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1.UvOD

Aroma vina jedan je od najvaznijih parametara kvalitete vina, a podrazumijeva impresiju
mirisnih i okusnih komponenti vina. Cini ju vise od tisuéu spojeva koji mogu biti hlapive i
nehlapive komponente vina. Na koncentraciju spojeva arome u finalnom proizvodu, uvelike utjece
proces starenja vina. Tijekom tog perioda dolazi do smanjenja veéine spojeva, kao §to su acetatni
i etilni esteri, terpeni i sortni tioli, dok se koncentracija hlapivih masnih kiselina i visih alkohola
povecava ili ostaje nepromijenjena. Navedene promjene uglavnom su posljedica reakcija hidrolize
i oksidacije, pri ¢emu se posebno istice oksidacija kao jedan od glavnih faktora rizika za kvalitetu
vina jer utjece, ne samo na aromu vina, nego i na boju i sveukupnu kvalitetu. Kao jedan od nacina

zaStite vina od negativnog utjecaja kisika isti¢e se dodatak nekoliko razli¢itih antioksidansa.

Sumporov dioksid predstavlja najvazniji i gotovo nezamjenjivi aditiv tijekom proizvodnje
vina upravo zbog svog antioksidacijskog i antimikrobnog djelovanja. S druge strane, u zadnjem
desetljecu su istrazivanja usmjerena na trazenje adekvatne zamjene za ovaj aditiv zbog njegovog
negativnog djelovanja na zdravlje (pseudoalergijska svojstva) manjeg broja populacije. Kao
alternative istiCu se brojne netoplinske tehnike (ultrazvuk visokih snaga, hladna plazma, visoki
hidrostatski tlak, pulsiraju¢e elektricno polje itd.) ali 1 razni antioksidansi (glutation, askorbinska

kiselina, fenolni spojevi i sl.).

Pritom je bitno istaknuti glutation, kao jednog od najboljih alternativa. Ovaj spoj je
prirodan sastojak brojnih biljnjih vrsta, a samim time i hrane proizvedene od istih. Karakterizira
ga antioksidacijska aktivnost zbog prisutnosti tiolne grupe cisteina koja je odgovorna za
sprecavanje oksidacije vina. Osim toga, utvrdeno je da djeluje zastitno na mnoge poZeljne arome

vina 1 §titi samo vino od nastanka nepoZzeljnih mirisa.

Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi utjecaj dodatka antioksidansa (glutationa i sumporovog
dioksida) na aromatski profil crnog vina Cabernet Souvignona, nakon 12 mjeseci starenja u
bocama na tamnome mjestu. Rezultati ovog diplomskog rada pruziti ¢e nove spoznaje o

potencijalnoj primjeni i u¢inkovitosti antioksidansa u proizvodnji vina.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. AROMA VINA

Aroma vina predstavlja jedan od najvaznijih parametara kvalitete vina te podrazumijeva
impresiju mirisnih i okusnih komponenti vina. Nastaje kao posljedica interakcije izmedu kemijskih
spojeva Kkoji su prisutni u vinu sa osje¢ajem okusa i mirisa Koji se stvaraju kod konzumenta vina.
Aromu vina formiraju vise od tisu¢u spojeva koji mogu biti hlapive i nehlapive komponente.
Hlapive spojeve ¢ine visi alkoholi, terpeni, karbonilni spojevi, esteri, hlapivi tioli i spojevi sa
sumporom. Ostali sastojci poput Secera, fenolnih spojeva, organskih kiselina te mineralnih
komponenti, ¢ine nehlapivi dio vina. Udio tih komponenti u vinu u rasponu je od nekoliko ng L™
do nekoliko stotina mg L™, a to ovisi 0 samoj sorti grozda, klimi, uvjetima pod kojim se provodi

fermentacija kao i uvjetima starenja vina (Alves i sur., 2005).

S obzirom na fazu u kojem nastaje, ona se moze podijeliti u 4 kategorije: primarna,
sekundarna, fermentacijska i aroma starenja. Primarna aroma dolazi iz samog grozda, dok se
sekundarna razvija tijekom procesa primarne prerade grozda (runjenje, muljanje, presanje).
Fermentacijska aroma nastaje kao posljedica alkoholne i jabu¢no-mlije¢ne fermentacije. Aroma
starenja se formira procesom dozrijevanja i starenja vina koji se moze odvijati u bocama ili

drvenim ba¢vama, ovisno o stilu vina koju zelimo proizvesti (Swiegers i Pretorius, 2005).

2.1.1 Primarna aroma

Primarna aroma formira se u grozdu tijekom njegovog dozrijevanja, a procesom prerade
se ekstrahira u most. Glavni predstavnici su terpeni, norizoprenoidi, metoksiparazini, hlapivi tioli
i Cs spojevi (Ribéreau-Gayon i sur., 2006). Na njihovu koncentraciju veliki utjecaj imaju klimatski
uvjeti (svjetlo, temperatura, padaline, vlaga), polozaj vinograda i vrsta tla, sorta i stupanj zrelosti

grozda, koncentracija spojeva s dusikom te prinos grozda.

Najvaznija skupina primarne arome su terpeni, kojih je preko 50 detektirano u grozdu, a
puno manje u vinu. Muskat i Rizling predstavljaju vina sa visokom koncentracijom terpena koji
tim vinima daju karakteristi¢nu citrusnu i cvjetnu aromu (Rapp, 1998; Black i sur., 2015). U grozdu
se mogu na¢i u dva oblika: monoterpeni (10 C atoma) ili seskviterpeni (14 C atoma). Monoterpene

obiljezava pozeljna i ugodna aroma, a glavni predstavnici ove skupine su linalool, nerol, geraniol,



citronelol. Detektirani su u mesu i pokozici bobice grozda u dva moguca oblika: slobodni i
glikozidni. Karakterizira ih osjetljivost na niski pH, temperaturu i duze vrijeme skladistenja, te
transformacija u druge spojeve koji mogu doprinijeti razlicitoj aromi i imati razliite senzorske
pragove osjetljivosti (Papadopoulou i Roussis, 2001; Roussis i sur., 2005). Vaznost monoterpena
u vinu je njihovo sinergisticko djelovanje pri ¢emu utje¢u na ukupnu aromu u vinu (Ribéreau-

Gayon i sur., 1975).

Norizoprenoidi ¢ine primarnu aromu koja nastaje pod utjecajem svjetla, temperature i
kisika, formiranjem iz pigmenta karotenoida. Spojevi koji karakteriziraju ovu skupinu su sljedeci:
S-damaskenon (aroma tropskog voca, kuhane jabuke), f-ionon (miris ljubiéice), TDN (1,1,6-
trimetil-1,2-dihidronaftalen) (miris kerozina i petroleja) te vitispiran (miris krizanteme, voéni
miris). Vise sunceve svjetlosti rezultira znacajnijom razgradnjom karotenoida, odnosno
znacajnijom sintezom ovih spojeva, §to je ujedno i jedan od razloga poveéanja ovih spojeva

tijekom dozrijevanja grozda (Marais, 1992).

Metoksipirazini su takoder vrlo vazni spojevi odgovorni za primarnu aromu, a nastaju
metabolizmom aminokiselina. Primarno nastaju u bobici, ali se mogu pronaciu pokozici i sjemenci
grozda, a nositelji su karakteristicnog mirisa na zeleno i travu. Nadalje, odgovorni su za miris na
Sparoge, papriku, krumpir i zemlju ¢ije su note karakteristiéne za vino Sauvignon blanc. Na
njihovu koncentraciju utjece sorta i stupanj zrelosti grozda, temperatura i svjetlost kojoj je grozde
izloZzeno te ampelotehnicki uvjeti (rezidba, bujnost, uklanjanje lis¢a oko grozda). Grozde koje jos
nije dovoljno zrelo sadrzi visoki udio metoksipirazina kod sorti poput Cabernet Sauvignona, ali
dozrijevanjem dolazi do njihovog smanjenja. Sorte grozda koje se uzgajaju u hladnim podruéjima

karakteriziraju puno vece koncentracije ovih spojeva u odnosu na ostala (Lacey i sur., 1991).

Hlapivi tioli predstavljaju aromatske spojeve odgovorne za pozeljne mirise vina na tropsko
voce, Ciji su najvazniji predstavnici: 3-sulfanilheksan-1-ol (3SH) i 3 sulfanilheksil acetat (3SHA)
koje karakterizira arome voca, grejpa i koprive; te 4-sulfanil-4-metilpentan-2-on (4MSP) koji je
nositelj mirisa na drvece i SimsSir (Swiegers i sur., 2009). Formiraju se tijekom alkoholne
fermentacije djelovanjem enzima kvasaca, odnosno cijepanjem nehlapivih prekursora koji se
nalaze u grozdu. Znacajni su za sorte Sauvignon blanc, Pinot, Rajnski Rizling i ostale. Starenjem

vina njihova koncentracija se smanjuje za 50 % pocetne vrijednosti (Murat i sur., 2003).



Ce Spojevi nastaju u grozdu, ali se mogu pronaci i u liS¢u vinove loze, a ¢ine ih heksanali i
heksenali koji su nositelji karakteristicnog mirisa po zelenom, drvecu i travi (Makhotkina i sur.,
2013). Procesom prerade prelaze u most, ali mogu nastati i enzimatskom oksidacijom masnih
kiselina tijekom alkoholne fermentacije transformacijom aldehida. Djelovanjem kvasaca mogu se
prevesti u alkohol 1-heksanol (Ribéreau-Gayon i sur., 2006).

2.1.2. Sekundarna aroma

Sekundarna aroma nastaje kao posljedica kemijskih i enzimatsko-biokemijskih reakcija
koje se odvijaju primarnom obradom grozda (ruljanje i muljanje, presanje i maceracija). Vinu daje

karakteristicni cvjetni i tropski miris te miris po banani i breskvi (Swiegers i Pretorius, 2005).

2.1.3. Aroma fermentacije

Aroma fermentacije formira se procesom alkoholne i jabu¢no-mlije¢ne fermentacije kao
rezultat metabolizma kvasaca i bakterija. Spojevi koji nastaju tijekom fermentacije su esteri, visi
alkoholi, hlapive masne kiseline te karbonilni spojevi. Soj kvasaca, metode vinifikacije,
temperatura fermentacije, duljina kontakta sa pokozicom, dodatak sumporovog dioksida i
koncentracija Kisika utje¢u na formiranje ovih spojeva i njihovu koncentraciju u kona¢nom
proizvodu (Lambrechts i Pretorius, 2000). Proces fermentacije dovodi do brojnih pozeljnih procesa
kao Sto su lakSe izdvajanje tvari iz ¢vrstih dijelova grozda, povecanja kvas¢evih metabolita te
aromatske i kemijske kompleksnosti vina, ali nastaju i potpuno novi spojevi transformacijom veé

postojec¢ih (Ribéreau-Gayon i sur., 2006).

Esteri se formiraju reakcijom izmedu organskih kiselina i alkohola bez enzima ali i
esterifikacijom aktiviranih masnih kiselina s etanolom (Ribéreau-Gayon i sur., 2006). Najve¢im
dijelom nastaju tijekom alkoholne fermentacije te predstavljaju najznac¢ajniju skupinu spojeva koji
utjeCu na aromu vina. U vinu je identificirano vise od 160 estera od kojih je veéina prisutna samo
u tragovima. Esteri se prema strukturi mogu podijeliti u dvije skupine: alifatske (ravnolan¢ane) i
ciklicke (fenolne) estere. Cikli¢ki esteri nemaju veliki utjecaj na aromu zbog svoje slabe hlapivosti
te prisutnosti u koncentracijama nizim od senzorskog praga osjetljivosti. Najvazniju skupinu
predstavljaju alifatski esteri koji se mogu podijeliti na acetatne i etilne. Acetatni esteri nastaju
reakcijom esterifikacije octene kiseline i etanola ili visih alkohola i nositelji su cvjetne i voéne

arome vina. Etilni esteri nastaju reakcijom izmedu etanola i acetil-COA uz djelovanje ezima



aciltransferaze (Lambrechts i Pretorius, 2000) i u vinu se nalaze u vecoj koncentraciji u odnosu na
acetatne (Campo i sur., 2005). Opcenito, njihova koncentracija u vinu ovisi o nekoliko ¢imbenika:
vrsta kvasaca koja je inokulirana ili koja se nalazi na grozdu, zrelost grozda, alkoholna i jabu¢no-
mlije¢na fermentacija i njezina temperatura, proces vinifikacije i ostalo (Lambrechts i Pretorius,
2000).

Visi alkoholi smatraju se alkoholima sa vise od dva atoma ugljika koji imaju vecu
molekulsku masu i vreliste od etanola (Jackson, 2008). Ovi spojevi predstavljaju najznacajnije
tvari arome koji nastaju tijekom fermentacije i ¢ine 50 % aromati¢nih spojeva u vinu. Postoje dva
moguca naéina njihovog nastajanja. Prvi je anabolic¢ki put iz ugljikohidrata i acetil-CoA kao
prekursora, pri ¢emu nastaje 35 % visih alkohola; a drugi je katabolicki put, tzv. Ehrichov
mehanizam, gdje se formiraju iz aminokiselina koji se nalaze u mediju (Zhang i sur., 2019).
Medutim, postoji iznimka: heksanol, koji je jedini viSi alkohol koji nastaje enzimskom
oksidacijom linoleinske i linolne kiseline (Nykanen, 1986). Glavni predstavnici visih alkohola su:
propanol, izobutil-alkohol, aktivni-amil alkohol, izoamil-alkohol, heksanol te 2-feniletil etanol.
Svi spojevi vinu daju vrlo jaku i snaznu aromu, dok feniletil alkohol karakterizira cvjetna nota na

ljiljan i ruze (Ribéreau-Gayon i sur., 2006).

Hlapive masne kiseline predstavljaju organske masne kiseline koje su u vinu prisutne u
rasponu od 500 do 1000 mg L™, od ¢ega 90 % ¢ini octena kiselina ¢&ija je povisena koncentracija
povezana sa bakterijskim kvarenjem (Coetzee, 2013). Vece koncentracije masnih kiselina
detektirane su u vinu bez dodanog sumporovog dioksida zbog rasta bakterija octene Kiseline uz
prisutnost kisika (Vaimakis i Roussis, 1996). Kratkolancane masne kiseline, poput kapronske,
kaprilne i1 kaprinske, nastaju kao meduprodukti djelovanja kvasaca u biosintezi dugolanc¢anih
masnih Kiselina tijekom alkoholne fermentacije. Nize koncentracije doprinose svjezem okusu vina
i najéesce se nalaze ispod senzorskog praga osjetljivosti (Jackson, 2008). Medutim, ako se nalaze
u vecoj koncentraciji, vinu daju karakteristi¢an miris na ,.kuhano®, ,,ocat” i ,,sir* (Lambrechts i
Pretorius, 2000) te mogu inhibirati ili usporiti fermentaciju, jer djeluju toksi¢no na stanice kvasca
(Bardi i sur., 1999). Dugolancane masne kiseline, poput oleinske i linolne kiseline pozitivno
djeluju na proces fermentacije, ali ne nastaju djelovanjem kvasaca nego potjec¢u od vostanih
kutikula pokozZice grozda. Bitni su prekursori za stvaranje lipidnih spojeva koji se nalaze u kvascu
(Lambrechts i Pretorius, 2000).



Karbonilne spojeve vina ¢ine diacetil i acetaldehid. Acetaldehid nastaje kao sekundarni
produkt alkoholne fermentacije djelovanjem kvasaca ili oksidacijom etanola pomocu bakterija
octene kiseline, ali se formira i tijekom dozrijevanja vina. Na njegovu koncentraciju utjece dodatak
SO, kisik i temperatura (Jackson, 2008). U bijelim vinima njegova koncentracija moze biti i do
300 mg L%, dok se u crnim vinima nalazi u znatno manjoj koncentraciji. Kada se nalazi u ve¢im
koncentracija, vinu daje specifican miris i okus na oksidirano i ishlapljeno (Ebeler i Spalding,

1999). Opcenito, on ¢ini 90 % ukupnih karbonilnih spojeva detektiranih u vinu.

Diacetil je diketon koji se u vinu formira djelovanjem bakterija mlije¢ne kiseline tijekom
jabu¢no-mlije¢ne fermentacije, daje karakteristican miris po maslacu, orahu i dvopeku ako je
prisutan u niskim koncentracijama, dok u visokim koncentracijama daje miris po karameli
(Jackson, 2008). Opcenito, jabuéno-mlije¢na fermentacija najée$ce se provodi poslije alkoholne
fermentacije, te je iznimno vazna za ona vina koja sadrze visoku koncentraciju kiselina. Tijekom
0vog procesa, jaka i opora jabucna kiselina se pretvara u ugodniju mlije¢nu Kiselinu i ugljikov
dioksid, sto rezultira smanjenjem ukupne kiselosti vina. Osim toga, rezultat ovog procesa je i
povecanje koncentracija odredenih spojeva arome, kao $to su diacetil, etil laktat, acetaldehid i
acetoin. Navedeni spojevi odgovorni su za aromu vina na vrhnje i maslac (Lambrechts i Pretorius,
2000).

2.1.4. Aroma starenja

Aroma starenja nastaje kao posljedica procesa dozrijevanja i skladistenja vina pri ¢emu se
odvijaju brojni fizikalni i enzimatski procesi u boci ili drvu (Lambrechts i Pretorius, 2000).
Oksidacija primarne i sekundarne arome te ekstrakcija velikog broja komponenata iz drveta

zasluzna je za formiranje arome starenja (Ribéreau-Gayon i sur., 2006).

2.2. STARENJE VINA

Prije samog puStanja u promet, vino obavezno mora proc¢i kroz fazu starenja. Taj proces
ovisi o brojnim faktorima poput polozaja vinograda, vinogradarske prakse, sorte grozda i uvjeta
berbe. Koliko ¢e dugo trajati starenje vina ovisi 0 osobnim preferencijama. Ako potrosa¢
,preferira“ vina sa izrazenim voénim i sortnim karakterom, tada se proces starenja provodi puno
krace i vino treba konzumirati u roku nekoliko mjeseci/par godina od punjenja u boce. S druge

strane, ako su zahtjevi potrosaca za ,kompleksnijim™ vinom tada ono treba puno duzi period
b
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starenja pri ¢emu gubi karakteristi¢nu sortnu aromu (Escudero i sur., 2002). Poznate su dvije vrste
starenja: oksidativno i reduktivno starenje. Oksidativna faza odnosno dozrijevanje vina odvija se
uz prisutnost kisika, naj¢esce u hrastovim (,,barrique*) bacvama. Reduktivna faza je starenje bez
kisika i ono slijedi nakon punjenja vina u boce (Jackson, 1994). Tijekom starenja vino prolazi kroz
3 faze. Tijekom prve faze, poznate kao dozrijevanje, povecava se stabilnost, aroma i okus vina,
smanjuje se gor¢ina vina kao i miris po kvascu nastalog tijekom fermentacije. U drugoj fazi dolazi
do formiranja svih pozeljnih karakteristika i aroma vina, dok trecu fazu treba zaustaviti jer
uzrokuje narusavanje kvalitete vina, smanjenje pozeljnih vo¢nih mirisa te razvoj oksidiranih

neugodnih aroma (van Wyk i Silva, 2019).

Tijekom procesa starenja dolazi do brojnih promjena vina, a jedna od najo¢itijih je njegova
boja. Crna vina nakon fermentacije imaju tamniju boju, ali nakon toga intenzitet boje se smanjuje
i ono postaje svjetlije. To je posljedica povezivanja i kopigmentacije antocijana u komplekse,
stvaranje novih pigmenata (piranoantocijana) i formiranje kompleksa tanin-tanin i antocijan-tanin.
Polimerizacija zapocinje ve¢ tijekom alkoholne fermentacije, a nastavlja se nakon nje. Pogoduje
joj peroksidacija dihidroksifenola (prvenstveno o-difenola) u dikinone. Oni se polako
polimeriziraju u bezbojne, zatim zZuckaste dimere do krajnjih smedih produkata. Osim §to dolazi
do promjene boje, starenjem vina mijenja se i njegova aroma. Esteri koji nastaju tijekom
fermentacije, vinu daju vo¢ni, cvjetni Karakter ali imaju tendenciju da ,,izblijede* tijekom vremena
zbog hidrolize u odgovarajuce kiseline i alkohole. Takav trend pokazali su etil butirat, i-amil acetat
i 2-feniletil acetat ¢ija se koncentrcija smanjivala procesom starenja vina. S druge strane dietil
sukcinat, ostaje prisutan iznad senzorskog praga osjetljivosti i do nekoliko godina te se njegova
koncentracija starenjem povecava (Mari¢ i Baca, 2003). Hidroliza estera odvija se sporije pri vis§im
pH i pri niZoj temperaturi, ali i uz prisutnost antioksidansa poput SO i raznih fenolnih kiselina
(kafeinska i galna) (Roussis i Lambropoulos, 2007). Druga vazna skupina koja se takoder mijenja
starenjem vina su terpeni. Njihovom oksidacijom tijekom starenja dolazi do velikog gubitka sortne
arome, posebno kod vina Muskat. Tijekom starenja dolazi i do promjene norizoprenoida, pri cemu

se smanjuje koncentracija f-damaskenona a povecava koncentracija TDN-a (Jackson, 2008).

Najpoznatiji nacin starenja vina, koji se koristi jo§ od davnina, provodi se u hrastovim
bacvama. Crna vina u veéini sluc¢ajeva odlezavaju u ba¢vama minimalno 6 mjeseci pri ¢emu se

formiraju svi pozeljni mirisi i okusi vina (Smith, 2013). Dokazano je kako i odredene vrste bijelih



vina (Chardonnay, Rizling, i Sauvignon blanc) pokazuju pozitivne senzorske karakteristike nakon
starenja u ba¢vama (Jacksonu, 2008). Procesi koji se odvijaju u ba¢vama su vrlo spori i slozeni i
nastaju kao posljedica kontinuirane i polagane difuzije kisika kroz pore bacve, a doprinose
pozeljnim senzorskim karakteristike vina. Kisik otopljen u vinu, utje¢e na njegov sastav uzrokujuci
reakcije oksidacije. To su spore kemijske reakcije koje uzrokuju oksidaciju polifenola i
hidroksifenolnih spojeva, kao i produkata koji nastaju njihovom razgradnjom. Oksidacijom dolazi
do posmedivanja vina i formiranja oksidativnog mirisa. U tim reakcijama sudjeluju i elagitanini
(sastojci drva), koji reakcijom sa kisikom dovode do stvaranja vodikovog peroksida. Konaéni
produkt koji nastaje oksidacijom etanola je acetaldehid, ali osim njega nastaju i 2-nonenal,
eugenol, benzaldehid i furfural, spojevi koji su odgovorni za aromu starih, oksidiranih vina
(Escudero i sur., 2002). Dodatni ¢imbenici koji utje¢u na proces oksidacije su pH, udio tanina,
bakra, Zeljeza i drugi. Vina razli¢ito reagiraju na taj proces, ovisno o koncentraciji fenola u vinu
kao i dodatku antioksidansa, odnosno SO koji se dodaje kao zaStita od oksidativnog
posmedivanja, posebice kod bijelih vina, kao i askorbinska kiselina koja do sada nije pokazala u

potpunosti zadovoljavajuca svojstva (Karbowiak i sur., 2010).

Osim oksidacije vina tijekom njegovog dozrijevanja u ba¢vama dolazi i do ekstrakcije
brojnih spojeva iz drveta koji se mogu podijeliti u dvije skupine spojeva. Hlapive komponente koje
Cine laktoni (aroma kokosa), fenolni aldehidi (aroma vanilije) i furanski spojevi (furfural) te
fenolne komponente koje najve¢im dijelom ¢ine elagitanini (Jourdes i sur., 2011). Na stupanj
ekstrakcije ovih spojeva utjeGe kemijski sastav vina. IstraZivanje Garde-Cerdan i sur. (2004)
pokazalo je pozitivan u¢inak vec¢ih koncentracija etanola u vinu na izdvajanje pojedinih hlapivih
spojeva, dok su Ancin i sur. (2004) ukazali na utjecaj SO2 koji svojim prisustvom moze odgoditi
oslobadanje pojedinih furanskih spojeva te hlapivih fenola. Spojevi koji se ekstrahiraju utje¢u na
strukturu fenolnih spojeva, formiranje ,,arome starenja“ ali i na boju i bistrocu vina. Kod
formiranja ,,boqueta‘“ tijekom procesa starenja, osim ekstrakcije iz drveta, dolazi i do reakcija
izmedu Secera i aminokiselina u vinu pri ¢emu nastaju melanoidi i furfurali (visi aldehidi) koji su
odgovorni za voé¢nu aromu (Perez-Coello i Diaz-Maroto, 2009). Aldehidi nastali ovim reakcija
dalje mogu reagirati s alkoholima i formirati acetale, hlapive spojeve vrlo finog mirisa (Jackson,
2008). Takva vina odlikuju se povec¢anom koncentracijom laktona, 4—etil fenola, 4—etil i 4-vinil
gvajakola. Vina koja su ¢uvana u hrastovim bac¢vama gube svoju svjezinu i vo¢nost, a karakterizira

ih miris na dim, drvo, vaniliju, zacine i prepecenac (Ribéreau—Gayon i sur., 2006).



Proces starenja proveden u hrastovim ba¢vama pokazao je i odredene nedostatke.
Dugotrajnost procesa starenja predstavlja najveéi problem, jer kod nekih vina moze trajati i do
nekoliko godina. Osim toga, potrebna je stalna kontrola kako bi se u konacnici postiglo pitko,
skladno i harmoni¢no vino (Jourdes i sur., 2011). Vrlo visoka cijena takoder predstavlja jedan od
problema, a osim toga potrebno je puno prostora u vinariji te je moguca i kontaminacija kvascima
i bakterijama $to dovodi do potrebe za novim bacvama. Zbog svih navedenih nedostataka,
pokusavaju se pronaci nacini kojim bi se skratilo vrijeme starenja vina, a da pritom kvaliteta vina
bude o¢uvana (Garcia Martin i Sun, 2013). Postupci mikrooksigenacije (Perez-Magarino i sur.,
2007) te neke nove fizikalne metode (ultrazvuk visokih snaga, elektri¢no polje, gama zracenje i

sl.) (Tao i sur., 2014) sve se viSe proucavaju kako bi se omogucila njihova primjena u buducnosti.

Vrlo Cesto se u vinarijama velikog kapaciteta proces starenja provodi u tankovima od
nehrdajuceg Celika kako bi se ubrzao proces starenja i sprijeile moguée kontaminacije. Takav
proces provodi se bez kisika ali uz konstantno mjerenje i regulaciju temperature. U takve tankove
moguce je dodati hrastov ,,Cips* ili ,,letve* koji predstavljaju imitaciju starenja vina u ba¢vama jer
dolazi do ekstrakcije tanina i polifenola, ali i ostalih poZeljnih aromatskih spojeva drva koji u
kona¢nici pozitivno utjeCu na aromu i kompleksnost vina (Jourdes i sur., 2011). Alamo Sanza i
Nevares Dominguez (2006) su svojim istrazivanjem potvrdili kako starenjem vina u boci sa
hrastovim ,,¢ipsom* i ,,Stapi¢ima‘“ dolazi do brzeg procesa polimerizacije, smanjenja koncentracije
antocijana, te cjelokupnog procesa starenja vina, u odnosu na vino koje je odlezavalo u ba¢vama.
Bilo koji nacin starenja vina, ili u boci ili u hrastovim ba¢vama, dovodi do promjene arome vina
jer ono gubi svoju primarnu aromu i aromu fermentacije, a dovodi do formiranja nekih potpuno
novih i kompleksnih aroma starenja vina koje u kona¢nici dovode do kvalitetnog i jedinstvenog

proizvoda (Styger i sur., 2011).

Jedna od novih mogucénosti starenja vina je mikrooksigenacija koja se pocela sve ¢esce
primjenjivati. Provodi se u tankovima od nehrdajuceg ¢elika u koje se dovode male, kontinuirane
i kontrolirane doze kisika preko poroznih difuzora pri ¢emu je glavna ideja da se imitiraju uvjeti
tijekom procesa starenja u bacvama (Perez-Magarino i sur., 2007). Takav nacin starenja vina
zasluzan je za formiranje pozitivnih i poZeljnih karakteristika jer polifenoli trose uneseni Kisik, a
pritom ne stvaraju negativne karakteristike, dok sam proces traje puno kra¢e (Anli i Cavuldak,
2012).



2.3. ANTIOKSIDANSI

2.3.1. Sumporov dioksid

Sumporov dioksid (SO2) jedan je od prirodnih sastojaka vina. U vrlo niskim
koncentracijama (< 10 mg L™) nastaje djelovanjem kvasaca tijekom alkoholne fermentacije, a
njegove vise koncentracije U vinu nastaju zbog dodavanja tijekom procesa proizvodnje vina.
Njegova upotreba u vinarstvu datira jo§ od 18. stoljea zbog niza pozitivnih djelovanja u

proizvodnji i ¢uvanju vina (Jackson, 2008).

Slobodni i vezani oblik sumporovog dioksida dvije su forme ovog antioksidansa u vinu.
Vezani oblik je prisutan u velikoj koncentraciji u vinu, a nastaje kao posljedica interakcije sa
karbonilnim spojevima (najéesce acetaldehid) i drugim reaktivnim tvarima. Slobodni oblik moze
biti u formi bisulfitnog iona (HNO3) ili kao molekularni SO, te se nalazi u puno manjoj
koncentraciji (Badea i Antoce, 2015). Koli¢ine slobodnog i vezanog SO> u vinu se nalaze u stanju
dinamicke ravnoteze. Na odnose medu pojedinim oblicima SO veliki utjecaj ima pH (pri nizem
pH veéi je udio molekularnog oblika) i koncentracija odredenih tvari koje se direktno vezu na
dodani SO> (Ribéreau Gayon i sur., 2006).

Upravo zbog svojeg pozitivnhog djelovanja na vino SO je aditiv koji je prakticki
nezamjenjiv i neophodan u proizvodnji vina. Njegova dva najvaznija svojstva su antimikrobno i
antioksidacijsko djelovanje. Dodatkom prije alkoholne fermentacije osigurava inhibiciju
mikroorganizama (autohtonih kvasaca, bakterija mlije¢ne i octene kiseline) koji su prirodno
prisutni na grozdu, na raznom posudu u vinariji ili nastaju procesima prerade prije fermentacije
(Santos i sur., 2012). SO, dodan u vino, veze se na otopljeni kisik i tako §titi vino od moguce
oksidacije fenolnih spojeva i ostalih komponenti arome (Ribéreau-Gayon i sur., 2006); osim toga
svojom reakcijom sa karbonilnim spojeva spre¢ava gubitak odredenih komponenti arome vina
(Badea i Antoce, 2015); tijekom starenja vina pozitivno djeluje na odredene spojeve poput
alkohola, estera te masnih kiselina (Roussis i sur., 2013). Utjece i na boju vina, pri ¢emu uzrokuje
formiranje svjetlije nijanse vina (Jackson, 2008), te djeluje kao sredstvo za dezinfekciju tijekom

¢is¢enja posuda i opreme u vinarijama (Jackson, 2008).

S druge strane, SO, pokazuje i negativno djelovanje na kvalitetu vina i njegova

organolepticka svojstva, ako se u vinu nalazi u vecoj koncentraciji od dozvoljene (Santos i sur.,
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2012). Dokazano je kako visoke koncentracije mogu dovesti do potpunog gubitka pozeljne arome
te formiranja neugodne arome koja daje miris na vlaznu vunu te uzrokuje stvaranje osjecaja
iritacije i peCenja (Ribéreau-Gayon i sur., 2006). Osim na promjene vina, negativno djeluje i na
zdravlje ljudi, onih osjetljivih na sulfite, koji negativno reagiraju na koncentraciju ovog aditiva ve¢
u rasponu od 20 do 50 mg L. Nakon $to se vino konzumira, sumpor se, umjesto na Kisik, veze na
hemoglobin, sto dovodi do nedostatka kisika mozgu i mogucih glavobolja. Uzrokuje i alergije,
mucnine, probleme s disanjem pa ¢ak i pojavu astme (Santos i sur., 2011). Prema Direktivi
EC/2003/89, sulfiti u koncentracijama veéim od 10 mg L izraZzeni kao SO2, moraju se naznaditi
na deklaraciji proizvoda. Stoga su potrosa¢i sve viSe Orijentirani na ,,zdrave“ proizvode bez
kemijskih konzervansa (Koji¢, 2019). Prema Uredbi Komisije 606/2009 koncentracija SO. u
vinima, osim kod pjenusavih i likerskih vina, koja ¢e biti namijenjena za ljudsku potro$nju ne
smije prelaziti 150 mg L™ za crna vina te 200 mg L? za bijela i ruzi¢asta vina, i to vrijedi za sve

¢lanice Europske unije (Zakon o vinu, 2019).

Zdravlje potroSaca najvazniji je razlog pokusaja pronalaska alternative za SO koji se zbog
svojih brojnih prednosti smatra nezamjenjivim (Badea i Antoce, 2013). Jedan od potencijalnih
,zamjena“ je glutation, kao i smjesa antioksidansa (galna i kafeinska kiselina) (Roussis i sur.,
2013). Razmatrali su se spojevi poput DMDC (dimetil dikarbonat), bakteriocina, fenolnih spojeva
i lizozima koji su pokazali veliki potencijal za koriStenje u razli¢itim fazama proizvodnje vina
(Santos i sur., 2011). Fizikalne metode (ultrazvuk visokih snaga, pulsiraju¢e elektricno polje,
visoki hidrostatski tlak) takoder su pokazale pozitivno djelovanje na odredene korake u
proizvodnji; smanjenje vremena maceracije, povecavanje ekstrakcije fenolnih spojeva i
ubrzavanje procesa starenja vina. Dosadasnja istrazivanja pokazuju da se SOz ne moZe U
potpunosti zamijeniti tijekom proizvodnje vina, ali je moguc¢e smanjiti njegovu koncentraciju
(Santos i sur., 2011).

Roussis i sur. (2013) u svojem istrazivanju ispitivali su utjecaj antioksidansa (SO,
glutationa, kafeinske i galne kiseline) na koncentraciju hlapivih aromatskih spojeva crnih vina
Merlot i Cabernet Sauvignon tijekom 18 i 36 mjeseci starenja u bocama. Nakon 18 mijeseci
pokazalo se da svi uzorci imaju priblizno jednaku koncentraciju hlapivih spojeva u vinu. Nakon
36 mjeseci starenja utvrdeno je kako uzorci sa snizenom koncentracijom SOz imaju niZe

koncentracije odredenih hlapivih spojeva, dok uzorci sa standardnom koncentracijom SO2 i oni sa
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dodatkom drugih antioksidansa pokazuju o¢uvanje koncentracije tih istih spojeva. Dokazano je
kako SO> usporava gubitak sortnih tiola, poput 3-merkaptoheksan-I-ola (Blanchard i sur., 2004).
Ova dosada$nja saznanja pokazuju kako je moguce smanjiti upotrebu SO- ali je potrebno provesti
jos istrazivanja da bi se to moglo primijeniti u praksi. Kao potencijalna zamjena pokazale su se
aminokiseline i peptidi koji sadrze sulfhidrilnu (SH) skupinu, posebno glutation koji je prirodni
tripeptid i N-acetil-cistein koji predstavlja izvrstan prehrambeni izvor cisteina za ljude (Friedman,
1994). Osim njih, pozitivno djelovanje pokazalo se upotrebom glutationa zajedno sa fenolnim
kiselinama (galna i kafeinska kiselina) (Roussis i sur., 2008) ili sa nekim drugim spojevima sa
sumporom (Roussis i sur., 2005). Istrazuje se | moguénost upotrebe inaktiviranih kvasaca koji su
obogaceni glutationom, ¢ime se povecava njegova koncentracija u mostu 1 vinu. Smatra se da to
dovodi do o¢uvanja arome i boje vina tijekom njegovog skladistenja (Rodriguez-Bencomo i sur.,
2014).

2.3.2. Glutation

Glutation je prirodno prisutan tripeptid u biljkama i brojnoj hrani, kojeg izgraduje
glutaminska kiselina, cistein i glicin. Analizom bobica i mosta dobivenih iz 28 razli¢itih sorti
grozda Vitis Vinifera, prvi puta je identificiran 1989. godine, te je njegova koncentracija varirala
izmedu 17-114 mg L™, ovisno o sorti. Navedene varijacije u koncentraciji posljedica su, ne samo
razli¢itih sorti, ve¢ i lokacije vinograda, termina berbe grozda kao i tehnoloskog procesa
proizvodnje (Cheynier i sur., 1989). Glutation se¢ u stanicama naj¢eS¢e moze pronaci u
reduciranom obliku (GSH), dok oksidirani oblik (GSSG) nastaje njegovom oksidacijom koji se,
uz NADPH, moze vratiti natrag u reducirani oblik uz djelovanje enzima glutation-reduktaze
(Carmel-Harel i Storz, 2000).

Dodani glutation u vino pomaze sumporovom dioksidu u njegovoj antioksidacijskoj ulozi
pri ¢emu se u vinu zadrzava vise slobodnog SO> (Roussis i Sergianitis, 2008). Drugim rije¢ima,
glutation je primarni supstrat za kemijske reakcije u odnosu na SO, a provedeno istraZivanje

ukazuje i na njihov sinergisticki u¢inak (Fracassetti i sur., 2013).

Glutation zbog prisutnosti tiolne grupe aminokiseline cisteina pokazuje antioksidacijska
svojstva (Lavigne i sur., 2007). Sprjecava procese oksidacije koji dovode do posmedivanja vina

(Li i sur., 2008) zbog formiranja kinona, ¢ijom polimerizacijom dolazi do formiranja tamnih
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polimera (Kritzinger i sur., 2012). Dodatkom 10 mg L glutationa u vino Sauvignon blanc tijekom
punjenja u boce, dolazi do zastite njegove Zute boje tijekom 3 godine starenja, u usporedbi s
kontrolnim uzorkom (Dubourdieu i Lavigne, 2004). Njegov pozitivan utjecaj utvrden je i na aromu
vina, jer $titi vino od gubitka pozeljnih aroma, a spre¢ava nastanak onih negativnih (Kritzinger i
sur., 2013). Papadopoulou i Roussis (2008) su u svojem istrazivanju dodatkom glutationa i N-
acetil-cisteina usporili smanjenje odredenih hlapivih estera i terpena u bijelim vinima. Nadalje,
dodatak glutationa u koncentraciji 20 mg L™ u suho vino Muskat rezultiralo je usporavanjem
gubitka linaloola i a-terpeniola tijekom skladiStenja vina (Papadopoulou i Roussis, 2001). Prema
Roussis i sur. (2007), dodatak 35 mg L™ SO, i 25 mg L™ glutationa u vino rezultiralo je puno
boljom zastitom estera i linaloola, nakon 36 mjeseci skladistenja, u usporedbi sa vinom standardne
koncentracije SO, od 50 mg L. Dubourdieu i Lavigne (2004) uo¢ili su pozitivan efekt dodatka
glutationa na hlapive tiole koji su prisutni u vinu. Dodatak glutationa (10 mg L) u vino Sauvignon
blanc u fazi punjenja u boce, rezultiralo je znafajno viSom koncentracijom tiola 3-
merkaptoheksan-1-ola tijekom trogodisnjeg skladistenja u odnosu na kontrolni uzorak. Ugliano i
sur. (2011) potvrdili su prethodno istrazivanje, pri cemu je dodatak glutationa u koncentraciji 20

mg L prije punjenja u boce rezultirao o¢uvanjem tiola tijekom 6 mjeseci skladistenja.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJAL

3.1.1. Uzorci vina

Uzorci vina koji su koristeni u svrhu ovog istrazivanja je crno vino sorte Cabernet
Sauvignon, proizvedeno 2017. godine u vinariji Erdutski vinogradi d.o.0 (Erdut, Republika
Hrvatska). Svi uzorci tretirani su ultrazvuénom sondom (25 mm, amplituda 25 %, 6 min trajanje

tretmana) (Luki¢ i sur., 2019). Prije tretmana, uzorci su pripremljeni na sljedeci nain:

e UZORAK 1: vino standardne koncentracijom SO, (25 mg L™)

e UZORAK 2: vino snizene koncentracije SO, (10 mg L™)

e UZORAK 3: vino snizene koncentracije SOz (10 mg L) i dodanim glutationom (20 mg
L)

Nakon ultrazvu¢nog tretmana, vina su punjena u boce od 750 mL te stavljena na starenje
na tamnom mjestu konstantne temperature od 12 °C. Laboratorijske analize provedene su

nakon 12 mjeseci starenja. Tretiranje uzoraka provedeno je u duplikatu.

3.1.2 Kemikalije

Prilikom analiziranja uzorka plinskom kromatografijom koriStene su sljede¢e kemikalije:

e n-amil alkohol, ¢isto¢a 98 % (Merck, Darmstadt, Germany)

e NaCl p.a., ¢isto¢a 99 % (Gram-mol d.0.0, Zagreb, Hrvatska)

3.1.3. Instrumenti i pomo¢ni pribor
Za odredivanje spojeva arome vina, koriSteni su sljedec¢i instrumenti i pribor:

e Termoblok sa magnetskom mjeSalicom (Pierce, Reacti-Therm, Heating/Stirring module,
Rockford, IL, SAD)

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

e Plinski kromatograf (GC) Agilent Technologist 6890 Network GC System, (Agilent
Technologies, Santa Clara, USA)
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e Maseni spektrometar Agilent Technologist 5973 Inert Mass Selective Detector (Agilent
Technologies, Santa Clara, SAD)

e Kolona BP20 (50 pum x 220 um x 0,25 um) (SGE Analytical Science, Victoria, Australija)

e Analiticka vaga + 0,0001g (Mettler Toledo, Columbus, OH, SAD)

e Tikvica od 50 mL

e Mikropipeta 100 puL (Eppendorf, Hamburg, Germany)

e Viale od 20 mL

o Cepovi za viale PTFE N20 (Macherey-Nagel, Dueren, Germany)

e Magnet

3.2. METODA

3.2.1. Odredivanje sSpojeva arome vina plinskom kromatografijom/masenom

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

Princip metode

3.2.1.1. Priprema uzorka vina

U tikvicu od 50 mL otpipetirati dio uzorka vina te dodati n-amil alkohol (interni standard)
u koncentraciji od 20 mg L7, te tikvicu nadopuniti do oznake uzorkom. U vialu odvagati 2 g NaCl
te dodati 10 mL pripremljenog uzorka s internim standardom, dodati magnet te zatvoriti cepom.
Vialu postaviti u termoblok sa magnetskom mijesalicom te SPME vlakno staviti na adsorpciju
kroz 30 minuta pri temperaturi od 40 °C uz konstantno mije$anje. Nakon 30 minuta vlakno prenijeti

u injektor plinskog kromatografa gdje se odvija desorpcija u trajanju od 5 minuta.

3.2.1.2. Kromatografski uvjeti (GC/MS analiza)

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

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

= Temperatura injektora: 250 °C
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=, Splitless mode* injektiranja

= Temperaturni program: 40 °C, 5 min — 200 °C, 3 °C min* — 240 °C, 30 °C min*!
= Plin nosioc: Helij (He)

* Protok plina nosioca: 1,2 mL min?

= Temperatura ,transfer line*: 280 °C

= Temperatura ionskog izvora: 250 °C

= Temperatura kvadropola:150 °C

= Rad masenog detektora: SCAN mode (35-300 m/z)

3.2.1.3. Identifikacija i kvantifikacija spojeva arome

Identifikacija i kvantifikacija spojeva arome provedena je kompjuterskom obradom
podataka, odnosno dobivenog kromatograma, u programu Enhanced Chemstation (Agilent
Technologies) dok je analiza rezultata provedena u programu Microsoft Excel (Office 2010).
Spojevi arome identificirani su usporedbom retencijskih vremena (vrijeme izmedu injektiranja i
izlaska odredenog spoja iz kolone) sa onima dobivenim analizom standarada. Dobiveni rezultati
prikazani su kao srednja vrijednost dvije paralele te je izraunata standardna devijacija za svaki

detektirani spoj u vinu, rezultati su izrazeni u mg L™ a neki spojeve arome u pg L™
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Utjecaj sumporovog dioksid kao najvaznijeg aditiva koriStenog u proizvodnji vina te
glutationa kao njegove potencijalne zamjene, ispitan je na crnom vinu Cabernet Sauvignon nakon
12 mjeseci starenja u bocama, koje su ¢uvane na adekvatnom tamnom i hladnom mjestu.
Analizirala su se 3 uzorka vina u 3 paralele. Prvi uzorak predstavljao je vino sa standardnom
koncentracijom sumporovog dioksida od 25 mg L™, drugom uzorku je smanjena koncentracija
sumporovog dioksida na 10 mg L™ te dodan glutation koncentracije 20 mg L™ dok posljednji
uzorak karakterizira smanjena koncentracija sumporovog dioksida koncentracije 10 mg L™ bez
dodatka drugog antioksidansa. Sve oznake koje su se koristile u daljnjim prikazima vidljive su u
tablici 1.

Pomocéu plinske kromatografije s masenom spektrometrijom uz prethodnu
mikroekstrakciju na ¢vrstoj fazi detektirani su spojevi arome vina, nakon ¢ega im je odredena
koncentracija u svim analiziranim uzorcima, a temeljem dobivenih vrijednosti izradeni su grafovi

za svaki pojedini detektirani spoj arome (Slika 1-19).

Analizom je utvrdena prisutnost hlapivih masnih kiselina, visih alkohola, terpena,
norizoprenoida te acetatnih 1 etilnih estera. Skupinu hlapivih masnih kiselina ¢ine kapronska,
kaprilna te kaprinska kiselina. Visi alkoholi koji su detektirani su sljede¢i: 2-fenil etanol, i-amil
alkohol, cis-3-heksen-1-ol i 1-heksanol. Terpenima pripadaju linalool i a-terpineol koji se nalaze
u vrlo niskim koncentracijama. TDN i f-damaskenon ¢ine skupinu norizoprenoida te su kao i
terpeni zabiljeZeni u niskim koncentracijama. Estere pronadene u ovim uzorcima vina ¢ine acetatni
1 etilni esteri. Etilne estere Cine etil butirat, etil dekanoat, etil heksanoat i etil oktanoat. Acetatnim

esterim pripadaju etil acetat, i-amil acetat te 2-feniletil acetat.
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Tablica 1. Analizirani uzorci i njihove oznake u grafickim prikazima

UZORAK OBJASNJENJE OZNAKA
1 vino standardne koncentracije SO, (25 mg L ™) « SO,
, vino snizene koncentracije SO, (10 mg L) i dodanim | SO.+ G
glutationom (20 mg L?)
3 vino snizene koncentracije SOz (10 mg L?) 1 SO2

Esteri pripadaju jednim od najvaznijih ali i najve¢ih hlapivih spojeva koji se mogu pronaci
u vinu s pozitivnim efektom na aromu i okus. Vecina estera koji su detektirani u vinu, produkti su
enzimatske esterifikacije nastalih uz pomo¢ kvasaca koji su aktivni tijekom procesa alkoholne
fermentacije. Manje koncentracije estera nastaju kemijskom esterifikacijom tijekom procesa
starenja vina. Taj proces se odvija sporo iu kona¢nici dovodi do promjene arome. Tijekom starenja
vina dolazi do hidrolize acetatnih i etilnih estera ¢ime se gubi njihova voénost i svjezina (Perez-
Prieto i sur., 2003). Reakcije hidrolize podrazumijevaju djelovanje enzima esteraza i lipaza.
Esteraze pokazuju specifi¢nost prema supstratima sa 2-6 C atoma, dok lipaze za supstrate sa vise
od 10 C atoma (Sumby i sur., 2010). Dokazano je kako etilni esteri sporije hidroliziraju od

acetatnih, iako s porastom molekulske mase hidroliziraju puno brze (Ramney i Ough, 1980).

Acetatni esteri koji predstavljaju veliku skupinu estera mogu se vrlo Cesto pronaéi u
mladim vinima pri ¢emu utjecu na formiranje njihove pozitivne i poZeljne arome na voce i cvijece,
aromu banane, jabuke i ruze Koji nastaje u njemu tijekom fermentacije. Nastaju reakcijom
esterifikacije izmedu octene kiseline i etanola ili visih alkohola. Ovoj skupini pripadaju etil acetat,
i-butil acetat, i-amil acetat, 2-feniletil acetat i heksil acetat. Njihove koncentracije u vinu variraju
i nalaze se u dosta niskim koncentracijama. Jedini izuzetak kojeg je moguée detektirati u puno
vecoj koncentraciji je etil acetat, Sto je vidljivo i u analiziranim uzorcima ovog rada. Iako je
njegova koncentracija puno viSa od ostalih acetatnih estera, dokazano je kako koncentracije
izmedu 150 i 200 mg L* rezultiraju razvojem nepoZeljne arome na otapalo te vrlo Cesto i

kvarenjem vina (Lambrechts i Pretorius, 2000).
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Na slici 1 prikazane su koncentracije etil acetata u analiziranim uzorcima vina nakon 12
mjeseci starenja u bocama. Etil acetat karakterizira aroma na lak za nokte, voce kao $to je ananas,
sa senzorskim pragom osjetljivosti od 12,3 mg L. U uzorcima vina detektirane su veée vrijednosti
koncentracije, iz ¢ega je vidljivo da formira i utje¢e na ukupni aromatski profil vina (Francis i
Newton, 2005). 1z rezultata se moze uociti puno veca koncentracija etil acetata u uzorku sa
snizenom koncentracijom SO> uz dodatak glutationa, u odnosu na uzorak bez dodanog glutationa.
Koncentracija ovog spoja je blago snizena u uzorku sa kombinacijom antioksidansa (snizena
koncentracija SOz i dodatak glutation) u odnosu na kontrolni uzorak, pri ¢emu se moze zakljuciti

kako glutation §titi etil acetat u vinu.
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Slika 1. Ovisnost koncentracije etil acetata o koncentraciji antioksidansa (sumporov dioksid i
glutation) u analiziranim uzorcima crnog vina Cabernet Sauvignona nakon 12 mjeseci starenja u

bocama

U istrazivanju Roussis i sur. (2013) dobiveni su isti rezultati ispitivanjem utjecaja
antioksidansa (SO», glutationa, kafeinske i galne kiseline) na aromatske spojeve crnog vina
Cabernet Sauvignon i Merlot, nakon 18 i 36 mjeseci starenja. Spomenuti autori analizirali su 3
uzorka; prvi je sadrzavao standardnu koncentraciju SO, (35 mg L™?), drugi je karakterizirala
smanjena koncentracija SO, (25 mg L™?), dok je tre¢em uzorku uz smanjenu koncentraciju SO

dodana smjesa antioksidansa razli¢itih koncentracija (kafeinska kiselina 60 mg L™, galna kiselina
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20 mg L7 i glutation 20 mg L™). Nakon 18 mjeseci starenja uzorak u kojem je smanjena
koncentracija SO te uzorak sa dodatak kombinacije antioksidansa pokazali su sli¢ne koncentracije
etil acetata u vinu. Nakon 36 mjeseci starenja u bocama, koncentracija etil acetata smanjila se u
uzorku sa snizenom koncentracijom SO2 dok je uzorak sa dodatkom antioksidansa pokazivao
najvecu koncentraciju ovog spoja. To su potvrdili jos jednim istrazivanjem na Muskat bijelom i
Xinomavro crnom vinu, u kojem su dokazali zastitni efekt glutationa na etil acetat u vinu nakon 5

odnosno 6 dana skladiStenja vina u bocama (Roussis i sur., 2009).

Koncentracije 2-feniletil acetata u analiziranim uzorcima vina, prikazane su na slici 2,
nakon 12 mjeseci starenja u bocama. Kombinacija sniZzene koncentracije SO. i glutationa
rezultirala je istim koncentracijama kao i kontrolni uzorak, dok je snizena koncentracija SO> bez
glutationa dovela do pada koncentracije ovog spoja. 2-feniletil acetat karakterizira cvjetna aroma
mirisa na ruze, sa senzorskim pragom osijetljivosti od 0,25 mg L. Koncentracija koja je dobivena
u ovom radu puno je niza od ove vrijednosti, te ne doprinosi ukupnoj aromi vina (Makhotkina,

2011).
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Slika 2. Ovisnost koncentracije 2-feniletil acetata o koncentraciji antioksidansa (sumporov dioksid
i glutation) u analiziranim uzorcima crnog vina Cabernet Sauvignona nakon 12 mjeseci starenja u

bocama
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Andujar-Ortiz i sur., (2014) su dodatkom inaktiviranih kvasaca koji su obogacéeni
glutationom u rosé vina, utvrdili ve¢e koncentracije ovog spoja tijekom 9 mjeseci starenja. Coetzee
i sur. (2013) pratili su uzorke vina sa smanjenom koncentracijom SO: tijekom 22 dana starenja
vina, nakon ¢ega su zakljucili kako dolazi do smanjenje koncentracije ovog spoja u vinu tijekom
vremena. Takoder, Roussis i sur. (2013) su svojim istrazivanjem dokazali pozitivan utjecaj smjese
antioksidansa (glutation, kafeinske i galne kiseline) na ovaj spoj tijekom skladiStenja vina.
Koncentracija 2-fenil acetata smanjila se u uzorku vinu sa standardnom koncentracijom SO2 (35
mg L) nakon 36 mjeseci skladistenja, u odnosu na vino sa dodanom smjesom antioksidansa. Osim
toga, dokazano je kako se dodatkom glutationa u Muskat bijelo vino o¢uva njegova koncentracija
nakon 6 dana skladiStenja u bocama (Roussis 1 sur., 2009). Takvi rezultati doveli su do zakljucka

kako antioksidansi pozitivno utjecu na prisutnost ovog spoja i na njegovo ocuvanje.

Slika 3 prikazuje dobivene vrijednosti i-amil acetata u uzorcima vina nakon 12 mjeseci
starenja u bocama. Naime, iste koncentracije ovog spoja vidljive su kod uzoraka sa standardnom
koncentracijom SO te sa snizenom koncentracijom SO> uz dodatak glutationa, dok je kod uzorka
sa snizenom koncentracijom SO bez glutationa vidljiva niza koncentracija analiziranog spoja.
Poznato je da i-amil acetat predstavlja poZeljnu vo¢nu aromu sa senzorski pragom osjetljivosti od
0,03 do 0,16 mg L%, te s obzirom na dobivenu koncentraciju utje¢e na aromu analiziranih uzoraka

vina (Peinado i sur., 2004).
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Slika 3. Ovisnost koncentracije i-amil acetata o koncentraciji antioksidansa (sumporov dioksid i
glutation) u analiziranim uzorcima crnog vina Cabernet Sauvignona nakon 12 mjeseci starenja u

bocama

Roussis i sur. (2013) ispitivali su utjecaj antioksidansa (SO, glutationa, kafeinske i galne
kiseline) na aromatske spojeve crnog vina Merlot i Cabernet Sauvignon. Kako je ve¢ prethodno
navedeno, ovi autori su u svom istrazivanju analizirali 3 uzorka vina koja su se razlikovala ovisno
o koncentraciji koriStenih antioksidansa (SO2, glutation, kafeinska i galna kiselina). Uzorak sa
snizenom koncentracijom SO, (25 mg L™?) te uzorak sa dodatkom kombinacije antioksidansa (SO
25 mg L, glutation 20 mg L™, kafeinska kiselina 60 mg L, galna kiselina 20 mg L i) pokazali
su sliéne koncentracije i-amil acetata u vinu nakon 18 mjeseci starenja vina, dok je nakon 36
mjeseci starenja u bocama, uzorak sa snizenom koncentracijom SO; sadrZzavao najmanje
koncentracije i-amil acetat. Prema nekim istrazivanjima dokazalo se kako koncentracija SOz utjece
na ovaj aromatski spoj jer se smanjenjem koncentracije ili potpunim izostankom SO, dovodi do
gubitka i-amil acetata (Coetzee i sur., 2013). Kritzinger i sur. (2012) takoder su dokazali pozitivno
djelovanje glutationa na i-amil acetat, jer se njegova koncentracija nije promijenila tijekom
starenja vina. Dodatak inaktiviranih kvasaca koji su obogaceni glutationom, uzrokovalo je vecu
koncentraciju i-amil acetata u sva tri analizirana rosé vina, u odnosu na kontrolni uzorak, nakon 9

mjeseci starenja (Andujar-Ortiz i sur., 2010). Dodatak glutationa u Muskat bijelo vino rezultiralo
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je nesto visSom koncentracijom i-amil acetata u odnosu na kontrolni uzorak, nakon 6 dana
skladiStenja u bocama (Roussis i sur., 2009). Nadalje, Papadopoulou i Roussis (2008) su dokazali
da se dodatkom glutationa i N-acetil-cisteina u vino, ocuva koncentracija i-amil acetata tijekom
starenja vina. Peinado i sur. (2004) su analizom pjenusavih vina uz glutation koncentracije 20 mg

L1, o¢uvali koncentraciju i-amil acetata.

Sljedeca skupina estera su etilni esteri koji predstavljaju vazne spojeve arome za mlada
bijela vina kojima daju voé¢nu aromu. Njihova koncentracija u vina je vrlo niska ili u tragovima, s
iznimkom dietil sukcinata koji se u vinu moZze naé¢i do 60 mg L™ (Sumby i sur., 2010). Nastaju

reakcijom izmedu etanola i acetil-Coa uz djelovanje aciltransferaze (Lambrechts i Pretorius, 2000).

Na slici 4 prikazani su rezultati koncentracija etil heksanoata u analiziranim uzorcima vina
nakon 12 starenja u bocama. Kao i u slucaju dva prethodna spoja, uzorak sa smanjenom
koncentracijom SO bez dodatka glutationa pokazuje puno manje vrijednost koncentracije etil
heksanoata nego uzorak sa dodanim glutationom. Coetzee i sur. (2013) pokazali su kako se
smanjenjem koncentracije SO> smanjuje i koncentracija etil heksanoata u vinu. Prema ve¢
spomenutom istrazivanju Roussis i sur. (2013), uzorak sa snizenom koncentracijom SO, uz
dodatak antioksidansa, nakon 36 mjeseci starenja, pokazao je vece vrijednosti ovog spoja u odnosu
na uzorak sa snizenom koncentracijom SO». To dovodi do zakljucka kako su ovi antioksidansi
oc¢uvali koncentraciju etil heksanoata u vinu tijekom starenja. Roussis i sur. (2009) su dodatkom
glutationa u Muskat bijelo vino, doveli do njegove povecane koncentracije nakon 6 dana
skladiStenja u bocama. Iste rezultate, pokazali su Papadopoulou i Roussis (2008) koji su dodatkom
glutationa u vino, zbog njegove sulhidrilne grupe, o¢uvali koncentraciju etil heksanoata. Osim
navedenog istrazivanja su dokazali kako dodatak glutationa i N-acetil-cisteina u vino, ¢uva

koncentraciju etil heksanoata tijekom starenja vina.
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Slika 4. Ovisnost koncentracije etil heksanoata o koncentraciji antioksidansa (sumporov dioksid i
glutation) u analiziranim uzorcima crnog vina Cabernet Sauvignona nakon 12 mjeseci starenja u

bocama

Iz dobivenih rezultata za etil oktanoat, prikazanih na slici 5, moze se uociti kako uzorak sa
smanjenom koncentracijom SO uz dodatak glutationa pokazuje puno vecu vrijednost
koncentracije ovog spoja nego uzorak sa smanjenom koncentracijom SO2. Prema Webber i sur.
(2014) uzorak pjenusavog vina sa dodatkom glutationa (20 mg L™) pokazao je jednaku
koncentraciju ovog spoja kao 1 uzorak bez dodatka glutationa, dok je dodatak glutationa u most
rezultiralo smanjenjem koncentracije etil oktanoata. Roussis i sur. (2013) utvrdili su da vina sa
snizenom koncentracijom SO> te vina sa snizenom koncentracijom SO> uz dodatak kombinacije
antioksidansa (glutation, kafeinska i galna kiselina) imaju sli¢ne koncentracije etil oktanoata nakon
18 mjeseci starenja. Nakon 36 mjeseci starenja u bocama, uzorci sa snizenom koncentracijom SO2

sadrzavali su nize koncentracije etil oktanoata, u odnosu na uzorke sa dodatkom antioksidansa.
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Slika 5. Ovisnost koncentracije etil oktanoata o koncentraciji antioksidansa (sumporov dioksid i
glutation) u analiziranim uzorcima crnog vina Cabernet Sauvignona nakon 12 mjeseci starenja u

bocama

Analiziraju¢i crno vino, Roussis i sur. (2009) takoder su utvrdili da se dodatkom glutationa
povecala koncentracija etil oktanoata u vinu. Iste rezultate dobili su i sa uzorkom vina u koji su
dodali N-acetil-cistein, koji je takoder ocuvao njegovu koncentraciju. Nadalje, Papadopoulou i
Roussis (2008) su takoder dokazali kako dodatak glutationa i N-acetil-cisteina u vino moze o¢uvati

koncentraciju etil oktanoata tijekom starenja vina.

Isti trend kao i u prethodno analiziranim etilnim esterima, dobiven je i za spoj etil dekanoat,
¢iji su rezultati prikazani na slici 6. Naime, i u ovom slucaju dodatak glutationa rezultirao je
ocuvanjem koncentracije ovog spoja u vinu nakon 12 mjeseci starenja, obzirom da je odredena
veca koncentracija u uzorku 2 u odnosu na uzorak 3. Gabrielli i sur. (2017) ispitivali su utjecaj
glutationa 1 inaktiviranih kvasaca koji su obogaceni glutationom na aromu vina, dodatkom u most
Souvignon blanc, nakon 3 mjeseci starenja u bocama. Istoimeni autori kao rezultat dobili su
najvecu koncentraciju etil dekanoata u uzorku sa inaktiviranim kvascem obogac¢enim glutationom
(80 mg LY te najnizu u uzorku samo s dodatkom glutationa koncentracije 80 mg L*. Kod
pjenusavog vina, pokazalo se kako dodatak glutationa u vino ili most dovodi do smanjenja

koncentracije ovog spoja (Webber i sur., 2014). Coetzee i sur. (2013) su pokazali kako smanjena
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koncentracija SO, ima negativan utjecaj na etil dekanoat u vinu, odnosno da se njegova
koncentracija u vinu smanjuje. Takoder, Roussis i sur. (2013) dosli su do zakljucka da nakon 36
mjeseci starenja, uzorak vina sa snizenom koncentracijom SO sadrzava nize koncentracije etil
dekanoata, u odnosu na uzorak sa dodatkom razli¢itih antioksidansa. Roussis i sur. (2009) su u
svome istrazivanju dokazali zastitni efekt glutationa na etil dekanoat, ¢ija se koncentracija ocuvala
u vinu tijekom skladistenja. Osim toga, pokazali su da se dodatkom N-acetil-cisteina takoder ocuva

njegova koncentracija, odnosno dolazi do njegovog povecanja tijekom skladistenja vina.
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Slika 6. Ovisnost koncentracije etil dekanoata o koncentraciji antioksidansa (sumporov dioksid i
glutation) u analiziranim uzorcima crnog vina Cabernet Sauvignona nakon 12 mjeseci starenja u

bocama

Sljede¢i analizirani spoj dietil sukcinat karakterizira pozeljna vo¢na aroma na dinju, sa
senzorskim pragom osjetljivosti 1,2 mg L (Lambrechts i Pretorius, 2000). U uzorku sa
smanjenom koncentracijom SO> uz dodatak glutationa vidljiva je vec¢a koncentracija 0vog spoja u
odnosu na uzorak sa smanjenom koncentracijom SO (Slika 7). U ve¢ spomenutom istrazivanju
Gabrielli i sur. (2017) koji su ispitivali utjecaj glutationa i inaktiviranih kvasaca koji su obogaceni

glutationom na aromu vina, dodatkom u mos$t Souvignon blanc, nakon 3 mjeseci starenja u
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bocama, koncentracija dietil sukcinata bila je gotovo jednaka u svim analiziranim uzorcima.
Nadalje, koncentracija ovog spoja u vinu povezana je sa provedenom jabuc¢no-mlije¢nom
fermentacijom kod pjenusavih vina, te dodani glutation tijekom njegove proizvodnje rezultira
povecanim razmnoZzavanjem bakterija mlijecne kiseline i veCom koncentracijom dietil sukcinata u
tim vinima (Knoll i sur., 2012). Takoder, Garde-Cerdan i Ancin-Azpilicueta (2007) dokazali su
pozitivan efekt dodatka SO. na koncentraciju dietil sukcinata u odnosu na vino bez njega, nakon

6 mjeseci starenja vina u bocama.
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Slika 7. Ovisnost koncentracije dietil sukcinata o koncentraciji antioksidansa (sumporov dioksid i
glutation) u analiziranim uzorcima crnog vina Cabernet Sauvignona nakon 12 mjeseci starenja u

bocama

Rezultati za posljednji analizirani spoj iz skupine etilnih estera, etil butirat, u uzorcima vina nakon
12 mjeseci starenja prikazani su na slici 8. Uzorak sa smanjenom koncentracijom SO, uz dodatak
glutationa pokazuje skoro jednaku koncentraciju kao uzorak koji ne sadrzi glutation te se moze
zakljuditi kako glutation nije uspio o€uvati njegovu aromu u vinu. S obzirom na koncentraciju
ovog spoja koja je unutar njegovog praga osjetljivosti (0,07-0,53 mg L), moze se uo¢iti kako on
utje¢e na ukupnu aromu vina, te doprinosi cvjetnim, vo¢nim 1 slatkim notama vina (Sumby i sur.,

2010).
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Slika 8. Ovisnost koncentracije etil butirata o koncentraciji antioksidansa (sumporov dioksid i
glutation) u analiziranim uzorcima crnog vina Cabernet Sauvignona nakon 12 mjeseci starenja u

bocama

Gabrielli i sur. (2017) ispitivali su utjecaj glutationa i inaktiviranih kvasaca koji su
obogaceni glutationom na aromu vina, dodatkom u most Souvignon blanc, nakon 3 mjeseci
starenja u bocama. Najveée koncentracije etil butirata detektirali su u uzorku sa dodanim
glutationom koncentracije 5,5 mg L™ te dodatkom inaktiviranog kvasca obogaéenog glutationom.
Webber i sur. (2014) su pokazali kako dodatkom glutationa u vino ili most (koncentracije 10 ili 20
mg L) tijekom proizvodnje pjenusavih vina, ne dolazi do zna¢ajne promjene etil butirata u tim
uzorcima. Roussis i sur. (2013) su dosli do rezultata kako uzorak sa snizenom koncentracijom SO2
uz dodatak antioksidansa (glutation, kafeinska i galna kiselina), nakon 36 mjeseci starenja, ima
vece vrijednosti etil butirata od uzorka sa snizenom koncentracijom SOz, te su zakljucili kako
koriSteni antioksidansi mogu ocuvati koncentraciju ovog spoja u vinu tijekom starenja. Prema
Fragasso i sur. (2010) dodatkom glutationa (50 mg L) u bijelo vino Trebbiano, dolazi do o¢uvanja
koncentracije etil butirata u vinu, dok se kod vina Bombino Bianco pokazao suprotan efekt.
Dodatak inaktiviranih kvasaca koji su obogaceni glutationom rezultirali su vecom koncentracijom
etil butirata u analiziranim rosé vinima u odnosu na kontrolni uzorak, nakon 9 mjeseci starenja
(Anduajar-Ortiz i sur., 2010).
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Visi alkoholi potjecu iz grozda, ali se ne nalaze u zna¢ajnim koncentracijama koje utje¢u
na ukupnu aromu vina. lzuzetak je 1-heksanol koji doprinosi aromi svojim biljnim notama.
Koncentracija visih alkohola u vinima se moze detektirati od 100 do 500 mg L™ pri ¢emu ih je u
bijelim vinima manje nego u crnim (Lambrechts i Pretorius, 2000). U koncentracijama ispod 300
mg L™ imaju pozitivan utjecaj na aromu vina i njezinu kompleksnost, no ukoliko se nalaze u
koncentracijama iznad 400 mg L? lose utje¢u na aromu vina (Rapp i Mandery, 1986), jer
uklanjanju voénost i svjezinu vina (Garcia Martin i Sun, 2013). Cimbenici koji utje¢u na njihov
nastanak u vinima su sljedeci: sorta, zrelost bobica, soj kvasca, pH i temperatura fermentacije, te
prozracivanje. Tijekom starenja alkoholi mogu oksidirati u aldehide (Marais i Pool, 1980) pri ¢emu
dolazi do smanjenja njihove koncentracije. Medutim, mnoga istrazivanja navode njihove
koncentracije stabilnim tijekom starenja vina, pri ¢emu koncentracija heksanola raste zbog

oksidacije linoleinske i linolenske masne kiseline (Oliveira i sur., 2006).

Koncentracije 1-heksanola u uzorcima vina, prikazane su na slici 9, nakon 12 mjeseci
starenja u bocama. 1-heksanol je visi alkohol kojeg karakterizira vrlo niska koncentracija u vinu,
miris trave te senzorski prag osjetljivosti od 1,1 mg L™, ali i doprinos ukupnoj aromi analiziranih
uzoraka vina (Peinado i sur., 2004). Snizena koncentracija SO ne dovodi do velikog gubitka ovog
spoja, te se moze zakljuciti kako dodatak glutationa ne utje¢e na njegovu koncentraciju u vinu.
Boroski i sur. (2017) su pokazali kako vino Chardonnay sa snizenom koncentracijom SO>
pokazuje jednake vrijednosti 1-heksaola kao i ono sa standardnom koncentracijom SOz. Prema
istrazivanju Webber i sur. (2017) na pjenuSavim vinima, koncentracija 1-heksanola se ne mijenja

dodatkom glutationa jer on pripada skupini spojeva koji potjecu iz grozda.
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Slika 9. Ovisnost koncentracije 1-heksanola o koncentraciji antioksidansa (sumporov dioksid i
glutation) u analiziranim uzorcima crnog vina Cabernet Sauvignona nakon 12 mijeseci starenja u

bocama

Nadalje, Andujar-Ortiz i sur. (2014) su dodatkom inaktiviranih kvasaca koji su obogaceni
glutationom, potvrdili kako glutation ne utjece na njegovu koncentraciju nakon 9 mjeseci starenja
vina. Roussis i sur. (2013) ispitivali su utjecaj antioksidansa (SO, glutationa, kafeinske i galne
kiseline) na aromatske spojeve crnog vina Merlot i Cabernet Sauvignon. Kao rezultat dobili su da
nakon 36 mjeseci starenja vina, uzorak sa snizenom koncentracijom SO i onaj sa dodatkom
antioksidansa pokazuju priblizno jednake koncentracije 1-heksanola u vinu, te se moze zakljuciti

da glutation ne utjece znacajno na njegovo ocuvanje u vinu.

Jedan od predstavnika visih alkohola Kkoji se u vinu nalazi u izrazito niskim
koncentracijama je cis-3-heksen-1-ol. 1z rezultata se moze vidjeti kako ovaj spoj ne doprinosi
ukupnoj aromi vina zbog detektirane nize koncentracije u odnosu na senzorski prag osjetljivosti
koji iznosi 0,4 mg L (Makhotkina, 2011) (Slika 10). Takoder je vidljivo da uzorak 1 i 2 pokazuju
iste koncentracije ovog spoja, dok je snizena koncentracija SO. bez glutationa (uzorak 3)
uzrokovala nizu koncentraciju ovog spoja. Istrazivanja koja su provedena na pjenusavim vinima

sa dodanim glutationom, rezultirala su nepromijenjenom koncentracijiom ovog spoja u njima
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(Webber i sur., 2014). Prema Andujar-Ortiz i sur. (2014) dodatakom inaktiviranih kvasaca koji su

obogaceni glutationom, dolazi do o¢uvanja koncentracije ovog spoja tijekom 9 mjeseci starenja.
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Slika 10. Ovisnost koncentracije cis-3-heksen-1-ol-a o koncentraciji antioksidansa (sumporov

dioksid i glutation) u analiziranim uzorcima crnog vina Cabernet Sauvignona nakon 12 mjeseci
starenja u bocama

Na sljedecoj slici 11 prikazani su rezultati za koncentracije i-amil alkohola u uzorcima
vina, nakon 12 mjeseci starenja u bocama. Iz prikazanih rezultata moze se vidjeti da se i-amil
alkohol u vinu nalazi u jako visokim koncentracijama, iznad senzorskog praga osjetljivosti od 30
mg L, te doprinosi ukupnoj aromi analiziranih uzoraka vina (Makhotkina, 2011). Kombinacija
snizene koncentracije SO> i glutationa rezultirala je istim koncentracijama kao i u kontrolnom
uzorku, dok je snizena koncentracija SO bez glutationa rezultirala vidljivo nizom koncentracijom
ovog spoja. Najveéu koncentraciju i-amil alkohola u uzorku sa glutationom (5,5 mg L), i sa
inaktiviranim kvascem obogacenim glutationom biljeze Gabrielli i sur. (2017), dok je visoka
koncentracija glutationa (80 mg L™) u istom istrazivanju dovela do smanjenja njegove
koncentracije. Isti rezultati su dobiveni analizom pjenusavih vina u kojima je dodatak glutationa u

most o¢uvao koncentraciju ovog spoja (Webber i sur., 2014).
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Slika 11. Ovisnost koncentracije i-amil alkohola o koncentraciji antioksidansa (sumporov dioksid
i glutation) u analiziranim uzorcima crnog vina Cabernet Sauvignona nakon 12 mjeseci starenja u
bocama

Rezultati za spoj 2-fenil etanol prikazani su na slici 12. Uzorak 2, vino sa dodanim
glutationom uz snizenu koncentraciju SOz pokazuju iste rezultate kao i uzorak 1 sa standardnom
koncentracijom SO». Nesto niza koncentracija vidljiva je u uzorku 3 sa snizenom koncentracijom
SO>. Naime, 2-fenil etanol je najvazniji visi alkohol koji se moze detektirati u vinu, ¢ija je aroma
na ruze izrazito ugodna i pozeljna. S obzirom na senzorski prag osjetljivosti od 14 mg L™, ovaj
spoj uvelike utje¢e na ukupnu aromu analiziranih uzoraka (Ribéreau-Gayon i sur., 2006). Boroski
i sur. (2017) su takoder dobili sli¢ne rezultate analiziraju¢i vina Chardonnay i Pinot sa snizenom
koncentracijom SO, koji su pokazivali skoro jednake vrijednosti 2-fenil etanola u odnosu na vino
sa standardnom koncentracijom SO.. U veé¢ spomenutom istrazivanju Gabrielli i sur. (2017),
najvise koncentracije ovog spoja detektirane su u uzorcima sa dodatkom inaktiviranih kvasaca,
dok je dodatak glutationa od 80 mg L™ pokazao jednaku koncentraciju kao i kontrolni uzorak.
Webber i sur. (2014) su pokazali kako se dodatkom glutationa u most za proizvodnju pjenusavih
vina, oCuvala koncentracija 2-fenil etanola, u odnosu na kontrolni uzorak bez glutationa. Santos i
sur. (2004) su analizom pjenusavih vina u koja nije dodan glutation detektirali nizu koncentraciju

2-fenil etanola od njegovog senzorskog praga osjetljivosti.
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Slika 12. Ovisnost koncentracije 2-fenil etanola o koncentraciji antioksidansa (sumporov dioksid
i glutation) u analiziranim uzorcima crnog vina Cabernet Sauvignona nakon 12 mjeseci starenja u

bocama

Hlapive masne Kiseline u vinu nastaju tijekom alkoholne fermentacije, djelovanjem
kvasaca. Vrlo Cesto se u vinu detektiraju u niskim koncentracijama i tako pozitivno djeluju na
svjezinu vina (npr. Cabernet Souvignona), dok u visokim koncentracijama negativno utjecu na
ukupnu aromu vina (Rousiss i sur., 2013; Makhotkina, 2011). Tijekom starenja vina, zbog
hidrolize etilnih estera, moze do¢i do povecanja nekih hlapivih masnih kiselina. Medutim, porast
njihove koncentracije nije uvijek zamijecen, jer se pokazalo kako se neki spojevi smanjuju, dok se
drugi povecéavaju (Roussis i sur., 2005). Prema Peinado i sur. (2004) dodatkom glutationa, tijekom
starenja vina, doslo je do smanjenja koncentracije odredenih masnih kiselina (Ribéreau-Gayon i
sur., 2006). Najznacajniji predstavnici su kaprinska, kaprilna te kapronska masna kiselina.
Kaprinska i kaprilna kiselina daju miris na ulje, sapun i uzeglost sa pragom osjetljivosti od 7 do

15 mg L™ ¢ija se koncentracija tijekom starenja smanjuje (Santos i sur., 2004).

Na slici 13 prikazane su koncentracije kapronske kiseline u analiziranim uzorcima vina,
nakon 12 mjeseci starenja u bocama. Ovaj spoj ne pridonosi aromi analiziranih uzoraka vina s
obzirom na prag osjetljivosti od 3 mg L (Ferreira, 2010). Nadalje, uzorak sa smanjenom

koncentracijom SOz uz glutation pokazuje vise koncentracije ovog spoja u odnosu na uzorak bez
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glutationa. To je potvrdeno i u istrazivanju u kojem se tijekom skladistenja povecava koncentracija
kapronske kiseline u uzorcima vina s dodatkom glutationa (Andajar-Ortiz i sur., 2014). Pozitivan
efekt dodanih antioksidansa dokazan je na njegovu koncentraciju u vinu, s obzirom na uzorke u
koje antioksidansi nisu dodani (Coetzee i sur., 2013). S druge strane, prema Webber i sur. (2014)

pokazano je kako se kapronska kiselina ne mijenja dodatkom glutationa u pjenusavim vinima.
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Slika 13. Ovisnost koncentracije kapronske kiseline o koncentraciji antioksidansa (sumporov
dioksid i glutation) u analiziranim uzorcima crnog vina Cabernet Sauvignona nakon 12 mjeseci

starenja u bocama

Rezultati dobiveni za kaprilnu kiselinu prikazani su na slici 14. Kombinacija snizene
koncentracije SO i glutationa rezultirala je istim koncentracijama kao i u kontrolnom uzorku, dok
je snizena koncentracija SO bez glutationa dovela do pada koncentracije ovog spoja. Dodatak
glutationa u most za proizvodnju pjenusavih vina rezultirao je smanjenjem koncentracije ovog
spoja, ali dodatkom u vino rezultiralo je njegovim povecanjem (Webber i sur., 2014). U
istrazivanju Andujar-Ortiz i sur. (2014) dodatak glutationa nije utjecao na koncentraciju kaprilne
kiseline, ali je tijekom procesa starenja vina doslo do njenog povecéanja. Takoder, kaprilna kiselina
utjece na ukupnu aromu analiziranih uzoraka zbog detektirane koncentracije koja prelazi senzorski

prag osjetljivosti od 0,5 mg L (Francis i Newton, 2005).
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Slika 14. Ovisnost koncentracije kaprilne kiseline o koncentraciji antioksidansa (sumporov dioksid
i glutation) u analiziranim uzorcima crnog vina Cabernet Sauvignona nakon 12 mjeseci starenja u
bocama

Rezultati za posljednju analiziranu hlapivu masnu Kiselinu, kaprinsku kiselinu, u uzorcima
vina nakon 12 mjeseci starenja u bocama, prikazani su na slici 15. Iz prilozenog je odmah vidljivo
da je dobivena koncentracija kaprinske kiseline manja od senzorskog praga osjetljivosti (1 mg L
1Y i da ne utje¢e na ukupnu aromu vina (Francis i Newton, 2005). Osim toga, kombinacija snizene
koncentracije SO- i glutationa (uzorak 2) rezultirala je istim koncentracijama kao i u kontrolnom
uzorku 1, dok je snizena koncentracija SO bez glutationa (uzorak 3) dovela do pada koncentracije
ovog spoja. Gabrielli i sur. (2017) ispitivali su utjecaj glutationa i inaktiviranih kvasaca koji su
obogaceni glutationom na aromu vina, dodatkom u most Souvignon blanc, nakon 3 mjeseci
starenja u bocama. Najvisu koncentraciju kaprinske kiseline detektirali su u uzorku sa dodatkom
glutationa od 5,5 mg L™, a najnizu u uzorku sa dodatkom glutationa od 80 mg L. Webber i sur.
(2014) koji su proveli istrazivanje na pjenuSavim vinima, rezultiralo je smanjenjem koncentracije
kaprinske kiseline dodatkom glutationa u most ili vino. Andujar-Ortiz i sur. (2014) pokazali su
kako se dodatkom glutationa njegova koncentracija ne mijenja, veé se povecava tijekom procesa

starenja vina.
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Slika 15. Ovisnost koncentracije kaprinske kiseline o koncentraciji antioksidansa (sumporov
dioksid i glutation) u analiziranim uzorcima crnog vina Cabernet Sauvignona nakon 12 mjeseci
starenja u bocama

Terpeni predstavljaju tipiéne arome koje se opisuju kao cvjetna, aroma ruze (geraniol,
nerol), korijandera (linalool), aroma na zeleno (nerol oksid) i biljna aroma (Marais, 1983). Tijekom
starenja vina dolazi do gubitka cvjetne arome koja je povezana sa monoterpenima (Rapp i
Mandery, 1986), koji se transformiraju u stabilnije spojeve, njihove derivate (Ribéreau-Gayon i
sur., 2006). Koncentracija linaloola se smanjuje tijekom skladistenja vina (Lambropoulos i
Roussis, 2007), dok se a-terpineola povecava (Ferreira i sur., 1997). U Rizling vinu, tijekom 3
godine starenja, koncentracija linaloola se smanjila i za 80 % u usporedbi s po¢etnom vrijednosti,
dok se istovremeno koncentracija linalool oksida, nerol oksida i a-terpineola povecala (Jackson,
2008). Senzorski prag osjetljivosti monoterpena je jako nizak i varira izmedu 50 i 400 pg L, dok
njihovi derivati imaju puno visi prag, od 3000 do 5000 pg L™ (Rapp, 1998). Osim toga, razlikuju
se 1 po mirisu, pri ¢emu a-terpineol ima zagasit i miris bora, dok njegov prethodnik linalool ima

voénu aromu.
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Na slici 16 prikazane su dobivene vrijednosti za spoj linalool u uzorcima vina nakon 12
mjeseci starenja u bocama. 1z rezultata se moze vidjeti da vino sa smanjenom koncentracijom SO>

uz dodatak glutationa pokazuje veéu vrijednost koncentracije u odnosu na uzorak bez glutationa.
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Slika 16. Ovisnost koncentracije linaloola o koncentraciji antioksidansa (sumporov dioksid i
glutation) u analiziranim uzorcima crnog vina Cabernet Sauvignona nakon 12 mijeseci starenja u

bocama

Inace linalool karakterizira cvjetna i vo¢na aroma, aroma lavande i citrusa sa senzorskim
pragom osjetljivosti od 25 pg L™ (Gémez-Miguez i sur., 2007). Rezultati dobiveni u ovom radu
pokazuju kako linalool ne utje¢e na ukupnu aromu analiziranih uzoraka vina, jer se u njima nalazi
u puno manjoj koncentraciji od senzorskog praga osjetljivosti. Prema Rodriguez-Bencomo i sur.
(2014) dodatkom 10 mg L* glutationa ili inaktiviranog kvasaca oboga¢enog glutationom, dolazi
do ocuvanja linaloola u uzorcima vina. Papadopoulou i Roussis (2008) su dokazali kako se
dodatkom glutationa i N-acetil-cisteina u vino, oc¢uvala koncentracija linaloola tijekom starenja
vina. Prema Roussis i sur. (2007) dodatkom glutationa od 20 mg L™ u uzorke sa snizenom
koncentracijom SOz, dovelo je do veée zastite linaloola u odnosu na uzorak sa viSom

koncentracijom SO- bez glutationa. Papadopoulou i sur. (2001) su svojim istrazivanjem dokazali
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kako se dodatkom glutationa (20 mg L) prije punjenja u boce stiti koncentracija linaloola u vinu

tijekom skladiStenja.

Koncentracije a-terpineola u uzorcima vina, prikazane su na slici 17, nakon 12 mjeseci
starenja u bocama. a-terpineol karakterizira cvjetni i slatki miris te miris na ljiljan sa vrlo niskim
senzorskim pragom osjetljivosti (25 pg L™). Ne utje¢e na aromu ovih uzoraka vina zbog
detektirane vrlo niske koncentracije (Gomez-Miguez i sur., 2007). Obzirom na koncentraciju
antioksidansa, snizena koncentracija SO- rezultirala je smanjenjem koncentracije ovog terpena u

analiziranim uzorcima vina.

10

a-terpineol (ug L)

—S0: | SO+ G 1 SO:

Slika 17. Ovisnost koncentracije a-terpineola o koncentraciji antioksidansa (sumporov dioksid i
glutation) u analiziranim uzorcima crnog vina Cabernet Sauvignona nakon 12 mjeseci starenja u

bocama

Prema Rodriguez-Bencomo i sur. (2014) 10 mg L™ glutationa ili inaktiviranog kvasaca
obogacenog glutationom koji su dodani u vino, doveli su do o¢uvanja a-terpineola u uzorcima
vina. Dokazano je i kako dodatkom SO (60 mg L) uz minimalan pristup kisiku, dolazi do zastite
ovog spoja u vinu ili mostu (Coetzee i sur., 2013). Papadopoulou i sur. (2001) su pokazali kako se

dodatkom glutationa (20 mg L), prije punjenja u boce, zna¢ajno ouva koncentracija a-terpineola
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u vinu tijekom skladiStenja. Glutation pruza dobru zastitu terpenima u vinu zbog svoje slobodne

sulfhidrilne skupine (SH) koju karakteriziraju nukleofilna i redoks svojstva (Penninckx, 2000).

Norizoprenoidi koji su detektirani u analiziranim uzorcima vina su TDN (1,1,6-trimetil-
1,2-dihidronaftalen) i f-damaskenon, vrlo niske koncentracije izrazene u pg L. f-damaskenon je
najvazniji predstavnik ove skupine sa niskim senzorskim pragom osjetljivosti, te cvjetnom i
vo¢nom aromom. Moguéa su dva puta nastajanja ovog spoja: (i) kiselinskom hidrolizom i (ii)
razgradnjom neoksantina. Na njegovu koncentraciju utje¢e pH, temperatura, udio kisika i SOa.
Drugi vazni predstavnik je TDN koji daje aromu po kerozinu i tartufima, Sto predstavlja tipi¢nu
aromu za oksidirana bijela vina (Silva Ferreira i sur., 2002). Formira se u grozdu iz f-karotena, ali
njegove vece koncentracije nastaju tijekom procesa starenja vina (Jackson, 2008). U tom sluc¢aju,
predstavlja vaznu ulogu u formiranju ,,bougeta“ u Rizling vinima, ¢ija je koncentracija skoro 5
puta veca nego kod ostalih vina (Black 1 sur., 2012). Na njegovu koncentraciju utjecu pH,
temperatura i Kisik. Vina sa nizim pH su puno osjetljivija na formiranje TDN-a, te hladna podrucja

imaju puno vecu koncentraciju TDN-a u odnosu na toplija (Silva Ferreira i de Pinho, 2004).

Ovisnost koncentracije TDN-a o koncentraciji antioksidansa (SO2 i glutation) u
analiziranim uzorcima vina nakon 12 mjeseci starenja u boci, prikazana je na slici 18. Uzorak
snizene koncentracije SO2 ima nizu koncentraciju ovog spoja u odnosu na uzorak u kojem je dodan
glutation. Glutation §titi ovaj spoj od njegovog smanjenja koje moze nastati kao posljedica
smanjenje koncentracije SO2. Takoder, TDN ne utjeCe na aromu analiziranog vina Cabernet
Souvignona, s obzirom na njegovu vrlo nisku koncentraciju u odnosu na senzorski prag
osjetljivosti od 2 pg L (Black i sur., 2012).
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-S0: l, SO+ G l SO:

Slika 18. Ovisnost koncentracije TDN-a o koncentraciji antioksidansa (sumporov dioksid i
glutation) u analiziranim uzorcima crnog vina Cabernet Sauvignona nakon 12 mijeseci starenja u
bocama

Slika 19 prikazuje dobivene rezultate za f-damaskenon u analiziranim uzorcima vina
nakon 12 mjeseci starenja u bocama. Najniza koncentracija zabiljeZena je u uzorku sa smanjenom
koncentracijom SO2 u odnosu na uzorak sa dodanim glutationom. Jednake vrijednosti
koncentracije ovog spoja odredenog u kontrolnom uzorku i onog sa dodatkom glutationa, dovode
do zakljucka kako glutation ¢uva njegovu koncentraciju u vinu. Reakcija izmedu SO i f-
damaskenona, znatno smanjuje njegov utjecaj na voc¢nost nekoliko vina (Daniel i sur., 2004).
Andujar-Ortiz i sur. (2013) analizom uzorka vina sa dodatkom inaktiviranih kvasaca koji su

obogaceni glutationom, o¢uvali su koncentracije p-damaskenon u vinu nakon 9 mjeseci starenja.

B-damaskenon karakterizira cvjetna i voéna aroma te aroma po tropskom vocu a ujedno 1
vrlo nizak senzorski prag osjetljivosti od 0,4 pug L? (Pineau i sur., 2007). S obzirom na veée
koncentracije ovog spoja u analiziranim uzorcima vina, moZe se uo¢iti kako on utjece na aromu

vina.
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p-damaskenon (ug L?)

-S0: l SO+ G l, SO:

Slika 19. Ovisnost koncentracije f-damaskenona o koncentraciji antioksidansa (sumporov dioksid

i glutation) u analiziranim uzorcima crnog vina Cabernet Sauvignona nakon 12 mjeseci starenja u
bocama
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5. ZAKLJUCAK

Nakon svih provedenih analiza na uzorcima crnog vina Cabernet Souvignon (nakon 12
mjeseci starenja u bocama) te dobivenih i interpretiranih rezultata, jasno se mogu donijeti slijedeci
zakljucci:

¢ Na koncentraciju aromatskih spojeva prisutnih u vinu utjec¢e koncentracija dodanih

antioksidansa (sumporov dioksid i glutation).

e ViSa koncentracija antioksidansa (sumporov dioksid i1 glutation) rezultirala je

ve¢om koncentracijom analiziranih spojeva arome.

¢ Smanjenje koncentracije sumporovog dioksida u proizvodnji vina moguce je uz
dodatak glutationa koji je pokazao dobru zastitu za ve¢inu spojeva arome, 0Sim za

estere etil butirat i etil acetat.
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