

koli¢inu ukupnih tanina u uzorku u g L%,
Postupak odredivanja:

U dvije tube za hidrolizu otpipetirati po 2 mL uzorka prethodno razrijedenog u omjeru
49:1, 1 mL destilirane vode te 3 mL koncentrirane klorovodi¢ne kiseline zatim tube hermeticki
zatvoriti. Jednu tubu ostaviti na sobnoj temperaturi, a drugu staviti u vodenu kupelj na 100° C.
Nakon 30 minuta tubu izvaditi iz vodene kupelji te ohladiti ledom kako bi se zaustavila reakcija
kiselinske hidrolize. U svaku tubu dodati 0,5 mL etanola te homogenizirati. Opticku gustocu

izmjeriti pri 550 nm nasuprot destiliranoj vodi kao slijepoj probi.

Racun:
Koncentracija tanina u 50 puta razrijedenom uzorku izracunata je prema formuli:
Tanini (g L'1)=19,33 x (D1-Dy)
gdje je:
19,33- faktor preracunavanja
D1- opticka gustoca hidroliziranog uzorka

D2-opticka gustoc¢a nehidroliziranog uzorka
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3.2.5. Odredivanje slobodnih antocijana u crnom vinu primjenom tekucinske kromatografije

visoke djelotvornosti (HPLC)

Princip odredivanja:

Analiza slobodnih antocijana provedena je primjenom tekucinske kromatografije visoke
djelotvornosti (HPLC) na uredaju Agilent1260 Series (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
SAD) uz module kvaterne pumpe, autosampler-a, modula kolone te DAD detektora. U
uzorcima vina odreden je sastav ukupnih slobodnih antocijan-3-O-glukozida (delfinidin-3-O-
glukozid, cijanidin-3-O-glukozid, petunidin-3-O-glukozid, peonidin-3-O-glukozid i malvidin-
3-O-glukozid), antocijan-3-O-glukozid acetata (peonidin-3-O-glukozid acetat i malvidin-3-O-
glukozid acetat) i antocijan-3-O-glukozid p-kumarata (peonidin-3-O-glukozid p-kumarat i
malvidin-3-O-glukozid p-kumarat).

Priprema uzorka za HPLC analizu:

Prethodno analizirani uzorak vina filtriran je kroz celuloza acetat filtar promjera 25 mm
i veli¢ine pora 0,45 um (Filter-Bio, Labex Ltd, Budimpesta, Madarska). Injektirano je 20 uL
pripremljenog uzorka. Koristena je binarna mobilna faza koja se sastojala od otapala A
(voda/mravlja Kiselina; 95:5; v/v) i otapala B (acetonitril/mravlja kiselina; 95:5; v/v).
Pripremljene mobilne faze su filtrirane te degazirane (Lorrain i sur., 2011). Kromatografsko
razdvajanje izvrseno je na koloni Nucleosil C18, dimenzija 250 x 4,6 mm (Phenomenex,
Phenomenex Inc., Torrance, CA, SAD) pri temperaturi od 40 °C uz protok mobilne faze od

1 mL min i primjenom gradijenta prikazanog u tablici 2.
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Tablica 2. Gradijent KoriSteni za razdvajanje slobodnih antocijana

Vrijeme A B Protok
(min) (%) (%) (mL min?)

0 90 10 1
25 65 35 1
26 0 100 1
28 0 100 1
29 90 10 1
35 90 10 1

Detekcija slobodnih antocijana:

Detekcija slobodnih antocijana provedena je pomocu DAD detektora, snimanjem
spektra od 280 do 600 nm. Identifikacija i kvantifikacija slobodnih antocijana provedena je pri
520 nm usporedbom retencijskog vremena (Rt) razdvojenog spoja s retencijskim vremenom
standarda te uvidom u UV spektar spoja. Analiza svakog uzorka provedena je u duplikatu.
Koncentracije pojedinacnih slobodnih antocijana izrazene su kao ekvivalent malvidin-3-O-
glukozid klorida (mg L™). Ukupni slobodni antocijan-3-O-glukozidi izracunati su iz sume
koncentracija delfinidin-3-O-glukozida, cijanidin-3-O-glukozida, petunidin-3-O-glukozida,
peonidin-3-O-glukozida i malvidin-3-O-glukozidaa. Ukupni antocijan-3-O-glukozid acetati
izraCunati iz sume koncentracija peonidin-3-O-glukozid acetata i malvidin-3-O-glukozid
acetata. Ukupni antocijan-3-O-glukozid p-kumarati izra¢unati su iz sume koncentracija

peonidin-3-O-glukozid p-kumarata i malvidin-3-O-glukozid p-kumarata.
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3.2.6. Odredivanje flavanola u crnom vinu primjenom tekucinske kromatografije visoke

djelotvornosti (HPLC)

Princip odredivanja:

Analiza sastava flavan-3-ol monomera [(+)-katehin, (-)-epikatehin] i flavan-3-ol dimera
(procijanidin B1, B2, B3 i B4) provedena je primjenom tekuéinske kromatografije visoke
djelotvornosti (HPLC) na Agilent1260 Series (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD)
HPLC uredaju uz module kvarterne pumpe, autosampler-a, modula kolone te uz detekciju na

fluorescentnom detektoru.
Priprema uzorka za HPLC analizu:

Priprema uzorka vina ukljucivala je filtriranja uzorka kroz celuloza acetat filtar promjera
25 mm i veli¢ina pora 0,45 um (Filter-Bio, Labex Ltd, Budimpesta, Madarska). Injektirano je
20 uL profiltriranog uzorka. Razdvajanje je provedeno binarnom mobilna faza koja se sastojala
od otapala A (voda/mravlja kiselina; 99,5:0,5; v/v) i otapala B (acetonitril/mravlja kiselina;
99,5:0,5; v/v) (Silva i sur., 2012). Pripremljene mobilne faze su filtrirane i degazirane.
Kromatografsko razdvajanje izvrSeno je na koloni LiChrospher 100-RP — 18, dimenzija
250 x 4,6 mm (Merck, Darmstadt, Njemacka), pri temperaturi od 25 °C primjenom gradijenta

prikazanog u tablici 3 uz protok mobilne faze od 1 mL min™.

Tablica 3. Gradijent koristen za razdvajanje flavanola

Vrijeme A B Protok
(min) (%) (%) (ML min 1Y)

0 97 3 1
13 92 8 1
18 92 8 1
20 90 10 1
45 90 10 1
50 0 100 1
54 0 100 1
55 97 3 1
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Detekcija flavanola:

Flavan-3-ol monomeri i dimeri detektirani su pri valnoj duljini ekscitacije 280 nm i
valnoj duljini emisije 320 nm na fluoroscentnom detektoru uz ,medium® osjetljivost.
Identifikacija je provedena usporedbom retencijskog vremena spoja i standarda dok je
kvantifikacija provedena primjenom metode vanjskog standarda (+)-katehina, (-)-epikatehina,
procijanidina B1 i B2. Analiza svakog uzorka provedena je u paraleli, a dobivene koncentracije
izrazene su u mg L. Koncentracije procijanidina B3 i B4 izraZzene su ekvivalentima
procijanidina B1. Ukupni flavan-3-ol monomeri izracunati su kao suma koncentracija (+)-
katehina i (-)-epikatehina, dok su ukupni flavan-3-ol dimeri izra¢unati kao suma koncentracija
procijanidina B1, B2, B3 i B4.

22



4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je utvrditi utjecaj dodataka antioksidansa (sumpornog dioksida i
glutationa) na stabilnost antocijana i tanina nakon 12 mjeseci starenja vina u bocama te istraziti
mogucnosti smanjenja sumporovog dioksida u proizvodnji vina. Istrazivanje je provedeno na
crnom vinu sorte Cabernet Sauvignon (Erdutski vinogradi d.o.o., Erdut, Hrvatska), berba 2017.
godina. Promjene u sastavu antocijana i tanina vina nakon 12 mjeseci starenja ispitane u vinima
s razli¢itim koncentracijama antioksidansa sumporovog dioksida i glutationa i to: (i) u vinu sa
snizenom koncentracijom SO, odnosno 10 mg L? slobodnog SO; te (ii) vinu sa snizenom
koncentracijom SO i glutationom odnosno 10 mg L slobodnog SO uz dodatak 20 mg L*
glutationa, a dobiveni rezultati usporedeni su kontrolno vinom sa standardnom koncentracijom

SOz odnosno s 25 mg L slobodnog SOx.

Koncentracija ukupnih tanina i antocijana odredena je spektrofotometrijskom analizom,
a dobiveni rezultati prikazani su slikama 3 i 7. Analiza slobodnih antocijana provedena je
primjenom tekuéinske kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC) ¢iji su rezultati prikazani
u tablici 4 i na slikama 4 - 6. Analiza sastava flavan-3-ol monomera [(+)-katehin, (-)-epikatehin]
i flavan-3-ol dimera (procijanidin B1, B2, B3 i B4) takoder je provedena primjenom tekucinske
kromatografije visoke djelotvornosti, a dobiveni rezultati prikazani su u tablici 5. Rezultati
analize sastava ukupnih flavan-3-ol monomera prikazani su na slici 8, a ukupnih flavan-3-ol

dimera na slici 9.
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4.1. UTIECAJA DODATAKA ANTIOKSIDANSA NA STABILNOST ANTOCIJANA
VINA

Utjecaj dodataka antioksidansa na stabilnost ukupnih antocijana vina Cabernet
Sauvignon nakon 12 mjeseci starenja u boci prikazan je na slici 3. Iz priloZenih rezultata
vidljivo je kako tijekom starenja vina u boci doSlo do smanjenja koncentracije ukupnih
antocijana u vinima s nizom koncentracijom antioksidansa. Naime, u vinu sa smanjenom
koncentracijom SO, (10 mg L* slobodnog SO;) i glutationom (20 mg L) te vinu s
koncentracijom SOz (10 mg L* slobodnog SO2) bez dodatka glutationa utvrdene su nize
koncentracije ukupnih antocijana nego u kontrolnom vinu sa standardnom koncentracijom SO>
odnosno s 25 mg L slobodnog SO». Naime, ranija istrazivanja pokazala su kako prilikom
dozrijevanja i starenja vina dolazi do znacajnih promjena u sastavu polifenolnih spojeva
(Kallithraka i sur., 2009). Antocijani, koji su nositelji crvene boje mladih vina, se tijekom
razdoblja dozrijevanja i starenja transformiraju u stabilnije oligomerne ili polimerne pigmente.
Naime, antocijani direktno ili posredovanjem acetaldehida i drugih spojeva reagiraju s drugim
polifenolima ¢ime se koncentracija ukupnih antocijana u vinu smanjuje. Takoder, antocijani
mogu uéi u reakcije koje rezultiraju adicijom novog piranskog prstena na ve¢ postojecu

strukturu ¢ime se formiraju novi pigmenti, poput piroantocijana (Jackson, 2008).

140.00
120.00

100.00

Ukupni antocijani (mg L)
D (00]
o o
o o
o o

40.00
20.00
0.00
kontrola (standardni  snizeni SO, i glutation snizeni SO,
SO,)

Slika 3. Utjecaj dodataka antioksidansa na koncentraciju ukupnih antocijana u vinu nakon 12
mjeseci starenja.
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Istrazivanje provedeno na vinima Temparnillo, Cabernet Sauvignon i Graciano nakon
12 mjeseci starenja pokazalo kako tijekom starenja vina dolazi do smanjenja koncentracije
ukupnih antocijana, koje je u korelaciji sa sudjelovanjem monomera antocijana u brojnim
reakcijama kondenzacije, kao i u korelaciji s brojnim reakcijama razgradnje i hidrolize
(Monagas 1 sur, 2006). Takoder, pokazalo se da tijekom starenja vina u bacvama dolazi do
smanjenje koncentracije antocijana zbog formiranja novih antocijan pigmenata, dok je tijekom
starenja vina u bocama smanjenje u koncentraciji posljedica degradacije pigmenata prisutnih u
vinu (Alcade-Eon i sr., 2006). Navedene kemijske promjene u sastavu antocijana reflektiraju se
i na promjenu boje i nijanse vina tijekom njegovog dozrijevanja i to iz intenzivnih crvenih

nijansi u smede, ciglaste nijanse (Alcade-Eon i sur, 2006; Monagas i sur., 2005).

Nadalje, iz rezultata prikazanih na slici 4 vidljivo je kako je najniza koncentracija
ukupnih antocijana zabiljezena u uzorku vina sa snizenim SO2. Usporedbom uzorka sa snizenim
SOz i glutationom s uzorkom sa snizenim SOz uocavamo da je veca koncentracija antocijana
zabiljezena u prvom navedenom uzorku s viSom koncentracijom antioksidansa. Ovi rezultati u
skladu s istrazivanjem Luki¢ i sur. (2019) gdje su analizirani uzorci vina tretiranog ultrazvukom
visokih snaga s dodatkom antioksidansa (glutation i SO2) nakon 6 mjeseci starenja, posljedica
su sposobnosti sumporovog dioksida i reduciranog glutationa da zastiti lako oksidirajuée
spojeve, poput polifenola, smanjenjem stope potro$nje kisika (Luki¢ i sur., 2019). Naime,
antioksidansi, a posebice sumporov dioksid imaju sposobnost zastite fenolnih spojeva od
oksidacije 1 sprjecavanja nepozeljnog posmedivanja vina tijekom starenja. Jednom kad je dodan
u vino, sumporov dioksid reducira kinone u njihov primarni fenolni oblik, na taj nadin
sprijeCava daljnje reakcije razgradnje u kojima sudjeluju kinoni (Oliviera i1 sur., 2011;

Waterhouse i Nikolatntonaki, 2015).

Glutation kao antioksidans ima ulogu u sprjeavanje posmedivanja vina i gubitka arome
vina i predmet je sve vedeg broja istrazivanja. Dodatak glutationa od 10 mg L u Savignon vina
prilikom punjenja vina u boce rezultirao je sprijecavanjem nepozeljnog posmedivanje vina,
gubitak sortne arome i oCuvanjem svjezine vina tijekom starenja (EI Hosry i sur., 2009).
Takoder, dodatak GSH od 20 mg L je dokazano sprijedio gubitak terpena tijekom starenja
bijelih vina (Papadopoulou i Roussis, 2008). Istrazivanje EI Hosry i suradnika (2009) pokazalo
je da dodatak glutationa u vino prilikom punjenja vina u boce moze povecati stabilnosti vina
tijekom starenja (El Hosry i sur., 2009). Nadalje, istrazivanje Gambuti i suradnika (2015)
potvrduje sinergisticko djelovanje sumporovog dioksida i glutationa na stabilnost ukupnih 1

monomera antocijana. U potonjem istrazivanju uzorci vina cabernet sauvingnon s visokom i
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niskom koncentracijom sumporovog disokida i glutationa tretirani su mikrooksigenacijom.
Rezultati analize pokazali su da je u uzorcima sa smanjenom koncentracijom SO (25 mg L)
i glutationom (20 mg L) te pove¢anom koncentracijom SOz (65 mg L) i glutationom (20 mg
L) doslo do blagog smanjenja koncentracije ukupnih i monomera antocijana, $to se pripisuje
brojnim reakcijama u kojima antocijani sudjeluju, poput reakcija kondenzacije i
kopigmentacije. Znanstvenici su zakljucili da je upotreba GSH zanimljiva nadopuna koristenju
sumprovog dioksida te moze imati koristi u oCuvanju crvene boje vina nakon tretmana
mikrooksigenacije ili tijekom starenja, no potrebno je provoditi daljnja istrazivanja (Gambulti i

sur., 2015).

Utjecaj dodatka antioksidansa na promjene u sastavu pojedinacnih slobodnih antocijana
(antocijan-3-O-glukozida, antocijan-3-O-glukozid acetata te antocijan-3-O-glukozida p-
kumarata) prikazan je u tablici 4. U skladu s ranijim istraZivanjima, malvidin-3-glukozid bio je
najzastupljeniji slobodni antocijan u svim analiziranim vinima (Ortega- Regules i sur. 2006;
Revilla i sur. 2001;). Neznatne razlike izmedu kontrolnog uzorka i dvaju uzoraka sa snizenom

koncentracijom SO; sa/ili bez dodatka glutationa utvrdene su u sastavu cijanidin-3-glukozida,

Tablica 4. Utjecaja dodatka antioksidansa na koncentraciju antocijan-3-O-glukozida, antocijan-

3-0-glukozid acetata i antocijan-3-O-glukozid p-kumarata u vinu nakon 12 mjeseci starenja.

UZORCI

SniZeni SO,

SLOBODNI ANTOCIJANI Kontrola

Snizeni SO,

(standardni SO,) i glutation
Antocijan-3-O-glukozidi (mg L)
Delfinidin-3-O-glukozid 3,94 £ 0,00 3,50 £ 0,00 1,99 + 0,02
Cijanidin-3-O-glukozid 0,63+0,01 0,58 £ 0,01 0,53+0,01
Petunidin-3-O-glukozid 3,30 £ 0,02 2,92 £ 0,06 1,64 + 0,00
Peonidin-3-O-glukozid 2,09+£0,01 1,86 + 0,00 1,15+ 0,00
Malvidin-3-0-glukozid 24,43 £ 0,05 21,52 £ 0,02 11,45 £ 0,02
Antocijan-3-O-glukozid acetati (mg L)
Peonidin-3-O-glukozid acetat 0,73+0,01 0,66 + 0,01 0,47 £ 0,00
Malvidin-3-O-glukozid acetat 7,48 + 0,05 6,42 + 0,05 3,24 £ 0,04
Antocijan-3-O-glukozid p-kumarati (mg L)
Peonidin-3-O-glukozid p-kumarat 0,60 = 0,00 0,54 £ 0,04 0,42 + 0,03
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Malvidin-3-O-glukozid p-kumarat 2,46 £ 0,02 2,24 +£0,05 1,21+ 0,01

iz Cega proizlazi da koncentracija antioksidansa u vinu tijekom dozrijevanja nema znacajan
utjecaj na promjene u sastavu navedenog spoja. S druge strane, najznacajnije promjene i odnosu
na kontrolni uzorak utvrdene u sastavu malvidi-3-O-glukoizida, upu¢uju¢i na izrazitu
osjetljivost navedenog spoja na sastav antioksidansa u vinu. Takoder, pri tom su zna¢ajno nize
koncentracije ovog spoja odredene u vinu sa snizenom koncentracijom SO2 i bez dodatka
glutationa, nego u vinu sa snizenom koncentracijom SO2 i dodatkom glutationa. Dobiveni

rezultati u skladu su s ranijim istrazivanjima (Curko isur., 2017; Sun i Spranger, 2005).

Delfinifin-3-O-glukozid u odnosu na kontrolni uzorak nije pokazao veliko odstupanje u
uzorku sa snizenim SOz i glutationom, ali je u uzorku sa snizenim SO2 uo¢en pad koncentracije.
Nadalje, kod petunidin-3-O-glukozida neznacajna promjenu koncentracije uocena je u uzorku
sa snizenim SO i glutationom u odnosu na kontrolni uzorak, dok se u uzorku sa snizenim SO>
koncentracija smanjila. Peonidin-3-O-glukozid je reagirao sli¢no kao i petunidin-3-O-glukozid,
gdje je znacajniji pad koncentracije u odnosu na kontrolu zabiljezen je u uzorku sa snizenim

SO>, a ne$to manji u uzorku sa snizenim SO> i glutationom.

Promjene u sastavu antocijan-3-O-glukozid acetata (peonidin-3-O-glukozid acetata i
malvidin-3-O-glukozid acetata) nakon 12 mjeseci starenja vina u boci prikazane su u tablici 4.
U koncentraciji peonidin-3-O-glukozid acetata utvrdeno je neznatno odstupanje u uzorku sa
snizenim SOz 1 glutationom u odnosu na kontrolni uzorak, a pad je zabiljeZen u uzorku sa
snizenim SO». S druge strane, kod malvidin-3-O-glukozid acetata pad koncentracije zabiljeZen
je i u uzorku sa snizenom koncentracijom SO2 i U uzorku sa snizenim SO2 i glutationom.
Medutim, znacajniji pad je zabiljeZen u uzorku sa snizenim SO2 koji iznosi 3,24 + 0,04 u odnosu
na kontrolni uzorak koji iznosi 7,48 £ 0,05. Dobiveni rezultati upucuju na znaéajno veéu
osjetljivost odnosno utjecaj koncentracije antioksidansa na sastav malvidin-3-O-glukozid
acetata nego peonidin-3-O-glukozid acetata.

Trendovi sli¢ni onima u sastavu antocijan-3-O-glukozid acetata utvrdeni su i u sastavu
antocijan-3-O-glukozid p-kumarata (tablica 4), gdje su tek nesto nize koncentracije antocijana
u odnosu na kontrolni uzorak utvrdene u uzorku sa snizenim SOz i glutationom, a znacajno nize
u uzorku sa snizenom koncentracijom SO> kako kod malvidin-3-O-glukozid p-kumarata tako i

kod peonidin-3-O-glukozid p-kumarata. Ipak, kao i kod antocijan-3-O-glukozid acetata, nize
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koncentracije antioksidansa pridonijele su znacajnijem smanjenju koncentracije malvidin-3-O-

glukozid p-kumarata nego peonidin-3-O-glukozid p-kumarata.

Utjecaj dodatka antioksidansa na koncentraciju ukupnih slobodnih antocijan-3-O-
glukozida u vinu nakon 12 mjeseci starenja prikazan je naslici 4. 1z dobivenih rezultata vidljive
su tek blage razlike u koncentraciji izmedu kontrolng uzoraka sa standardnim SO i uzorka sa
snizenim SO i glutationom. S druge stane, zna¢ajno veéi pad koncentracije antocijan-3-O-
glukozida zabiljezZen je u uzorku sa snizenim SO». Kako je ve¢ ranije istaknuto, koncentracija
antioksidansa igra klju¢nu ulogu na promjene u sastavu kako ukupnih tako i pojedinacnih
antocijana (Alcade-Eol i sur. 2006), pri ¢emu vise koncentracije antioksidansa prilikom
dozrijevanja i starenja vina mogu znacajno usporiti samo smanjenje koncentracije kako ukupnih
tako i slobodnih antocijana (Burin i sur., 2011; Curko i sur., 2017; Sun i Spranger, 2005).
Dobiveni rezultati upuéuju na zastitno djelovanje SO i glutationa, kao i potencijalni

sinergisti¢ki u¢inak ova dva antioksidansa (Luki¢ i sur., 2019).

Na slici 5 prikazan je utjecaj dodataka antioksidansa na koncentraciju ukupnih
antocijan-3-O-glukozid acetata u vinu nakon 12 mjeseci starenja. Ranije istraZivanje Alcade-
Eol i sur. (2006), pokazalo kako je kako su kemijske promjene u sastavu antocijan-3-O-

glukozid-acetata i antocijan-3-O-glukozid-p-kumarata identi¢ne onima u sastavu antocijan-3-
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Slika 4. Utjecaj dodataka antioksidansa na koncentraciju ukupnih slobodnih antocijan-3-O-

glukozida u vinu nakon 12 mjeseci starenja.

28



9.00
8.00
#~7.00
6.00
5.00

Y

-3-0-

jjan

Ukupni slobodni antoc
glukozid acetati (mg L

kontrola (standardni SO,) snizeni SO, i glutation snizeni SO,

©c = w b
O o o o o
©S & & © o

Slika 5. Utjecaj dodataka antioksidansa na koncentraciju ukupnih antocijan-3-O-glukozid

acetata u vinu nakon 12 mjeseci starenja.
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Slika 6. Utjecaj ultrazvuka visokih snaga i dodataka antioksidansa na koncentraciju ukupnih

antocijan-3-O-glukozid p-kumarata u vinu nakon 12 mjeseci starenja.
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glukozid-acetata i antocijan-3-O-glukozid-p-kumarata identi¢ne onima u sastavu antocijan-3-
O-glukozida.Trendovi vidljivi na slici identi¢ni su onima ranije opisanim kod malvidin-3-O-
glukozid acetata s obzirom na prevlast navedenog spoja u ukupnoj sumi. Snizenje koncentracije
ukupnih antocijan-3-O-glukozid acetata u odnosu na kontrolni uzorak utvrdeno je u uzorku vina
sa snizenom koncentracijom SO 1 glutationa, a posebno u uzorku sa snizenim SO».

Utjecaj dodataka antioksidansa na sastav ukupnih antocijan-3-O-glukozid p-kumarata u
vinu nakon 12 mjeseci starenja prikazan je naslici 6. Kako je ranije primije¢eno kod antocijan-
3-O-glukozid acetata, dobiveni rezultati reflektiraju ranije opisane trendove zamije¢ene kod
malvidin-3-O-glukozid p-kumarata. Pad koncentracije navedenih spojeva uocen je slijedu:
kontrolno vino, vino sa snizenom koncentracijom SO i glutationom, vino sa sniZenom
koncentracijom SO2 Dobiveni rezultati ukazuju na vaznost koncentracije antioksidansa na

stabilnost ukupnih antocijan-3-O-glukozid p-kumarata.
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4.2. UTIECAJA DODATAKA ANTIOKSIDANSA NA STABILNOST TANINA VINA

Rezultati utjecaja dodataka antioksidansa na koncentraciju ukupnih tanina u vinu nakon
12 mjeseci starenja prikazani su na slici 7. Tanini predstavljaju 25 — 50 % ukupnih polifenola
u vinu, a s obzirom na to da su nositelji senzorskog svojstva trpkoc¢e i okusa gor¢ine (Chira i
sur., 2012), njihova koncentracija kao 1 promjene u njthovom sastavu direktno utje€u na samu
kvalitetu crnih vina. Prilikom dozrijevanja i starenja vina u sastavu tanina (proantocijanidina)
dolazi do brojnih kemijskih promjena, izmedu ostalog i do promjene stupnja polimerizacije
proantocijanidina (Saucier, 2010). Takoder, tijekom starenja vina uslijed oksidacije etanola
dolazi do proizvodnje acetaldehida, spoja koji takoder utjece na formiranje etilno vezanih
polimera. Nadalje, proantocijanidini ili kondenzirani tanini zbog reakcija s antocijanima imaju
veliki doprinos u stabilizaciji boje vina tijekom starenja. Naime, povezivanjem A prstenova
antocijana i tanina direktno ili uz posredovanje acetaldehida doc¢i ¢e do formiranja obojenih
polimernih spojeva (Saucier, 2010). Navedene kemijske reakcije uzrokuju promjene senzorskih
svojstava vina tijekom dozrijevanja i starenja, a u prvom redu smanjenje trpkoce te kako je to
ranije istaknuto stabilizaciju boje (Alcalde-Eon i sur., 2006; Jackson, 2008). Iz slike 7 vidljivo
je kako uzorak sa snizenim SOz i glutationom 1 uzorak sa snizenim SO2 ne pokazuju znacajnije

odstupanje od kontrolnog uzorka sa standardnom koncentracijom SO,. Dobiveni rezultati

3.50
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- - N N w
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Slika 7. Utjecaj dodataka antioksidansa na koncentraciju ukupnih tanina u vinu nakon 12

mjeseci starenja.
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pokazuju kako koncentracija antioksidansa u vinu tijekom starenja u bocama nije znacajnije
utjecala na promjene u sastavu ukupnih tanina, odnosno da su ukupni tanini zna¢ajno manje
osjetljivi na djelovanje antioksidansa od ukupnih i slobodnih antocijana. Dobiveni rezultati
mogu se objasniti ¢injenicom da starenje u bocama, suprotno od samog dozrijevanja u ba¢vama
predstavlja manje oksidativne uvjete, gdje kontakt vina i kisika u najvecoj mjeri ovi su o
koristenom tipu ¢epa, odnosno njegovoj propusnosti za kisik (Chira i sur, 2012). Takoder,
dobiveni rezultati mogu se usporediti i s rezultatima Bindon i sur. (2014), gdje tijekom 42
mjeseca starenja vina Cabernet Sauvignon nije doslo do znacajnije promjene u koncentraciji
tanina, medutim istovremeno je zabiljezeno povecanje koncentracije novih pigmenata, bilo
polimernih ili nepolimernih, otpornih na djelovanje SO, kao i stabilizacije boje vina (Bindon i
sur., 2014).

Utjecaj dodatka antioksidansa na koncentraciju pojedina¢nih flavan-3-ol monomera i
dimera u vinu nakon 12 mjeseci starenja prikazan je u tablici 5. Flavan-3-oli su polifenolni
spojevi primarno odgovorni za trpkocu, gor¢inu i strukturu crnih vina, medutim takoder igraju
1 klju¢nu ulogu u stabilizaciji boje vina tijekom starenja (Puertolas i sur., 2010). Ranija
istrazivanja pokazala su kako tijekom dozrijevanja i starenja vina dolazi do smanjenja
koncentracije monomera i dimera. Primjerice, istrazivanje provedeno na sortama Merlot, Syrah

i Tempranillo pokazalo ja kako tijekom 12 mjeseci dozrijevanja dolazi do znac¢ajnog Smanjenja

Tablica 5. Utjecaja dodatka antioksidansa na koncentraciju flavan-3-ol monomera i dimera u

vinu nakon 12 mjeseci starenja.

UZORCI

FLAVAN-3-OLI Kontrola SniZeni SO i

SniZeni SO,

(standardni SO,) glutation

Flavan-3-ol monomeri (mg L)
(+)-Katehin 34,11 £ 0,05 31,66 + 0,08 26,78 £ 0,01
(-)-Epikatehin 15,01 £ 0,00 14,24 £ 0,01 12,07 £ 0,00
Flavan-3-ol dimeri (mg L)
Procijanidin B1 27,93 +£0,25 27,14 £ 0,47 22,80 £ 0,55
Procijanidin B2 32,23 £ 0,06 30,92 £ 0,12 26,49 + 0,02
Procijanidin B3 8,68 £ 0,24 8,20 £ 0,50 6,83 £ 0,09
Procijanidin B4 8,31+ 0,02 7,99 £ 0,03 7,26 £ 0,04
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Slika 8. Utjecaj dodataka antioksidansa na koncentraciju ukupnih flavan-3-ol monomera u

vinu nakon 12 mjeseci starenja.
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Slika 9. Utjecaj dodataka antioksidansa na koncentraciju ukupnih flavan-3-ol dimera u vinu

nakon 12 mjeseci starenja.
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koncentracije flavan-3-ola kao posljedica sudjelovanja ovih spojeva u reakcijama s
antocijanima i formiranju polimernih pigmenata (Marquez i sur., 2013). Iz rezultata prikazanih
u tablici 4 vidljivo je kako je koncentracija (+)-katehin i (-)-epikatehina znatno niza u uzorcima
sa snizenom koncentracijom SOz u odnosu na kontrolni uzorak, dok je neznatan pad u
koncentraciji uoen u uzorcima sa snizenom koncentracijom SO i glutationom. Naime,
antioksidansi, sumporov dioksid i glutation, imali su zastitu ulogu, te je visa koncentracija ovih
antioksidansa usporila smanjenje koncentracije flavan-3-ol monomera tijekom starenja vina.
Takoder, medu analiziranim flavan-3-olima, najintenzivnije promjene tijekom starenja uo¢ene
su u sastavu (+)-katehina u skladu s ranijim istrazivanjima (Goémez-Cordoveés i Gonzales-
SanJosé, 1995). Najznacajniji pad koncentracije uocen je kod (+)-katehina u uzorku sa
snizenom koncentracijom SO2. Nadalje, u sastavu flavan-3-ol dimera najveci pad koncentracije
u odnosu na kontrolni uzorak uocen je kod procijanidina B2 u uzorku sa snizenom
koncentracijom SO». Koncentracije ostalih flavan-3-ol dimera procijanidina B1, B3 i B4
pokazuju takoder pad koncentracije u uzorcima sa snizenom koncentracijom SO i glutationom
potom u uzorcima sa snizenom koncentracijom SO, §to je u skladu s rezultatima Marquez i
sur. (2013).

Utjecaj dodataka antioksidansa na koncentraciju ukupnih flavan-3-ol monomera u vinu
nakon 12 mjeseci starenja prikazan je naslici 8. Neznacajan pad u koncentraciji ukupnih flavan-
3-ol monomera u donosu na kontrolni uzorak uocen je u uzorku sa snizenom koncentracijom
SO> i glutationom. S druge strane, zna¢ajan pad koncentracije u odnosu na kontrolni uzorak
zabiljezen je u uzorku sa snizenim SO». Nadalje, vrlo sli¢an trend uocen je i u sastavu ukupnih
flavan-3-ol dimera prikazanih naslici 9, gdje je u odnosu na kontrolni uzorak utvrden blagi pad
u koncentraciji flavan-3-ol dimera u uzorku sa snizenim SO- i glutationom. S druge strane,
znacajan pad koncentracije flavan-3-ol dimera u odnosu na kontrolni uzorak, identi¢no kao i
kod flavan-3-ol monomera, zabiljezen je u uzorku sa snizenim SO». lako je smanjenje
koncentracije falavan-3-ol monomera i dimera tijekom dozrijevanja i starenja vina u skladu s
ranijim istrazivanjima (Drinkine i sur. 2007) dobiveni rezultati potvrduju zastitno djelovanje

glutationa u vinima sa snizenim udjelom sumporovog dioksida.

34



5. ZAKLJUCCI

Na temelju dobivenih rezultata o utjecaju dodataka antioksidansa (sumporovog dioksida i

glutationa) na stabilnost antocijana i tanina u vinu Cabernet Sauvignon nakon 12 mjeseci

starenja u bocama mozemo zakljuciti sljedece:

1.

Koncentracija antioksidansa (sumporovog dioksida i glutationa) znac¢ajno je utjecala na
kemijske promjene u sastavu antocijana i flavan-3-ol monomera i dimera tijekom

starenja vina.

Vise koncentracije antioksidansa tijekom starenja imale su zaStitno djelovanje te
pozitivan ucinak na stabilnost antocijana i flavan-3-ol monomera i dimera, usporavajuci

njihovo smanjenje koncentracije.

Dodatak glutationa pokazao je zastitno djelovanje u vinu sa snizenim koncentracijom

SOs.

Najvisa koncentracija ukupnih antocijana zabiljeZzena u kontrolnom uzorku, zatim u
uzorku sa snizenom koncentracijom SOz i dodatkom glutationa, dok je najveéi pad

koncentracije zabiljezen u uzorku sa snizenom koncentracijom SO».

U uzorku sa snizenom koncentracijom SO i dodatkom glutationa zabiljezena je visa
koncentracija slobodnih antocijana (antocijan-3-O-glukozida, antocijan-3-O-glukozid
acetata i antocijan-3-O-glukozid p-kumarata) u odnosu na uzorak sa sniZenom

koncentracijom SO..

Koncentracija antioksidansa nije znacajnije utjecala na promjene u sastavu ukupnih

tanina tijekom starenja.

U uzorku sa snizenom koncentracijom SO i dodatkom glutationa zabiljezena je viSa
koncentracija flavan-3-ol monomera i dimera u odnosu na uzorak sa snizenom

koncentracijom SO..
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IZJAVA O 1ZVORNOSTI

Izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam

koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.

Ana Marusi¢
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