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1. UvOD

Fenolni spojevi utjecu na kakvocu i kvalitetu vina te pridonose boji, okusu i orangoleptickim
svojstvima. Smatra se da su odgovorni i za ,francuski paradoks®, odnosno nositelji su
antioksidacijskih svojstava vina. U grozdu i vinu identificirano je nekoliko stotina fenolnih
spojeva, a nalaze u pokozici, sjemenki, pulpi te u peteljci. Dijele se na flavonoide i
neflavonoide, a svi oni ulaze u razli¢ite kemijske reakcije, bilo medusobno, bilo sa drugim
spojevima tijekom proizvodnje i starenja vina. lako se glavnina polifenolnih spojeva
ekstrahira iz razli¢itih dijelova grozda tijekom procesa vinifikacije, oni mogu nastati i
djelovanjem kvasaca ili se ekstrahirati iz drveta ba¢vi tijekom dozrijevanja.

Kako bi proizveli vino vrhunske kvalitete njegovo dozrijevanje je nezaobilazan dio postupka.
Tijekom dozrijevanja dolazi do mnogobrojnih modifikacija polifenolnog sastava mladih vina
koja u pravilu imaju opor miris i oStar okus dok nakon provedenog dozrijevanja vino poprima
svoj prepoznatljivi miris 1 zaokruzenije tijelo. Dozrijevanje vina u hrastovim ba¢vama je
tradicionalna 1 najSire prihvacena tehnika, kako medu proizvodacima tako 1 medu potroSacima
vina. No i1ako daje vina najbolje kvalitete dozrijevanje u drvenim bacvama izmedu ostalog sa
sobom nosi 1 vece troSkove koje proizvodaci Zele izbje¢i. Shodno tome podlijeze se i
alternativnim tehnikama dozrijevanja kao §to je opisano u ovom radu.

Analize uzoraka provedene su standardnim spektrfotometrijskim metodama. Cilj rada bio je
odrediti utjecaj razli¢itih vrsta posuda (hrastove baéve, inox posuda, betonska posuda) i

vremena dozrijevanja (6 i 12 mjeseci) na polifenolni sastav vina.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. FENOLNI SASTAV VINA

Senzorska kvaliteta grozda i vina uvelike je odredena fenolnim sastojcima. Upravo oni
odgovorni za svojstva kao S§to su: aroma, boja, okus, gorcina i trpkost (Garrido i Borges,
2013). Trpkost je taktilni osjecaj uglavnom uzrokovan talozenjem proteina sline ¢ime se
smanjuje podmazivanje u ustima. Komponente vina odgovorne za trpkost uklju¢uju fenolne
tvari kao §to su proantocijanidini ili tanini drveta (elagitanini i galotanini) koji reagiraju s
proteinima sline, uzrokujuéi njihovo kompleksiranje te potom taloZenje na epitelu usta
(Gambuti i sur., 2012). Fenolni sastav vina ovisi o brojnim faktorima kao §to su sorta i stupanj
zrelosti grozda, okolisnim uvjeti u vinogradu (klima, tlo), primjenjena tehnologija proizvodnje
te uvjeti fermentacije i dozrijevanja (Garrido i Borges, 2013). Istrazivanja su pokazala da
fenolni spojevi u vinu u pravilu nastaju ekstrakcijom iz grozda tijekom vinifikacije te manjim
dijelom od drvene bac¢ve ili metabolizmom kvasca ili nekog drugog mikrobioloSkog izvora
(Stavridou i sur., 2016). Fenoli u vinu dijele se u 2 osnovne skupine flavonoide i
neflavanoide. U flavonoide ubrajamo flavanole, flavonole te antocijane dok su neflavanoidi
hidroksicimetne i hidroksibenzojeve kiseline, hidrolizabilni tanini te stilbeni.

2.1.1. Flavonoidi

Osnovnu strukturu flavonoida ¢ini difenolpropanski kostur (Ce-Cs-Ce) (Slika 1.). Sastoji se od
dva fenolna prstena (A 1 B prsten) koji su medusobno povezani preko heterociklickog

piranskog prstena (C prsten) (Balasundram i sur., 2006).

Slika 1. Osnovna kemijska struktura flavonoida (Zhang i sur., 2015)

Prema razlici u stupnju oksidacije i prema supstituciji C prstena medusobno se razlikuju

razli¢ite skupine flavonoida.Zasi¢eni C prsten karakterizira flavanole, keto skupina na



poloZzaju 4 te nezasi¢enost izmedu polozaja 2 i 3 specifiéna je za flavonole dok je za
antocijane karakteristiCan potpuni aromatski prsten sa pozitivnim nabojem. Nastavak -ol
upucuje na supstituent alkohola na C prstenu kao na primjer kod flavan-3-ola (Waterhouse,
2002).

OH o

flavonoli favanahi antocijanidini
(aglikoni antocijana)

Slika 2. Kemijska struktura flavonoida (Moreno-Arribas i Polo, 2009).

Flavonoidi mogu biti slobodni ili vezani u polimere sa drugim flavonoidima, Secerima,
neflavonoidima ili kombinacija svega navedenog. Uglavhom se sintetiziraju u
endoplazmatskom retikulumu prije premjestanja i pohranjivanja u vakuolu stanice. Njihova
pretpostavljena funkcija u grozdu, kako i u drugim biljkama je prva linija obrane protiv
mikrobnih patogena, Stetnih insekata i biljojeda (Jackson, 2008). U najvecoj koncentraciji u
grozdu su prisutni tijekom cvjetanja, a kako grozde raste njihova se koncentracija smanjuje
(Garrido i Borges, 2013). Predstavljaju veéinu fenola u crvenom vinu, a u njega dospijevaju
ekstrakcijom iz kozice i sjemenke grozda prilikom procesa maceracije i fermentacije
(Waterhouse, 2002).

2.1.1.1 Flavanoli

Flavanoli su najzastupljenija skupina flavanoida u vinu, ali i u grozdu gdje se nalaze i u
sjemenci i u kozici bobice. Flavanole se jo§ naziva i flavan-3-oli jer su hidroksilirani na
polozaju Cs. Oni su u grozdu prisutni kao monomeri, ali i kao oligomeri te polimeri. Glavni
monomeri flavan-3-ola u grozdu su (+)-katehin i njegov izomer (-)-ekipatehin (Slika 3.), dok
je u manjim koli¢inama pronaden i epikatehin-3-galat. Ukupna koli¢ina monomera flavan-3-
ola u tipi¢nom crvenom Vvinu je od 40-120 mgL™, od ¢ega je veéina katehin. Koncentracija

uvelike ovisi o duljini same maceracije (Waterhouse, 2002; Jackson, 2008).
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Slika 3. Kemijska struktura (+)-katehina i (-)-ekipatehina (Jackson, 2008).

Polimerizacijom monomernih flavanola nastaju kondenzirani tanini ili proantocijanidini Koji
mogu stvarati stabilne komplekse sa proteinima i drugim biljnim polimerima kao §to su
primjerice polisaharidi (Moreno-Arribas i Polo, 2009). Figueiredo-Gonzalez i suradnici
(2014.) su proveli istrazivanje na slatkim crvenim vinima te su dokazali da se koncentracija
monomera flavan-3-ola tijekom dozrijevanja u drvenim ba¢vama smanjuje sa 73 na 28 mgL™*
kod likerskih vina i s 21 na 18 mgL™ kod desertnih vina. Medu monomerima najzastupljeniji
je katehin, a prate ga epikatehin i galokatehin. U istom istrazivanju dokazano je da se tijekom
dozrijevanja smanjila i koncentracija proantocijanidina sa 322 na 108 mgL™? kod likerskih
vina te sa 121 na 88 mgL™ kod desertnih vina. Ovi rezultati su u suglasju sa rezultatima koje
su 2012. godine dobili Chira i suradnici provodeci istrazivanje fenolnog sastava sorte
Cabernet sauvignon. Dva su glavna procesa tijekom kojih dolazi do nestanka
proantocijanidina u vinima. Prvi je tipi¢no kiselinama katalizirano pucanje C-C veza tijekom
dozrijevanja vina, a drugi je taloZenje polimera kada dosegnu toliku veli¢inu da viSe nisu
topljivi u vinima te se po¢nu taloziti, time dolazi i do gubitka boje te povecane trpkoce kod

starijih crvenih vina (Figueiredo-Gonzalez i sur., 2014).

2.1.1.2. Flavonoli
Flavonoli imaju C,-Cz dvostruku vezu te na polozaju Cs vezanu keto skupinu (Hornsey,

2007). Postoje samo 3 skupine jednostavnih flavonola u grozdu, kvarcetin (Slika 4.), miricetin
i kampferol, ali budu¢i da oni tvore razne glikozide prisutni su mnogi pojedina¢ni spojevi od
kojih su najzastupljeniji 3-glikozidi kvarcetina koji imaju dihidroksilirani B prsten
(Waterhouse, 2002; Hornsey, 2007). Koli¢ina flavonola u grozdu ovisi o stupnju razvoja te o
geneti¢kim i ekoloSkim faktorima. Njihova biosinteza zapo€inje tijekom cvjetanja te ponovo
nakon zrenja bobice, nakon ¢ega je zabiljeZzen konstantan rast koncentracije (Moreno-Arribas

i Polo, 2009).



Studija provedena na Pinotu crnom pokazala je da koli¢ina sunceve svjetlosti koja dospije na
bobicu uvelike povecava razinu flavonola iz ¢ega proizlazi da biljka proizvodi ove sastojke
kao prirodnu zastitu od sunca (Price i sur., 1995). Takoder studija koja je usporedivala
koncentraciju flavonola izmedu jeftinijih i skupljih vina sorte Cabernet sauvignon pokazuje
kako je u skupljim vinima koncentracija znatno veca, sugerirajuci kako je to grozde imalo

bolju izloZenost suncu, a posljedi¢no tome dalo i vino bolje kvalitete (Waterhouse, 2002).

Slika 4. Kemijska struktura kvarcetina (Waterhouse, 2002).

2.1.1.3. Antocijani

Antocijani su glavni izvor crvene boje vina. No slobodni antocijani nisu osobito stabilni, stoga
je za stabilnost boje u vinu neophodna njihova polimerizacija. Stabilnost se razvija kroz
sloZzen niz mehanizama, oni mogu biti kratkotrajni, kao $to je na primjer kopigmentacija ili
dugotrajni, kao §to je polimerizacija sa flavan-3-olima i procijanidinima. Takoder moze do¢i i
do stvaranja novih pigmenata, piranoantocijanina. Dodatan izvor pigmentacije dolazi i od
oksidacije te polimerizacije flavonoida iz hrasta, ako je vino dozrijevalo u drvenim ba¢vama
ili uz koriStenje drvenih fragmenata (He i sur.,, 2012). U sortama crvenog grozda
identificirano je 6 vrsta antocijanidina: cijanidin (narancasta crvena), peonidin (Crvena),
delfinidin (plavicasto crvena), pelargonidin (narancasta), petunidin i malvidin (plavicasto
crvena) (Slika 5.). Smatra se da je u sortama V.vinifera najzastupljeniji antocijanidin malvidin
koji je kod sorte Grenache zastupljen je u koli¢inama od 90%, a kod sorte Sangiovese manje
od 50% (Moreno-Arribas i Polo, 2009; Garrido i Borges, 2013).
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Slika 5: Kemijska struktura antocijanidina (Garrido i Borges, 2013).

Antocijani identificirani u pokozici grozda (Vitis vinifera) i vinima su 3-O-glikozidi gore
navedenih antocijanidina. Postoje Cetiri razli¢ite strukture antocijana, medusobno u ravnotezi,
u kiselom ili u neutralnom mediju: flavijev kation (crveni), kinonska baza (plava), hemikelat
ili karbinol pseudo-baza (bezbojna) i halkon (blijedo zuti) (Brouillard, 1994; He i sur., 2012).

Profil antocijana za svaku sortu grozda je relativno stabilan dok apsolutne koncentracije mogu
jako varirati izmedu razli¢itih berbi zbog okolisnih i agronomskih faktora, prinosa i zrelosti
grozda (Vivas i sur., 2001; Garrido i Borges, 2013,). Boja antocijana, kao i njihova struktura
vezana je uz pH-vrijednost. Pri jako niskoj pH-vrijednosti oni su crveni, dok u luznatom
mediju gube boju. Maksimalan gubitak boje je u rasponu pH-vrijednosti od 3,2 do 3,5. Pri
pH-vrijednosti 3,5 ravnoteza se pocinje pomicati prema bezbojnoj hemikelatnoj strukturi dok
se pri pH-vrijednostima iznad 4 mijenja od svijetlo ljubicaste do plave da bi na kraju u
neutralnom i alkalnom mediju presla u zutu (Ribéreau-Gayon i sur., 2006; Moreno-Arribas i
Polo, 2009; He i sur., 2012). Medutim, koli¢ina slobodnog sumpornog dioksida je najvazniji
¢imbenik koji utjece na boju mladih crvenih vina. Sumporni dioksid se dodaje pri proizvodnji
vina kako bi ga zastitio od mikrobnog i fungalnog rasta te kako bi zaustavio oksidaciju vina
(Moreno-Arribas i Polo, 2009). No, s druge strane on tvori bezbojne produkte s flavijevim
kationom. Konstanta disocijacije sulfita (pKs) je 5 te su prema tome antocijanin-sulfat
produkti stabilni pri pH-vrijednosti vina 3,2-4. Prema tome, antocijanini su zarobljeni kao
bezbojni produkti razmjerno koli¢ini dodanog sumpornog dioksida u most (Fulcrand i sur.
2006; He i sur, 2012). Slobodni antocijanini u crvenim vinima nisu osobito stabilni, a njihova
koncentracija obi¢no brzo opada tijekom dozrijevanja u ba¢vama ili u bocama. Da tijekom
dozrijevanja vina dolazi do opadanja koncentracije antocijana su dokazali Figueiredo-
Gonzalez i suradnici u svom istrazivanju provedenom 2014. godine na slatkim vinima. Nakon
6 mjeseci dozrijevanja vina u drvenim bacvama koncentracija antocijana smanjila se sa

pocetnih 433 mgL™ na 54 mgL™ kod likerskih vina, dok se kod prirodnih slatkih vina



koncentracija antocijana smanjila sa 93 mgL™ na 16 mgL™. Nakon dozrijevanja od jedne
godine kod likerskih vina koncentracija se smanjila na 43 mgL™, dok je kod prirodnih slatkih
vina iznosila svega 12 mgL? (Figueiredo-Gonzélez i sur., 2014). Rezultate sli¢ne ovima dobili
su i 2001. godine Mateus i De Freitas na istrazivanju provedenom na Porto vinima. Nakon
nekoliko godina dozrijevanja vina ostaju crvena, ali gotovo da nema prisutnih monomernih
antocijana ve¢ nastaju novi spojevi koji su stabilniji od po¢etnih antocijana. Ti spojevi nastaju
preko direktnih ili u acetaldehidnom mediju antocijan-flavanol i antocijan-antocijan reakcija
kondenzacije te preko reakcija koje dovode do sinteze piroantocijana (Cano-Lopez i sur.,
2007). Te reakcije su:

1) Reakcije direktne antocijan-flavanol i antocijan-antocijan kondenzacije

PredloZena su dva razli¢ita mehanizma reakcije ¢iji su produkti antocijan-flavanol (A*-F) i
flavanol-antocijan (F-A%):

a) Reakcija direktne antocijan-flavanol (A*-F) kondenzacije.Reakcija pocinje sa nukleofilnim
napadom na polozaju Cs ili Cg flavanola na Cs polozaj antocijana u strukturi flavilijevog
kationa pri ¢emu nastaje bezbojni meduprodukt, flaven. On oksidacijom prelazi u
odgovaraju¢i flavilijev kation 1 na kraju dehidracijom u zutu ksantilijevu sol, ili u bezbojni
biciklicki produkt (Remy-Tanneau i sur., 2003; Fulcrand i sur., 2006).

b) Reakcija direktne flavanol-antocijan (F-A™) kondenzacije. Karbokationi, nastali cijepanjem
interflavanske veze, djeluju kao elektrofili te se veZzu na polozaju Ce ili Cg antocijana u
hidratiranoj hemiketalnoj formi, pri ¢emu nastaje bezbojni dimer koji se moze dehidratirati u
odgovarajuci crveni flavilijev kation ovisno o pH-vrijednosti vina ili 0 njegovom vlastitom

pKn (Remy-Tanneau i sur., 2000; Fulcrand i sur., 2006).

2) Reakcije antocijan-flavanol i antocijan-antocijan kondenzacije u acetaldehidnom mediju

Acetaldehid je metabolit kvasca, koji je prisutan u vinu kao rezultat alkoholne fermentacije.
Dio acetaldehida u vinu nastaje oksidacijom etanola u prisutnosti polifenola, tijekom starenja
vina (Atanasova i sur., 2002; Fulcrand i sur., 2006). Prema predloZzenom mehanizmu,
acetaldehid u strukturi karbokationa reagira sa flavanolom (ili taninom) na polozaju Ce ili Cs.
Dehidratacijom flavanol-acetaldehida spoj prelazi u novi karbokation koji reagira sa
antocijanom (na polozaju Cg). Nastali spoj se stabilizira deprotonacijom tvorec¢i kinonsku
bazu ljubicaste boje. U predlozenoj strukturi flavanol i antocijan su povezani etilnim mostom.
Produkti povezani etilnim mostom obi¢no podlijezu polikondenzaciji ¢ime nastaju novi,
polimerizirani pigmenti. Kasnije je demonstrirano da je reakcija moguca i na polozaju Cs

antocijana (Es-Safi i sur., 1999; Atanasova i sur., 2002).



3) Reakcije koje dovode do sinteze piranoantocijana

Postoje Cetiri tipa reakcije koje karakteriziraju produkti koji njima nastaju. Ti produkti su
hidroksifenil-piranoantocijani,  flavanil-piranoantocijani,  karboksi-piranoantocijani i
vinilpiranoantocijanski pigmenti.

U reakcijama kondenzacije antocijan-vinilfenol i antocijan-hidroksicimetne kiseline dolazi do
sinteze hidroksifenil-piranoantocijana. Hidroksi-piranoantocijani nastaju cikloadicijom
etilenskog dijela molekule 4-vinilfenola na polozaje Csi Cs antocijana, ¢ime nakon oksidacije
nastaje piranski prsten, po ¢emu su piranoantocijani i dobili ime. U reakcijama
hidroksicimetne kiseline i antocijana, nukleofilni C> polozaj hidroksicimetne kiseline veze se
na elektrofilni Cs4 polozaj antocijana te nastaje pozitivno nabijeni meduspoj, karbenijev ion.
Hidroksilna skupina na polozaju Cs antocijana onda moze intramolekularno zarobiti
karbenijev 1ion, tvoreéi piranski prsten. Konacni produkt nastaje oksidacijom i
dekarboksilacijom meduprodukta (Fulcrand i sur., 2006; Schwarz i sur., 2003). Reakcijom
kondenzacije antocijan-vinilflavanola nastaje flavanil-piranoantocijan. Vinilflavanoli mogu
nastati cijepanjem flavanol-etil-flavanol oligomera ili dehidracijom flavanol-etanola.
Mehanizam sinteze flavanil-piranoantocijana sli¢an je mehanizmu sinteze hidroksifenil-
piranoantocijana (Mateus i sur.,, 2003; Moreno-Arribas i Polo, 2009). Karboksi-
piranoantocijani nastaju reakcijom kondenzacije antocijana i enolizaciji podloznih ketona i
aldehida koji su obi¢no sekundarni produkti metabolizma kvasca tijekom fermentacije. Jedan
od glavnih prekursora za ovaj tip reakcije kondenzacije je pirogrozdana kiselina (Moreno-
Arribas i Polo, 2009). Mehanizam ovog tipa kondenzacije takoder je slican mehanizmu
sinteze hidroksifenil-piranoantocijana. Prekursori za sintezu vinilpiranoantocijanskih
pigmenata su karboksi-piranoantocijani, vinilfenoli i vinilflavanoli. Prema predlozenom
mehanizmu nastanka flavanil-vinilpiranoantocijanskih pigmenata karboksi-piranoantocijan
reagira na Cio polozaju sa vinilnom skupinom vinilflavanola. Zadnji korak u sintezi je
odcijepljenje karboksilne skupine i oksidacija, ¢ime nastaje plavi pigment (Mateus i sur.,
2003).

2.1.2. Neflavonoidi

Neflavonoidi se sastoje od Ce-Cs kostura te su strukturno jednostavniji od flavonoida.
Neflavonoidni fenolni spojevi dijele se na: hidroksibenzojeve i hidroksicimente
kiseline,stilbene te hidroliziraju¢e tanine (Waterhouse 2002; Jackson, 2008). lako neobojeni,
neflavonoidni spojevi stabiliziraju boju vina te osim toga neki pridonose i okusu vina te

pokazuju odredenu biolosku aktivnost (Moreno-Arribas i Polo, 2009). U vinima koja nisu



dozrijevala u hrastovim ba¢vama, primarni neflavonoidi su fenolne kiseline. One se dijele se
na hidroksibenzojeve i hidroksicimetne kiseline (Slika 6.;Tablica 1.). Nalaze se uglavnhom u

vakuolama stanica grozda te se lako ekstrahiraju tijekom gnjecenja (Jackson, 2008).
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Slika 6. Kemijske strukture hidroksibenzojeve i hiroksicimetne kiseline (Garrido i Borges,
2013).

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

Hidroksibenzojeva R R1 Hidroksicimetna R R1
kiselina kiselina
Galna OH OH Kafeinska OH H
p-hidroksibenzojeva H H p-kumarinska H H
Protokatehinska OH H Ferulinska OCH3 H
Siringinska OCHs | OCHjs Sinapinska OCHs | OCHjs
Vanilinska OCHs H

Nekoliko vrsta hidroksibenzojevih kiselina je identificirano kako u grozdu tako i u vinu.
Najzastupljenije su galna, p-hidroksibenzojeva, protokatehinska, siriginska te vanilinska
(Garrido 1 Borges, 2013). Medu njima najzastupljenija je galna kiselina, dio potjeCe od grozda
a dio nastaje hidrolizom kondenziranih i nekondenziranih tanina (Moreno-Arribas i Polo,
2009). Galna kiselina je stabilna tijekom dozrijevanja i starenja vina te je jedna od lako
vidljivih fenolnih sastojaka tijekom kromatografske analize starijih crvenih vina. U crvenim
vinima prosje¢no je ima oko 70 mgL™ dok je kod bijelih vina prosjek blizu 10 mgL™
(Waterhouse, 2002).



Hidroksicimetne kiseline jedne su od najvaznijih fenolnih kiselina koje se nalaze u grozdu i
vinu. Kafeinska, p-kumarinska, ferulinska te sinapinska su neke od najvaznijih (Tablica 1.).
Udio ovih spojeva varira u grozdu, ali kafeinska kiselina je daleko najdominantnija u vinu s
udjelom od oko 170 mgkg™ u sortama V. vinifere (Waterhouse, 2002). Njezin o-difenol ima
vaznu ulogu u oksidativnom posmedivanju i polimerizaciji fenola u mostu (Ribéreau-Gayon i
sur., 2006). Hidroksicimetne kiseline u vinu su prisutne veé¢inom kao esteri, posebno vinske
kiseline dok su u slobodnoj formi prisutne u jako niskim koncentracijama. Osim estera vinske
kiseline prisutni su i etil- i dietil-esteri te glukozni esteri hidroksicimetnih kiselina
(Baderschneider i Winterhalter, 2001; Moreno-Arribasa i Polo, 2009). Kao §to je ranije
spomenuto hidroksicimente kiseline igraju znacajnu ulogu u posmedivanju vina, osobito
bijelog vina. Kad se grozde gnjeci dolazi do oslobadanja enzima polifenoloksidaze, oni su ti
koji oksidiraju hidroksicimetne kiseline do kinona. Kinoni ¢e reagirati sa glutationom
prisutnim u mostu te formirati bezbojne produkte. Prema tome vina bogata glutationom imaju
manji potencijal posmedivanja (Waterhouse, 2002).

Hidrolizabilni tanini su slozeni polifenoli koji se mogu degradirati kroz promjene pH-
vrijednosti, kao i enzimatskom ili neenzimatskom hidrolizom na manje fragmente, uglavnom
Secere 1 fenolne kiseline. Sastoje se od estera galne i elaginske kiseline s glukozom ili srodnim
SeCerima te th shodno tome dijelimo na galotanine i elagitanine. Poznato je da dozrijevanje
vina u drvenim bacvama potice ekstrakciju niskomolekularnih fenola, osobito elagitanina
(Waterhouse, 2002; Garrido i Borges, 2013).

Stilbeni su neflavonoidi koji se pojavljuju u raznim rodovima biljaka, ali se smatra da su vino
i grozde njihovi najvazniji prehrambeni izvori (Buiarelli i sur., 2007). Najzastupljnij stilben u
vinu je resveratrol (Slika 7.). Osim u vinu zastupljen je i u liS¢u loze te u kozici grozda, a
njegova koncentracija se znacajno smanjuje kako grozde dozrijeva. Biljka ga sintetizira kao
odgovor na infekciju Botrytisom ili neku drugu gljivi¢nu infekciju te kao odgovor na nekakav
abiotski stres kao na primjer izlozenost UV zraCenju. Na udio resveratorla u kona¢nom
proizvodu, vinu najviSe utjeCe odluka enologa, odnosno metoda kojom ¢e on proizvesti vino.
Dakle ona vina koja duze dozrijevaju imat ¢e veci udio resveratrola, dok ¢e takoder veci udio

imati crvena u odnosu na bijela vina (Garrido i Borges, 2013).
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Slika 7. Kemijska struktura 3,5,4'-trihidroksistilbena (resveratrola) (Annonymusl, 2017)

2.2. DOZRIJEVANJE VINA

Generalno govore¢i proces proizvodnje vina se sastoji od uzgoja grozda, fermentacije,
dozrijevanja i punjena u boce. Sam proces dozrijevanja moze se podijeliti u dvije faze. Prva
faza dozrijevanja odnosi se na promjene u vinu do kojih dolazi nakon fermentacije, a prije
punjenja u boce dok druga faza predstavlja dozrijevanje u samim bocama i ¢esto se naziva
starenje vina (Tao i sur., 2013). Tijekom alkoholne fermentacije dolazi do formiranja velikog
broja aromati¢nih spojeva, poput visih alkohola, aldehida, estera, kiselina, ketona i drugih. Ti
spojevi su karakteristi¢ni za mlada vina i daju im opor miris, oStar okus i potencijalno Stetne
nuspojave stoga je potrebno provoditi dozrijevanje vina jer njime dolazi do modifikacije gore
navedenih spojeva te vino poprima svoj prepoznatljivi miris i zaokruZenije tijelo. Prema tome,
kako bi se proizvelo visoko kvalitetno vino dozrijevanje je nezaobilazan dio procesa u
proizvodnji vina (Tao i sur., 2013).

Fenolni spojevi su jedni od najznacajnijih sastojaka vina. Jedan od razloga je i to §to se nalaze
u visokim koncentracijama, ali i zato Sto su vazni sSpojevi za organoleptiku vinu.
Medu fenolima antocijani su najznacajniji za boju mladih crvenih vina. Oni su nestabilni i
tijekom dozrijevanja oni stupaju u reakcije s drugim fenolnim spojevima, prije svega s flavan-
3-olima. Tako nastaju stabilniji spojevi koji stabiliziraju boju vina posto su uglavnom otporni
na gubitak boje uslijed primjene SO2 te pruzaju bolju stabilnost boje pri pH-vrijednosti vina.
Njihov udio i struktura u kona¢nom proizvodu ne ovisi samo o po¢etnom sastavu vina vec i 0
prisutnosti kvasca i pravilnoj izlozenosti kisiku. Takoder, osim boje, razli¢ite fenolne
molekule utjecu i na gorcinu, trpkost i punocu crvenih vina. Flavanoli su ti koji najvise utjecu
na ove karakteristike. Tanini u vinu su jako reaktivne molekule. Monomeri i oligomeri tanina
su vise gorki dok su polimeri ti koji nose osjet trpkosti. Do polimerizacije dolazi tijekom

dozrijevanja i u prisutnosti kisika (Tao i sur., 2013).
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2.2.1. Dozrijevanje vina u drvenim ba¢vama

Dozrijevanje vina u drvenim bacvama je tradicionalan i naj¢es¢i nacin dozrijevanja. Za
proizvodnju drvenih bacvi ve¢ preko 2000 godina koristi se drvo hrasta. Glavne vrste hrasta
koje se koriste za proizvodnju bacvi su Quercus alba iz Sjeverne Amerike te Quercus robur i
Quercus sessilis iz Francuske. Vrsta hrasta te njegovo podrijetlo igraju vaznu ulogu. Tako je
na primjer kod ameri¢kog hrasta veca koncentracija cis-laktona koji je nositelj arome kokosa i
drveta, a ujedno i jedan od senzorski najbitnijih spojeva. Zbog toga vina koja su dozrijevala u
ameri¢kom hrastu imaju ve¢i omjer cis/trans laktona nego li vina koja su dozrijevala u
francuskom hrastu. S druge strane francuski hrast ima vecu poroznost od ameri¢kog i
sukladno tome bacve izradene od francuskog hrasta imaju veéu propusnost kisika (Tao i sur.,
2013; Crump, 2015). Procijenjeno je da brzina difuzije kisika u novim bacvama od
francuskog hrasta izmedu 1,66 i 2,3 mLL? na mjesec (Oberholster i sur., 2015).
Takoder zrenje i tostiranje drveta su izuzetno vazni. SuSenje i zrenje ne samo da smanjuju
vlaznost drveta kako bi se postigla ravnoteza s vlaznos¢u zraka ve¢ dovode i do reduciranja
gorcine i trpkosti te povecavaju aromati¢na svojstva drveta. Tostiranje se primjenjuje prilikom
savijanja drveta tijekom sastavljanja bacve te potiCe pirolizu lignina, tanina i hemiceluloze.
Razlikuju se 3 razlicita stupnja tostiranja: lagano, srednje i jako. Svaki od naéina nosi svoje
karakteristike. Tako ¢e na primjer vino dozrijevano u ba¢vama koje su lagano tostirane biti
manje aromaticno te ¢e imati visoku koncentraciju tanina. U vinima iz srednje paljenih bacvi
dominira ¢e okus vanilije dok ¢e vina iz jako paljenih bac¢vi imati dimljen i pikantan okus
(Tao i sur., 2013). Vina dobivena u ba¢vama stalno su izlozena malim koli¢inama kisika koji
polako prolaze kroz pore hrasta. Umjereni unos kisika tijekom starenja moze ubrzati i / ili
izazvati specificne reakcije odredenih fenolnih spojeva koje utjeCu na senzorska svojstva,
izmedu ostalog dolazi i do mekSanja tanina. Kroz reakcije kondenzacije i polimerizacije
izmedu tanina i antocijanina dolazi i do poboljsanja stabilnost, okusa i strukture vina, ¢ime
vino dobiva stabilniju boju i manji osjet trpkosti. Tijekom dozrijevanja vina u hrastovim
ba¢vama hlapljivi spojevi iz bacve se ekstrahiraju u vinu i daju zeljene hrastove arome i
okuse. Medutim njihova raspolozivost i brzina difuzije u vinu, kao §to je ve¢ navedeno u
velikoj mjeri ovise o vrsti hrasta, uvjetima zrenja hrasta, volumenu i broju uzastopnih
primjena bacve te o vremenu kontakta izmedu same bacve i vina. Uz ve¢ spomenuti cis-lakton
drugi vazniji hlapljivi spojevi iz ba¢ve koji mogu doprinijeti aromi vina su furfural (badem),
gvajakol (aroma po dimu/zapaljenom), eugenol (zaéini, klin¢i¢) i vanilin (vanilija). No osim

toga, hlapljivi spojevi iz hrasta mogu utjecati na okus vina neizravno kroz fizikalne ili
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kemijske interakcije s drugim sastojcima vina, utjeCu¢i na netopljivost drugih spojeva i
raspolozivost kisika (Gambulti i sur., 2012; Crump, 2015).

Iako je dozrijevanje u ba¢vama najcesci i najcjenjeniji nacin dozrijevanja vina pokazalo se da
ima nekoliko nedostataka. Prije svega treba naglasiti da je starenje u drvenim ba¢vama
dugotrajno. Naime, vino u ba¢vama moze stariti od 3-5 mjeseci pa sve do 3-5 godina, a nekad
i viSe od toga. 1z ekonomskih razloga vinari si ¢esto ne mogu dopustiti da im vino toliko dugo
stoji u podrumu ve¢ ga zele Sto prije plasirati na trziSte. Takoder, same bacve su izuzetno
skupe, zauzimaju previSe mjesta u vinariji te se ne smiju koristiti kroz duzi period. Sto su
bacve starije to je veca vjerojatnost da ¢e biti kontaminirane nezeljenim mikroorganizmima
kao S§to je Brettanomyces (Tao i sur., 2013). Brettanomyces moze proizvesti visoke
koncentracije etilfenola koji je nositelj antiseptickog mirisa te mirisa po konjskom znoju.
Osim toga, Sto su bacve starije to je i1 difuzija kisika kroz bacvu sporija posto je veéina pora
zaCepljena naslagama vina. Stoga se ne preporuca koristiti drvene ba¢ve duze od 3 godine.
Sukladno svemu navedenom u vinarskoj industriji sve je veci interes za razvoj alternativnih
naCina dozrijevanja, ali da se ipak zadrze pozitivne karakteristike dozrijevanja u bacvi
(Gomez-Plaza i Cano-Lopez, 2011).

2.2.2. Dozrijevanje vina koriStenjem fragmenata drveta

Posto su vina koja su bila u kontaktu s drvetom siroko prihvacena medu potrosac¢ima, a samo
dozrijevanje u drvenim ba¢vama za sobom povlaci ve¢ gore navedene mane, kao §to su visoka
cijena i dugotrajnost postupka, moralo se pribjec¢i nekim drugim alternativama. Jedna od njih
je dodatak drvenih fragmenata kao §to su ,,Cips™ 1 ,,Stapi¢i“. Dodatak drvenih fragmenta prvo
se poc¢eo upotrebljavati u zemljama Novog svijeta dok se u zemljama Europske Unije koristi
tek od 2006. godine s tim da se to mora naglasiti na etiketi vina (Tao i sur., 2013; Oberholster
i sur., 2015). Drveni fragmenti takoder mogu ispustiti ,,drvene* arome u vino. Ovi aromatski
sastojci ovise o vrsti hrasta, geografskom podneblju iz kojeg dolazi, stupanj tostiranja, veli¢ini
i koli¢ini fragmenata te o vremenu kontakta (Arfelli i sur., 2011). Prilikom upotrebe drvenih
fragmenata cijela njihova povrSina je iskoristiva, odnosno vino moze prodrijeti kroz cijelu
njihovu povrsinu za razliku od drvenih bacvi kada je samo 40 % povrSine u kontaktu sa
vinom. Stoga je brzina ekstrakcije spojeva iz drveta brza prilikom upotrebe drvenih
fragmenata i samim time moze se reducirati vrijeme dozrijevanja. No, valja uzeti u obzir i
¢injenicu da su istrazivanja (Bautista-Ortin 1 sur., 2008) pokazala da ¢e prilikom koriStenja
C¢ipsa do¢i do ubrzanog otpustanja aromatskih spojeva u vino u prva 3 mjeseca dozrijevanja i

da ta koncentracija aromatskih spojeva ostaje ista ili se ¢ak i smanjuje u narednih 6 mjeseci.
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Takoder se pokazalo da i nakon punjenja u boce ima razlike u ponasanju izmedu vina koje je
dozrijevalo u bacvi i onog prilikom ¢ijeg dozrijevanja je koristen ¢ips. Sanza i Dominiguez su
2006. u svom istrazivanju dokazali da u vinima prilikom ¢ijeg dozrijevanja je upotrebljavan
Cips dolazi do brzeg gubitka antocijana nakon punjenja u boce. Dakle, koriStenjem drvenih
fragmenata vrijeme dozrijevanja moze biti smanjeno sukladno brzoj ekstrakciji aromatskih
spojeva. No stabilizacija boje zahtjeva duze dozrijevanje i prisutnost male koncentracije
kisika. A posto kisik ne moze difundirati kroz tankove od nehrdajuceg celika dopusten je
dodatak aditiva karamel E-150 u vino kako bi se rijeSio taj problem. Druga alternativa je
kontrolirano pustanje malih koli¢ina kisika priliko dozrijevanja vina, odnosno

mikrooksigenacija (Oberholster i sur., 2015; Tao i sur., 2013).

2.2.3. Dozrijevanje vina koriStenjem mikrooksigenacije

Mikrooksigenacija je postupak koji podrazumijeva kontinuirano dovodenje malih koli¢ina
kisika u vino i to kako bi se poboljsala njegova boja, aroma, tekstura i odrzivost (Arapitsas i
sur., 2012). Prilikom provodenja mikrooksigenacije izuzetno je bitno da se kisik uvodi
brzinom jednakom ili manjom od brzine kojom ga vino moze primiti, kako ne bi doslo do
nakupljanja otopljenog kisika, a moZe se provoditi prije ili nakon jabu¢no mlijecne
fermentacije s tim da ju je preporucljivo provoditi prije (Grainger i Tattersall, 2005; Gomez-
Plaza i Cano-Lopez, 2011). Najvece prednosti mikrooksigenacije kao procesa dozrijevanja su
to Sto ona pojacava te stabilizira boju crvenih vina, pozitivno utjeCe na zdravlje kvasaca
tijekom fermentacije, poboljsava okus, strukturu i aromu vina, uklanja nezeljene reduktivne
okuse te ako se primjenjuje zajedno sa drvenim fragmentima moze oponasati dozrijevanje
vina u drvenim ba¢vama (Tao i sur, 2013; Anli i Cavuldak, 2013). Analiza koju su proveli
Oberholster i suradnici 2015. godine pokazuje da mikrooksigenacija u kombinaciji s
alternativama drveta, kao Sto su Cips i1 Stapi¢i, moZe imitirati kratkotrajno (Sest mjeseci)
dozrijevanje u novim drvenim ba¢vama od americkog i francuskog hrasta s obzirom na
senzorske karakteristike. Glavni razlog zasto je kisik uopcée potreban tijekom dozrijevanje
vina je kvasac. Kvasci Cesto mogu prerano odumirati uslijed oksidativnog stresa stanica.
Precizno doziranje kisika prilikom dozrijevanja je bitno, jer tada kvasci mogu postati otporniji
na etanol te im se povefava fermentacijska aktivnost dok se istovremeno smanjuje
proizvodnja sumpornih spojeva, ali i samo vrijeme fermentacije. Nadalje, jos jedna od
prednosti mikrooksigenacije je i smanjenje reduktivnih i vegetativnih mirisa, a povecanje
vocnost i pikantnost arome. Mikrooksigenacija dovodi do oksidacije tiola odgovornih za

vegetativne mirise te do promjene sulfida odgovornih za reduktivne mirise smanjujuci tako
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njihov prag osjeta u vinu. lako mikrooksigenacija ima brojne prednosti, jo§ uvijek postoje i
negativni aspekti same primjene. Naime, najveéi nedostatak je moguénost prekomjernog
dodatka kisika $to moze dovesti do pretjerane polimerizacije, suhoce, gubitka boje, smanjenja
svjezine te nastanka aldehida i oksidativnih aroma. Takoder oksidacija moze dovesti i do rasta
aerobnih mikroorganizama, kao $to su bakterije octene kiseline i Brettanomyces. lako se
Brettanomyces moze razviti i u anaerobim uvjetima u prisutnosti kisika njegov rast je

znacajno brzi (Gémez-Plaza i Cano-Lopez, 2011; Arapitsas i sur., 2012)

2.2.4. Dozrijevanje vina na talogu

Tradicionalno talog se koristi tijekom dozrijevanja pjenuSavih, bijelih te tijekom bioloskog
dozrijevanja sherry vina. U novije vrijeme dozrijevanje na kvascima se proSirilo i na
proizvodnju crvenih vina. U pravilu su talog sastoji od kvasaca te u manjim koli¢inama i od
drugih ne organskih sastojaka te vinske kiseline (Fia i sur., 2016). Naj¢esc¢a kvasc¢eva kultura
koja se koristi za dozrijevanje je Saccharomyces cerevisiae, ali u poslijednje vrijeme poceli su
se Kkoristiti i ne-Saccharomyces kvasci medu kojima prevladavaju Sacharomycodes i
Schizosaccharomyces. Ovakav nacin dozrijevanja koristi se skupa s dozrijevanjem u drvenim
bacvama ili u neki drugim posudama, kao §to su tankovi od betona ili nehrdajuéeg celika. Ali
osim toga sve vise se radi i na kombiniranju dozrijevanja na kvascima s mikrooksigenacijom
te fragmentima drveta, ali jo§ uvijek su potrebna detaljnija istrazivanja kako bi se razjasnile
sve karakteristike takvog nacina dozrijevanja vina (Tao i sur., 2013; Fia i sur., 2016).
Dozrijevanje na talogu ne samo da moze smanjiti gorcinu i trpkost, povecati strukturu,
zaokruzenost i tijelo vinima ve¢ moze proizvesti kompleksniju i dugotrajniju aromu. Kod
crvenih vina dozrijevanjem na talogu dobije se stabilnija boja (Arfelli i sur., 2011).
Tijekom dozrijevanja na talogu dolazi do autolize kvasaca. Stani¢na stijenka se postupno
razgraduje tijekom vremena te dolazi do otpuStanja sastojaka kao S§to su polisaharidi, amino
kiseline, peptidi, masne kiseline i lipidi. Prema tome kvasci mogu utjecati na promjenu
aromati¢nih svojstava vina te popraviti konacni ,,bouquet” vina. Takoder prilikom kontakta
vina sa talogom dolazi do smanjenja hlapljivih spojeva u vinu, moze do¢i do ublazavanja
utjecaja drveta na vino, a uz to vina dozrijevana na talogu u pravilu znaju imati malo manji
intenzitet boje. No takoder prisutnost taloga moze dovesti i do nastanka sumpornog mirisa i
nekih negativnih hlapljivih spojeva. Stoga, kako bi se to izbjeglo potrebno je tijekom
dozrijevanja na talogu povremeno provesti postupak ,,batonnage*“0dnosno promijesati sadrzaj
posude. Osim na aromatski profil, talog utjece i na polifenolni sastav vina. Smatra se da su

steroli, prisutni u stani¢noj membrani kvasca odgovorni za apsorpciju fenolnih sastojaka i to
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prvenstveno meduprodukata reakcije posmedivanja. Ovo svojstvo dozrijevanja na kvascima
bitno je za dozrijevanje bijelih vina jer se tako sprje¢ava njihovo posmedivanje bez promjene
senzorskih svojstava. Kod crvenih vina kvasci mogu apsorbirati kondenzirane tanine i
antocijane (Tao i sur., 2013).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1.0pis uzorak

Svi uzorci vina dobiveni su iz vinarije Klet Brda, Slovenija. Uzorke ¢ine 3 sorte crvenog vina
I to Cabernet sauvignon, Pinot crni te Merlot. Karakteristike svakog uzorka prikazane su u
Tablici 2.

Tablica 2. Opis uzoraka

Broj Sorta Godina Vrijeme Vrijeme Uvijeti dozrijevanja
uzorka berbe maceracije/ | dozrijevanja/mjeseci
dani

1 Cabernet 2015 5 12 Bacva od
sauvignon americkog hrasta

2 Cabernet 2015 5 12 Bacva od
sauvignon francuskog hrasta

3 Cabernet 2015 7 12 Bacva od
sauvignon slavonskog hrasta

4 Cabernet 2016 5 6 Betonska posuda
sauvignon

5 Cabernet 2016 4 6 Inox posuda
sauvignon

6 Pinot crni 2016 4 6 Francuski barrique

7 Pinot crni 2016 4 6 Inox posuda

8 Merlot 2016 4 6 inox posuda
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3.2. METODE

3.2.1. FTIR analiza

Fourier transform IR spektroskopija koristena je u svrhu odredivanja osnovnih kemijskih
parametara vina kao S$to su: relativna gustoca, alkoholna jakost, ukupni suhi ekstrakt,
reducirajuci Seceri, Secerni ekstrakti, ukupne kiseline, hlapljive kiseline, jabucna kiselina,
mlije¢na kiselina, vinska kiselina, glicerol, otopljeni C0O2, suma glukoze i fruktoze. Analiza je
provedena na Bacchus 3 uredaju na Zavodu za poljoprivredu i Sumarstvo u Novoj Gorici,

Slovenija.

47#\
w/

Slika 8. Bacchus 3 uredaj (Annonymus 2, 2017)

3.2.2. Odredivanje ukupnih fenola

Princip metode:

Ukupni fenoli odredeni su preko redukcije fosfovolframska i fosfomolibdenske kiseline
(Folin-Ciocalteu reagens) do plavog obojenja od strane fenola u alkalnoj otopini (Di Stefano i
Guidoni, 1989). Pomocu sprektrofotometra mjere se apsorbancije, a dobivene vrijednosti

uvrste se u slijedece jednadzbe

(+)-katehini (mgL1)= (186,5xAxd) /V
[1]

[2]

galna kiselina (mgL )= (196,8xAxd)/V

Aparatura i kemikalije:

spektrofotometar

odmjerne tikvice od 20 mL

automatske pipete

Sep-Pak kolone
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- plasti¢ne Kivete od 10 mm
1 N H2SOq4

0,01 N H2SO4

metanol

filter — 0,45 pm

- 10 % Na2COs3 bezvodni

Priprema kemikalija:
1 N H2SOq
28 mL 96% H>SO4 otopi se u 1 L deionizirane vode

0,01 N H2SO4
Od ve¢ pripremljene 1N otopine HoSO4 odpipetira se 10 mL te razrijedi u odmjernoj tikvici

od 1L sa deioniziranom vodom.

10% bezvodni Na,COs
5g bezvodnog Na,COs otopi se u 500 mL deionizirane vode

Opis rada:

Uzorci se najprije razrijede 20 puta tako Sto se u tikvicu od 20 mL doda 1 mL uzorka te se do
oznake dopuni sa 1IN H2SOs4. Zatim je potrebno aktivirati Sep-Pak C18 kolonu. Ona se
aktivira tako da se kroz nju propusti 2 mL metanola, a potom 5 mL 0,01 N H2SOs. Na kolonu
se nanese to¢no 1 mL razrijedenog uzorka a odmah nakon toga kroz nju se propusti 1 2 mL
0,01 N H2SOg4. Fenolne komponente eluiraju se u odmjernu tikvicu od 20 mL pomoc¢u 2 mL
metanola te 5 mL deionizirane vode. Najprije je potrebno pripremiti slijepu probu. To se radi
tako da se u odmjernu tikvicu od 20 mL doda 2 mL metanola, 5 mL deionizirane vode, 1 mL
Folin-Ciocalteu reagensa te potom i 4 mL 10% bezvodnog Na,COs. Do kona¢nog volumena
tikvica se dopuni vodom. U tikvice sa uzorcima u kojima se ve¢ nalazi 2 mL eluata te 5 mL
deionizirane vode doda se jo§ 1 mL Folin-Ciocalteu reagensa te zatim i 4 mL 10% bezvodnog
Na2COs. Do konac¢nog volumena tikvice je takoder potrebno dopuniti deioniziranom vodom.
Nakon 90 minuta uzorci se profiltriraju kroz filter (0,45 um) te im se mjeri apsorbancija u 10

mm plasti¢noj kiveti pri valnoj duljini od 700 nm (Rigo i sur., 2000).
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3.2.3. Odredivanje niskomolekularnih tanina

Princip metode:
Niskomolekularni tanini  odredeni su pomoc¢u vanilin-HClI metode koju su postavili
Broadhurst i Jones (1978) a koja je optimizirana od strane Di Stefano i suradnika (1989a).

Koncentracija niskomolekularnih tanina racuna se preko slijedece formule:

(+)-katehin (mgL1) = Ax290,8xd
[3]

Aparatura i kemikalije:

- spektrofotometar

- odmjerne tikvice od 20 mL
- automatske pipete

- epruvete

- Erlenmeyerove tikvice od 50 mL
- termostatska kupelj

- Sep-Pak kolone

- plasticne kivete od 10 mm
- 1 NH2S04

- 0,01 N H2SOq4

- metanol

- 4% vanilin

- 37% HCI

Priprema kemikalija:
1 N H,SO4
U tikvicu od 1 L doda se 28 mL 96% H>SOx4 te se tikvica do oznake dopuni vodom

0,01 N H2SO4
Od ve¢ pripremljene 1 N otopine H.SO4 odpipetiramo 10 mL te razrijedimo u odmjernoj

tikvici od 1 L tako $to deioniziranu vodu dopunimo do oznake.
4% vanilin

4 g vanilina otopi se u 100 mL metanola.
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Opis rada:

Uzorci se razrijede 4 puta pomoc¢u 1 N H2SO4. Aktivirama se Sep-Pak kolona kao i do sada te
se na nju nanese 2 mL uzorka koji se potom ispere sa 2 mL 0,01 N H.SO4. Flavanoli se potom
eluiraju u epruvetu pomocu 5 mL metanola. Epruvete se prethodno obloze aluminijskom
folijom. Slijepa proba se pripremi tako da se u doda 1 mL eluata te 6 mL ¢istog metanola. Za
pripremu uzoraka potrebno je u Erlenmeyerove tikvice od 50 mL dodati 1 mL eluata te 6 mL
4% vanilina. Prethodno je Erlenmeyerove tikvice takoder potrebno obloziti aluminijskom
folijom kako bi se uzorke zastitilo od svjetlosti. Nakon §to su pripremljene sve slijepe probe i
svi uzorci stave se u termostatiranu vodenu kupelj na temperaturu od 20 °C. Zatim u sve
Erlenmeyerove tikvice u razmaku od 1 minute dodaje se po 3 mL 37% HCI. Nakon §to se
doda HCI =zapolinje reakcija. Nakon to¢no 15 minuta od trenutka kada je dodana

klorovodi¢na kiselina mjeri se apsorbancija pri valnoj duljini od 500 nm (Rigo i sur., 2000).

3.2.4. Odredivanje visokomolekularnih tanina

Princip metode:

Proantocijanidni se odreduju tako da se prati njihova pretvorba u cijanidine (Di Stefano i
sur.,1989). Spektrofotometar mjeri valnu duljinu izmedu 380 1 700 nm. Slijepa proba je
destilirana voda. Paralelno se pripremaju po 2 otopine za svaki uzorak, jedna se kuha, a druga
hladi kako bi se dobila neto vrijednost apsorbancije (Rigo i sur., 2000). Visokomolekularni

tanini se izrazavaju kao mglL™ cijanidina prema slijede¢oj formuli:

(Ar—Ar)x1162 5% d
v

mgL! cijanidina =

[4]

Aparatura i kemikalije:
spektrofotometar
odmjerne tikvice od 20 mL
automatske pipete
epruvete
Erlenmeyerove tikvice od 50 mL
termostatirana vodena kupelj
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kuhalo

Sep-Pak kolone

plasti¢ne kivete od 10 mm

0,1 N H2SOq4

0,01 N H2SO4

metanol

etanol 96% (vol)

otopina FeSO4 x 7 H20 u 37% HCI
Priprema kemikalija:

0,1 N H,SO4

100 mL 1 N H2SO4 razrijedimo u tikvici od 1 L sa destiliranom vodom.
0,01 N H2SO4

Od ve¢ pripremljene 1 N otopine H2SO4 odpipetiramo 10 mL te razrijedimo u odmjernoj

tikvici od 1 L tako $to deioniziranu vodu dopunimo do oznake.
FeS04x7 H20 u HCI

Pripremi se otopina FeS04x7 H20 u 37% HCI tako da kona¢na koncentracija iznosi 300mgL™.

Opis rada:

Uzorci se razrijede 10 puta pomocu 0,1 N H2SOa. Zatim slijedi aktivacija Sep-Pak kolone kao
Sto je prethodno objasnjeno. Potom se na aktiviranu kolonu nanosi 2 mL uzorka koji se zatim
ispere sa 2 mL 0,01 N H2SOs. Proantocijanidini se potom eluiraju iz kolone u prethodno
aluminijskom folijom oblozene Erlenmeyerove tikvice od 50 mL pomocéu 3 mL etanola.
Paralelno se pripreme uzorci za vru¢u i hladnu reakciju. U Erlenmeyerove tikvice u kojima se
ve¢ nalazi eluat doda se jo§ 9,5 mL etanola 96% (vol) te potom 12,5 mL otopine FeSOs x
7H20 u HCI. Svi uzorci ,,A* postave se na kuhalo 1 refluksira ih se 50 minuta, zatim ih se jo$
10 minuta drzi u termostatiranoj vodenoj kupelji na 20 °C. Potom se mjeri apsorbancija.
Hladna reakcija se postavlja tako da se svi uzorci ,,B* drze u ledu 50 minuta a potom jednako
kao 1 kod vruce reakcije jo§ 10 minuta u termostatskoj kupelji. Po isteku vremena mjeri se

apsorbancija.
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3.2.5. Odredivanje ukupnih antocijana

Princip metode:

Ukupni antocijani odredeni su spektrofotometrijski prema Di Stefano i suradnici metodi.
Uzorak se provuce kroz prethodno aktiviranu Sep-Pak kolonu te se doda mala koli¢ina
koncentrirane HCI] a potom se do konacnog volumena doda smjesa etanola, vode i HCI u
omjeru 70:30:10. Ukupni antocijani izravno su kvantificirani na osnovu maksimalne
apsorbancije u vidljivom rasponu (536-540 nm) u odnosu na slijepu probu koji ¢ini smjesa
etanol/voda/HCI u omjeru 70:30:1 (Rigo i sur., 2000).

Antocijani (mgL™?) = A x d x 26,6 x 4
[5]

Aparatura i kemikalije:

spektrofotometar

odmjerne tikvice od 20 mm

automatske pipete

Sep-pak kolone

plasti¢ne kivete od 10 mm

1 N H2SOq4

0,01 N H2SO4

C2Hs0H: H.0O: HCI=70:30:1
Metanol

Priprema otopina:
1 N H,SO4
U tikvicu od 1 L doda se 28 mL 96% H>SOx4 te se tikvica do oznake dopuni vodom

0,01 N H2SO4

Od vec¢ pripremljene 1 N otopine H2SO4 odpipetiramo 10 mL te razrijedimo u odmjernoj

tikvici od 1 L tako $to deioniziranu vodu dopunimo do oznake.
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CyHs0OH: H,0O: HCI=70:30:1

U tikvicu od 1 L pomijesa se 700 mL apsolutnog etanola, 300 mL deionizirane vode te 10 mL

37% HCI.

Opis rada:

Uzorci se razrijede (10x) pomoc¢u 1 N H2S04. Zatim se aktivira Sep-Pak kolona tako da se
kroz nju propusti 2 mL metanola te 5 mL 0,01 N H>SO4. Na aktiviranu kolonu nanese se 5
mL uzorka te ga se ispere sa 2 mL 0,01 N H2SOs. Crveni pigment koji je zaostao u koloni
eluira se u odmjernu tikvicu od 20 mL pomocu 3 mL metanola te se potom u tikvicu doda 2-3
kapi 37% HCI. Do kona¢nog volumena tikvica se dopuni sa smjesom etanola, vode 1 37%
HCI u omjeru 70:30:1. Odmah potom se mjeri apsorbancija. Slijepu probu predstavlja
C2HsOH: H20: HCI= 70:30:1 (Rigo i sur., 2000).

3.2.6. Odredivanje antioksidativne aktivnosti vina

Princip metode:

DPPH metoda koristi se za odredivanje antioksidacijske aktivnosti. Poznato je da DPPH (2,2-
difenil-1-pikrihidrazil radikal) reagira sa razli¢itim antioksidansima pri razli¢itim molarnim
omjerima (Brand-Williams i sur., 1995). Molarni omjer DPPHe/antioksidans moze se
jednostavno odrediti mjerenjem preostalih DPPHe u otopinama u koje su dodane poznate
koncentracije antioksidansa i zatim oduzimanjem tih apsorbancija od kontrolne otopine gdje

je prisutan samo DPPHe (Kosmerl i Cigi¢, 2008).

_ Apppy — Apppy + antioksidans

N =
DEPH 12000L(mol lem™1)x 1 em

[5]

Aparatura i kemikalije:

- spektrofotometar

- tehnicka vaga

- epice

- Stoperica

- automatske pipete

- plasti¢ne kivete od 1 mm
- metanol

- otopina DPPH
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Priprema kemikalija:
Otopina DPPH
Rastopi se 4 mg DPPH u 20 mL metanola

Opis rada:

Uzorci se razrijede 15 x sa metanolom. Pripremi se paralelno uzorke, referentne otopine te
slijepu probu. Uzorci se pripreme tako da se u epicu doda 50 pL uzorka te 1,5 mL standardne
otopine DPPH. Referentne otopine pripreme se tako da se doda 50 pL metanola te 1,5 mL
standardne otopine DPPH dok slijepu probu predstavlja 50 uL uzorka te 1,5 mL metanola.
Pripremljeni uzorci se dobro promijesSaju te im se nakon tocno 30 minuta mjeri apsorbancija
pri 517 nm. Izrauna se razlika izmedu apsorbancija referentne otopine i uzorka koja je
proporcionalna antioksidacijskom potencijalu vina. Sto je apsorbancija manja to je
antioksidativni potencijal vina veéi. Na kraju se antioksidativna aktivnost izrazi kao
koncentracija reduciranog DPPHe u mgL™. Prilikom izraduna bitno je voditi racuna o

razrijedenju (15x).
3.2.7. Odredivanje intenziteta boje

Princip metode:

Intenzitet boje odreduje se sprektrofotometrijskom metodom tako §to se uzorak razrijedi sa
puferom (pH- vrijednost 3,5) te se mjeri apsorbancija pri 420 i 520 nm, a kao slijepa proba
koristi se destilirana voda. Intenzitet boje predstavlja zbroj apsorbancije svjetlosti pri valnoj
duljini od 420 nm, koja predstavlja sadrzaj crvene boje te pri valnoj duljini od 520 nm koja

predstavlja sadrzaj zute i smede boje u vinu (Iland i sur., 2000).

Intenzitet boje = As20 + As2o
[6]

Aparatura i kemikalije:

spektrofotometar

- pH metar

- kvarcna kiveta od 10 mm
- epruvete

- automatske pipete

- kapaljke

- pufer, pH- vrijednost 3,5
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Opis rada:

Uzorci vina razrijede se s puferom (pH-vrijednost 3,5), dobro promijesaju i prenesu u kvarcnu
kivetu od 10 mm. Mjeri se opticka gusto¢a pri valnim duljinama od 420 nm i 520 nm.
Konaéni rezultat dobije se tako da se dobivene vrijednosti zbroje i pomnoze s faktorom

razrjedenja.

3.2.8. Odredivanje nijanse boje

Princip metode:
Princip metode je identi¢an kao i kod odredivanja intenziteta boje. Za izracun se koristi
slijedeca formula:

Nijansa boje = As20/ As2o
[7]

Aparatura i kemikalije:
- spektrofotometar
- pH metar
- kvarcna kiveta od 10 mm
- epruvete
- automatske pipete
- kapaljke
- pufer, pH-vrijednost 3,5

Opis rada:

Princip rada je isti kao i pri odredivanju intenziteta boje.

3.2.9. Odredivanje udjela boje otporne na S0

Princip metode:
Uzorku vina doda se sumporov dioksid (S02) te se mjeri apsorbancija pri 520nm. Tako se
dobije koncentracija crvenih pigmenata koji su otporni na gubitak boje nakon dodavanja

sumpornog dioksida (lland i sur, 2000).

sadrzaj boje otporne na SOz (a.u.): A257

[8]
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Aparatura i kemikalije:

- spektrofotometar

- pH metar

- kvarcna kiveta od 10 mm

- epruvete

- automatske pipete

- kapaljke

- 25 % (w/v) otopina K»S20s

Priprema otopina:
25% (w/v) otopina K2S20s
U tikvicu od 100 mL doda se 25 mL kalijevog metabisulfida i do oznake dopuni

deioniziranom vodom.

Opis rada:
U epruvetu se odpipetira 10 mL razrijedenog vina te se doda 150 puL 25% (w/v) otopine
K2S20s, dobro promijesa, prelije u kvarcnu kivetu od 10 mm te se mjeri apsorbancija pri 420 i

520 nm. Slijepa proba je voda.

3.2.10. Odredivanje intenziteta i nijanse boje bez u¢inka S0

Princip metode:

Dodatak viska CH3CHO te potom mjerenje apsorbancije pri 520 nm daje nam informaciju o
koncentraciji crvenih pigmenata u vinu pri prirodnim pH- vrijednostima vina, ali liSenih bilo
kakvih u¢inaka SO2.

Modificirani intenzitet boje = ASIECHO 4 gCHICHO

[]
o . . AEE—IsE[—ID
Modificirana nijansa boje = ;‘Eﬁmm
) [10]
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Aparatura i kemikalije:

- spektrofotometar

- kvarcna kiveta od 10 mm

- epruvete

- automatske pipete

- kapaljke

- 10% (w/v) otopina CH3CHO

Priprema otopina:
10% (w/v) otopina CH3CHO
U tikvicu od 100 mL otpipetira se 10 mL acetaldehida (CH3CHO) te se potom tikvica do

oznake dopuni deioniziranom vodom

Opis rada:
U epruvetu se otpipetira 10 mL prethodno razrijedenog vina te se doda 100 uL 10% (w/v)
otopina CH3CHO, dobro se promijesa te se nakon 45 minuta mjeri apsorbancija pri 420 i 520

nm u kvarcnoj kiveti od 10 mm.

3.2.11. Odredivanje udjela (%) crvene boje pri razli¢itim valnim duljinama

Princip rada:
Princip metode je jednak kao i pri odredivanju intenziteta boje, ali jo§ se mjeri 1 apsorbancija

pri 620 nm.

Udio (%) crvene boje pri zasebnim valnim duljinama:

pri 420 nm: dA420 (%) = (2=} x100

I

[11]
pri 520 nm: dA520 (%) = (=) x100

[12]

. Apn

pri 620 nm: dA620 (%) = (%22 x 100

[13]
Intenzitet boje 1= ( As20 + Aszo + As20 )

[14]
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Aparatura i kemikalije:

- spektrofotometar

- pH metar

- kvarcna kiveta od 10 mm
- epruvete

- automatske pipete

- kapaljke

- pufer, pH- vrijednosti 3,5

Opis rada:
Princip rada isti je kao kod odredivanja intenziteta boje, ali ovaj put Se mjere apsorbancije pri
420, 520 te 620 nm. Dobivene vrijednosti predstavljaju udio crvenog pigmenta pri svakoj

valnoj duljini zasebno.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je odrediti kako ¢e dozrijevanje vina u razli¢itim vinskim posudama
utjecati na njegov polifenolni sastav. Prilikom izrade rada koriSteno je 8 uzoraka crvenih vina,
3 razlicitih sorti, Cabernet sauvignon, Pinot crni te Merlot. Uzorci se medusobno razlikuju u
godini berbe, duzini maceracije te posudi u kojoj su dozrijevali, a detaljnije su opisani u
Tablici 2.

Od polifenolnog sastava odredivani su ukupni fenoli (Slika 9.), niskomolekularni (Slika 10.) i
visokomolekularni tanini (Slika 11.) te ukupni antocijani (Slikal2.). Uz to odredivan je
antioksidacijski potencijal (Slika 13.) uzoraka te karakteristike boje kao §to su intenzitet boje
(Slika 14.), nijasna boje (Slika 15.) te udio crvene boje pri razli¢itim valnim duljinama (Slika
16.).

30



4.1. REZULTATI FTIR ANALIZE

Tablica 3. Rezultati FTIR analize

Br. uzorka 1 2 3 4 5 6 7 8
relativna gustoca (/) 0,9966 0,9947 0,9952 0,9956 0,9947 0,9929 0,9929 0,9938
alkoholna jakost (vol%) 11,93 14,64 13,76 12,53 12,41 13,43 13,35 12,88
ukupni suhi ekstrakt (gL™?) 30,90 32,44 31,98 30,67 28,08 26,90 26,55 27,12
reducirajudi Seceri (gL™?) 1,94 2,24 2,06 1,54 1,31 3,44 3,16 1,43
Secerni ekstrakt (gL™?) 28,96 30,20 29,38 29,13 26,77 23,46 23,39 25,69
glukoza+fruktoza (gL™) 0,87 1,12 1,42 0,54 0,35 2,12 1,88 0,45
glicerol (gL ™) 7,05 9,77 8,80 7,21 7,06 6,63 6,79 7,41
pH-vrijednost (/) 3,74 3,81 3,79 3,73 3,65 3,63 3,61 3,66
ukupne kiseline (gL™?) 5,45 4,48 4,74 5,40 5,83 451 4,95 5,09
hlapljive kiseline (gL™) 0,69 0,58 0,61 0,51 1,37 0,79 1,24 1,01
mlije¢na kiselina (gL™) 1,43 1,19 1,15 1,25 1,14 1,50 1,41 0,76
jabucna kiselina (gL™?) 0,31 0,00 0,00 0,35 0,33 0,00 0,17 0,16
vinska kiselina (gL™) 1,95 1,86 1,82 1,96 1,90 1,77 1,75 1,86
limunska kiselina (gL™) 0,18 0,26 0,22 0,21 0,08 0,21 0,12 0,16
otopljeni CO,(mgL™?) 407 406 410 610 511 553 561 605

Legenda: Uzorak 1: Cabernet sauvignon (2015) - americki hrast; Uzorak 2: Cabernet sauvignon (2015)- francuski hrast; Uzorak 3: Cabernet sauvignon (2015)- slavonski
hrast; Uzorak 4: Cabernet sauvignon (2016)- betonska posuda; Uzorak 5: Cabernet sauvignon (2016)- inox posuda; Uzorak 6: Pinot crni (2016)- francuski hrast; Uzorak 7:

Pinot crni (2016)- inox posuda; Uzorak 8: Merlot (2016)- inox posuda
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Rezultati FTIR analize prikazani su u Tablici 3. Iz prikazanih rezultata vidi se da su svi
osnovni sastojci uzoraka u skladu sa zahtjevima pravilnika (Pravilnik o vinu, 1996). lako
odredivanje pojedinih Kiselina, nije Pravilnikom propisano, njihove koli¢ine prisutne su U
standardnim vrijednostima (Ribéreau-Gayon, 2006). Jedino odstupanje je vidljivo kod
vrijednosti za hlapljivu kiselost, u uzorcima 5 i 8 u kojima vrijednosti za hlapljivu kiselost

prelaze dopusteni limit od 1gL™ i iznose 1,37 odnosno 1,01 gL,

4.2. REZULTATI | RASPRAVA ODREDIVANJA UKUPNIH POLIFENOLA,
NISKOMOLEKULARNIH | VISOKOMOLEKULARNIH TANINA, UKUPNIH
ANTOCIJANA TE ANTIOKSIDACIJSKE AKTIVNOSTI VINA

4.2.1. Masena koncentracija ukupnih fenola

Fenolni spojevi igraju vaznu ulogu u senzorskim karakteristikama i grozda i vina jer su vazni
za njihov karakter i kvalitetu, posebno za boju crvenih vina te opéenito utje¢u na miris vina i
njegov okus (Jackson, 2008; Garrido i Borges, 2013). Udio ukupnih fenola u vinu manji je
nego u grozdu iz razloga $to tijekom proizvodnje vina klasicne metode ruljanja, muljanja i
fermentacije obi¢no ne pogoduju stupnju ekstrakcije ve¢em od 60% (Horesy, 2007). Kao §to
je u teorijskom dijelu ovog rada vec i navedeno na fenolni sastav vina utjeCu mnogi ¢imbenici
kao S§to su sorta 1 stupanj zrelosti grozda, okolisni uvjeti u vinogradu, godina berbe, koriStena
tehnologija proizvodnje te uvjeti fermentacije i dozrijevanja (Mazza i sur., 1999.) Pravilnikom
0 vinu iz 1996. godine dopusteni udio ukupnih fenola u crvenom vinu je do 5500 mgL™ (kao

ekvivalent galne kiseline), a analizom je utvrdeno da svi uzorci zadovoljavaju ovaj kriterij.
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Legenda: Uzorak 1: Cabernet sauvignon (2015) - americki hrast; Uzorak 2: Cabernet sauvignon (2015)-
francuski hrast; Uzorak 3: Cabernet sauvignon (2015)- slavonski hrast; Uzorak 4: Cabernet sauvignon (2016)-
betonska posuda; Uzorak 5: Cabernet sauvignon (2016)- inox posuda; Uzorak 6: Pinot crni (2016)- francuski
hrast; Uzorak 7: Pinot crni (2016)- inox posuda; Uzorak 8: Merlot (2016)- inox posuda

Slika 9. Masena koncentracija ukupnih fenola izrazena kao mglL(+) katehina

Uzorci 1, 2 i 3 predstavljaju sortu Cabernet sauvignon, berba 2015. godina, s tim da je svaki
od uzoraka dozrijevao u drvenoj ba¢vi od razliite vrste hrasta. Uzorak 1 dozrijevao je u bacvi
od americkog, Uzorak 2 od francuskog dok je Uzorak 3 dozrijevao u baévi od slavonskog
hrasta. Svi uzorci dozrijevali su 12 mjeseci u navedenim ba¢vama. Iz dobivenih rezultata
(Slika 9.) vidljivo je da je najvise polifenola prisutno u vinu koje je dozrijevalo u americkom
hrastu (Uzorak 1.). To je u suglasju sa istrazivanjem kojeg su 2003. godine proveli Fernandez
de Simon i suradnici. Oni su medusobno usporedivali dozrijevanje crvenog vina u
ameri¢kom, francuskom i $panjolskom hrastu. Njihovo istrazivanje je pokazalo da je nakon
12 mjeseci dozrijevanja najviSe fenola ostalo sacuvano u vinu koje je dozrijevalo u
americkom hrastu, s tim da je daljnje istraZivanje pokazalo kako nakon 21 mjesec
dozrijevanja viSe nisu vidljive znacajne razlike u koncentracijama ukupnih fenola izmedu
razli¢itih uzoraka. Takoder je bitno uociti kako su dozrijevanje u francuskom 1 slavonskom
hrastu daje jako sli¢ne rezultate Sto upucuje na to kako su europske vrste hrasta medusobno
sli¢nije nego li u usporedbi sa americkim hrastom (Fernandez de Simon i sur., 2003). U
usporedbi s drvetom europskih vrsta, americko hrastovo drvo karakterizira nizi ukupni sadrzaj
elagitanina kao i visoka razina cis-laktona, $to je jo$ jedna bitna znacajka koja se koristi za
razlikovanje ameri¢kog od europskog hrasta (Prida i Puech, 2006).

Uzorci 4 1 5 su takoder vina proizvedena od sorte Cabernet sauvignon s tim da su oni iz berbe

2016. Uzorak 4 odlezavao je 6 mjeseci u betonskoj posudi, dok je Uzorak 5 jednak period
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drzan u tanku od inoxa. Betonske posude postale su vrlo popularne medu proizvodacima
poCetkom dvadesetog stoljeca i mnogi ih jo$ uvijek smatraju izvrsnim fermentacijskim
posudama, no novijih znanstvenih istrazivanja koja proucavaju utjecaj betonske posude na
samo vino nazalost nema. Betonske posude moraju biti obloZene, jer Kiseline u vinu nagrizaju
materijal. U pravilu se za oblaganje koristi epoksidna smola koja se lako Cisti, a | spremnici se
mogu ponovno obloziti kada je to potrebno. Prije su se uglavnom koristile glazirane plocice,
ali su one sklone ostecenju, i to je predstavljalo ozbiljan problem za kvalitetu vina (Puech,
1987; Grainger i Tattersall, 2005). Prema dobivenim podatcima u vinu ¢uvanom u betonskoj
ba¢viu (Uzorak 4) prisutno je vise ukupnih fenola i to 2522 mgL™?, dok je u vinu iz inoksa
(Uzorak 5) prisutno 2050 mgL™?. U drugoj polovici 20. stoljeéa betonske posude su se
polagano, prvo u Francuskoj pa potom i u cijelom svijetu zamijenile sa posudama od
nehrdajuceg cCelika, odnosno inox tankovima. Njihova velika prednost je jednostavnost
¢iS¢enja te mogucnost ugradnje rashladnog sustava (Grainger 1 Tattersall, 2005).

Uzorci 6 1 7 su vina proizvedena od sorte Pinot crni. Oba uzorka su prosla jednake uvjete
proizvodnje s tim da je njihova medusobna razlika takoder u nacinu dozrijevanja. Uzorak 6
dozrijevao je u hrastovoj bacvi, dok je Uzorak 7 dozrijevao u inox tanku jednak period. Prema
dobivenim rezultatima nema bitne razlike u sadrzaju ukupnih fenola izmedu ta dva uzorka,
iako je zabiljeZen nesto vecéi sadrzaj u vinu iz drvene ba¢ve. Ovi rezultati su u suglasju sa
rezultatima koje su dobili Ibern-Gémez i sur. (2000), gdje je koli¢ina ukupnih fenola u
drvenoj bacvi bila znacajno veca nego u inoxu. S druge strane oni su takoder dokazali da je
udio niskomolekularnih fenola veéi kod vina koje je fermentiralo u hrastovoj ba¢vi. Prema
rezultatima u ovom radu, razlika nije znacajno velika, ali je vidljiva (Slika 10.).

Prilikom usporedbe uzoraka 5, 7 i 8 karakteristika po kojoj su se ti uzorci razlikovali je sama
sorta. Uzorak 5 je Cabernet sauvignon, Uzorak 7 Pinot crni dok je Uzorak 8 Merlot. Svi
uzorci su berba 2016., svi su macerirani 4 dana te su odlezavali u inox posudama jednak
period. Iz dobivenih rezultata vidljivo je da je koncentracija ukupnih fenola najmanja kod
sorte Pinot crni (1669 mgL™). U usporedbi s vinima Cabernet sauvignon i Merlot prvi je nesto
bogatiji ukupnim fenolima i sadrzi 2050 mgL™?, dok sadrzaj ukupnih fenola u sorti Merlot,
iznosi 1972 mgL™L. Ti rezultati su u skladu sa literaturnim navodima jer u usporedbi s ostalim
crvenim sortama Vitis vinifera cv. Pinot crni ima nizak omjer fenola kozice i sjemena, §to

utjece na konacni fenolni profil (Lee, 2010 ; Sparrow i sur; 2015).
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4.2.2. Masena koncentracija nisko i visoko molekularnih tanina

Nisko molekularni fenoli (benzojeve i cimetne kiseline te aldehidi) su u vinu prisutni u jako
malim koli¢inama ali igraju znacajnu ulogu u odredivanju njihovih senzorskih svojstava.
Prema nekim istrazivanjima oni mogu pridonijeti, posebice cimetne kiseline, gorcini i oStrini
vina (Brouillard i Dangle, 1994; Del Alamo Sanza i sur., 2004).

Proantocijanidini (ili kondenzirani tanini) grozda su polimerne strukture sastavljene od
flavan-3-ol podjedinica: katehin, epikatehin, epikatehin-3-galat, epigalokatehin i galokatehin.
Mnogi ¢imbenici utjeCu na akumulaciju i koncentraciju flavonoida u grozdu i vinu, medu
kojima su najvaznije sorta grozda te klimatske varijable kao $to su temperatura i svjetlost

(Downey i sur., 2006; Kemp i sur., 2011).
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Legenda: Uzorak 1: Cabernet sauvignon (2015)- americki hrast; Uzorak 2: Cabernet sauvignon (2015)-
francuski hrast; Uzorak 3: Cabernet sauvignon (2015)- slavonski hrast; Uzorak 4: Cabernet sauvignon (2016)-
betonska posuda; Uzorak 5: Cabernet sauvignon (2016)- inox posuda; Uzorak 6: Pinot crni (2016)- francuski
hrast; Uzorak 7: Pinot crni (2016)- inox posuda; Uzorak 8: Merlot (2016)- inox posuda

Slika 10. Masena koncentracija niskomolekularnih fenola izrazena kao mgL™ (+)-katehina
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Legenda: Uzorak 1: Cabernet sauvignon (2015)- americki hrast; Uzorak 2: Cabernet sauvignon (2015)- francuski
hrast; Uzorak 3: Cabernet sauvignon (2015)- slavonski hrast; Uzorak 4: Cabernet sauvignon (2016)- betonska
posuda; Uzorak 5: Cabernet sauvignon (2016)- inox posuda; Uzorak 6: Pinot crni (2016)- francuski hrast; Uzorak 7:
Pinot crni (2016)- inox posuda; Uzorak 8: Merlot (2016)- inox posuda
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Slika 11. Masena koncentracija visokomolekularnih fenola izrazena kao mgL™ cijanidina

Svi rezultati visko i nisko molekularnih fenola (Slika 10. i Slika 11.) prate rezultate dobivene
pri analizi ukupnih fenola. Ukupni sadrzaj visokomolekularnih fenola je u svim uzorcima veci
nego li sadrzaj niskomolekularnih fenola. Takav odnos izmedu visoko i nisko molekularnih
fenola u suglasju je s rezultatima koje su dobili Gambuti i suradnici 2012. godine. Oni su u
svom istrazivanju pratili koncentracije visoko i nisko molekularnih fenola u crvenim vinima
podvrgnutima tretmanu mikrooksigenacije.

Jedino odstupanje od rezultata za ukupne fenole (Slika 9.) uoceno je pri usporedbi uzoraka 7 i
8 gdje proizlazi da Pinot crni ima veci sadrzaj niskomolekularnih tanina nego li sorta Merlot

Sto se moze prepisati karakteristikama sorte (Sparrow i sur., 2016).

4.2.3. Masena koncentracija ukupnih antocijana

Slobodni antocijanini, ekstrahirani iz grozda, odgovorni su za boju crvenog vina, a njihova
boja ovisi 0 uvjetima u mediju (pH, S02) (Ivanova i sur., 2009). Profil antocijanina i njihova
koncentracija u vinu u velikoj mjeri ovise o sorti grozda, ali i 0 tehnologiji koja se primjenjuje
za proizvodnju grozda i vina te o reakcijama koje se odvijaju tijekom dozrijevanja i starenja
vina (Moreno-Arribas i sur., 2008). Monomerni antocijanini grozda uklju¢eni su u reakcije
neposredno nakon transfera u fermentacijski most i tijekom starenja vina, ¢ime se stvaraju
novi polimerni crveni pigmenti, kao i nepolimerni piranoantocijanini (Gomez Gallego i sur.,
2015).
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Legenda: Uzorak 1: Cabernet sauvignon (2015)- ameri¢ki hrast; Uzorak 2: Cabernet sauvignon (2015)-
francuski hrast; Uzorak 3: Cabernet sauvignon (2015)- slavonski hrast; Uzorak 4: Cabernet sauvignon (2016)-
betonska posuda; Uzorak 5: Cabernet sauvignon (2016)- inox posuda; Uzorak 6: Pinot crni (2016)- francuski
hrast; Uzorak 7: Pinot crni (2016)- inox posuda; Uzorak 8: Merlot (2016)- inox posuda
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Slika 12. Masena koncentracija ukupnih antocijana (mgL™)

Ako usporedimo sve navedene uzorke medusobno vidljivo je kako uzorci vina iz berbe 2016.
godine (Uzorak 4, Uzorak 5, Uzorak 6, Uzorak 7, Uzorak 8) imaju znacajno visi udio
antocijana nego li uzorci iz ranije berbe. Razlog tomu je upravo to $to koncentracija ukupnih
antocijana opada obrnuto proporcionalno vremenu dozrijevanja. Sto vino duze odlezava
koncentracija ukupnih antocijana ¢e biti niza, a rezultati su u suglasju s rezultatima koje su
2014. godine dobili i Figueiredo-Gonzalez i suradnici. Oni su istrazivali kako ¢e vrijeme
odlezavanja slatkih crvenih vina utjecati na njegovu koncentraciju ukupnih antocijana te je
vidljivo da tijekom dozrijevanja dolazi do znacajnog opadanja. Zakljucili su kako vrijeme
odlezavanja od 6 i 12 mjeseci u hrastovim ba¢vama znacajno utjeCe na smanjenje udjela
antocijana kod likerskih (87,5 i1 90%) i desertnih crvenih vina (82 i 87%). Bimpilas i suradnici
(2015) su u vinima proizvedenim od sorti Merlot i Syrah zabiljezili da je udio monomernih
antocijana smanjen za deset puta, §to objaSnjavaju reakcijama kopigmentacije i
polimerizacija. Usporedba udjela antocijana u vinima sorte Pinot crni vidljivo je kako nema
razlike pri dozrijevanju u hrastovoj ba¢vi (Uzorak 6) i u inox posudi (Uzorak 7). lako razlika
nije znacajna ipak je nesto vise ukupnih antocijana (29 mgL™?) zabiljezeno u uzorku koji je
dozrijevao u drvenoj bacvi. Isto tako, ako se usporede ukupni antocijani s obzirom na sortu
grozda i iste uvjete Cuvanja, vino Pinot crni (Uzorak 7) u usporedbi sa Cabernet sauvignonom

(Uzorak 5) i Merlotom (Uzorak 8) sadrzi njihov manji udio. Prema Sparrowu i suradnicima

37



(2015) sorta Pinot crni ima najmanji sadrzaj ukupnih fenola, a medu njima prvenstveno
antocijana u odnosu na druge crvene kultivare. Uzorak 5 ponovno je dominantniji od Uzorka
8 sa svojih 734 mgL-* ukupnih antocijana dok Uzorak 8, sorta Merlot sadrzi 655 mgL™.
Izmedu uzoraka koji su svi dozrijevali u hrastovim ba¢vama, ali proizvedenim od razli¢ite
vrste hrasta, odnosno pri usporedni uzoraka 1, 2 i 3 ponovno se vidi kako europski hrastovi
u bacvi od americkog hrasta (Uzorak 1) ukupni sadrzaj antocijana je najvisi i 1znosi
517 mgL. Medu uzorcima koji su dozrijevali u baévama od europskog hrasta, konkretno
francuskog (Uzorak 2) i slavonskog (Uzorak 3) vidi se kako je vino koje je dozrijevalo u
slavonskom hrastu bogatije na antocijanima. Iz toga se da =zakljuciti kako prilikom
dozrijevanja u slavonskom hrastu sporije dolazi do polimerizacije i kopigmentacije antocijana
medusobno ili sa drugim spojevima, bilo iz vina bilo iz drvene ba¢ve. Razlog tomu moze biti i
starost ba¢ve jer kada su bacve starije i difuzija kisika kroz ba¢vu je sporija jer je vecina pora
zaCepljena (Gomez-Plaza i Cano-Lopez, 2011).

Vino Cabernet sauvignon (Uzorak 4) koje je dozrijevalo u betonskoj posudi ponovno
pokazuje veéi sadrzaj fenolnih spojeva u ovom slu¢aju ukupnih antocijana (933 mgL™), u

odnosu na vino koji je dozrijevalo u inoxu (734 mgL™) (Uzorak 5).

4.2.4. Antioksidacijska aktivnost vina

Fenolni spojevi su sekundarni antioksidansi i oni su dobri proton ili elektron donori te su im
fenoksidni radikali stabilni, zbog reznonatne delokalizacije nesparenog elektrona oko
aromatskog prstena i manjka mjesta podloznog oksidaciji (Shahidi i sur., 1992). Oni djeluju
kao hvataci slobodnih radikala i pri tome nastaje manje reaktivni fenoksidni radikali,
sprjecavajuci tako lanc¢anu reakciju. Crvena vina bogata su taninima, koji mogu biti visoko
polimerizirani, te ulaziti u reakcije polimerizacije sa drugim spojevima. Upravo zbog znatnog
stupnja polimerizacije i strukturnog razmjestanja slozenih polifenola, crvena vina imaju velik
kapacitet vezanja kisika, tj. znatno antioksidacijsko djelovanje zbog ¢ega imaju pozitivan
utjecaj na zdravlje ako se konzumiraju racionalno (Singleton, 1987; Moreno-Arribas i Polo,
2009).
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Legenda: Uzorak 1: Cabernet sauvignon (2015)- ameri¢ki hrast; Uzorak 2: Cabernet sauvignon (2015)-
francuski hrast; Uzorak 3: Cabernet sauvignon (2015)- slavonski hrast; Uzorak 4: Cabernet sauvignon (2016)-
betonska posuda; Uzorak 5: Cabernet sauvignon (2016)- inox posuda; Uzorak 6: Pinot crni (2016)- francuski
hrast; Uzorak 7: Pinot crni (2016)- inox posuda; Uzorak 8: Merlot (2016)- inox posuda

Slika 13. Antioksidacijska aktivnost vina izrazena kao mmolL*

Rezultati odredivanja antioksidacijske aktivnosti prikazani su na Slici 13. te svi rezultati prate
rezultate ukupnih fenola prikazane na Slici 9. Svi uzorci ispitivanih vina imaju jako
antioksidativno djelovanje te medu njima nema znacajnih razlika. Vrijednosti antioksidativnih
potencijala kreéu se od najnizih 16 mmolL™? kod uzorka koji je dozrijevao u francuskom
barrigeu (Uzorak 2.) do najvisih 27 mmolL™? kod Uzorka 4 koji je dozrijevao u betonskoj
posudi. Iz toga proizlazi da ¢e nevezano u kakvoj posudi ¢e vino dozrijevati ono zadrzati svoj

jaki antioksidativni potencijal i svoj pozitivan u¢inak na zdravlje (Rice-Evans i sur., 1996).
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4.3. REZULTATI | RASPRAVA ODREDIVANJA INTENZITETA I NIJANSE BOJE
TE UDJELA CRVENE BOJE PRI RAZLICITIM VALNIM DULJINAMA U VINU

Pri odredivanju kvalitete crvenog vina intenzitet i nijansa boje te udio (%) crvenog pigmenta
imaju znacajnu ulogu. Na boju vina utjecu brojni ¢imbenici kao $to su: zrelost grozda, nacin,
duzina i temperatura maceracije, fermentacija, pH-vrijednost vina te na¢in dozrijevanja vina.
Svi oni mogu u vecoj ili manjom mjeri poboljsati ili pogorsati stabilnost i1 intenzitet same
boje. U ovom radu gore navedene karakteristike boje odredivane su spektofotometrijski
metodama po llandu i sur (2000) te Kosmerl i Kac (2004).

4.3.1. Intenzitet boje

Intenzitet boje je fizikalno svojstvo obojenih spojeva, a odreduje se spektrofotometrijski. U
ovom radu intenzitet boje odredivan je na 3 razli¢ita na¢ina. Metoda 1 i 2 predstavljaju zbroj
apsorbancija izracunatih pri valnim duljinama od 420 i 520 nm s tim da se pri mjerenju kod
Metode 2 u otopinu doda i acetaldehid radi uklanjanja djelovanja SOz posto se on veZze na

acetaldehid. Kod Metode 3 u izracun je ukljucena i apsorbancija pri 620 nm.

Prilikom usporedbe rezultata (Slika 14.) mozemo se povesti argumentima koristenim tijekom
razrade polifenolnog sastava uzoraka. Ponovno je dozrijevanje u bacvama od francuskog i
slavonskog hrasta dalo sli¢nije rezultate nego 1i dozrijevanje u ameri¢kom hrastu. Uzorak 1
ima vedi intenzitet boje (8,66; 9,43; 9,8) shodno i ve¢em udjelu antocijana prikazanom na
Slici 12. Ni u ovom slu¢aju kod Uzorka 6 i Uzorka 7 nema znacajnih odstupanja te se
ponovno u usporedbi sa sortama Cabernet sauvignon te Merlot o€ituju karakteristike sorte
Pinot crni. Naime, Uzorci 6 i 7 imaju daleko veci intenzitet boje na koju se ne veze SO2 i to

iznosi 8,64 kod oba uzorka.
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Legenda: Uzorak 1: Cabernet sauvignon (2015)- americki hrast; Uzorak 2: Cabernet sauvignon (2015)- francuski hrast; Uzorak 3: Cabernet sauvignon (2015)- slavonski
hrast; Uzorak 4: Cabernet sauvignon (2016)- betonska posuda; Uzorak 5: Cabernet sauvignon (2016)- inox posuda; Uzorak 6: Pinot crni (2016)- francuski hrast; Uzorak 7:
Pinot crni (2016)- inox posuda; Uzorak 8: Merlot (2016)- inox posuda

Slika 14. Intenzitet boje ; Legenda Metoda 1 (As20+As20), Metoda 2 (ASEEHE + 4SH3CHOY "Metoda 3 (Aszo+As20+As20)
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4.3.2. Nijansa boje

Boja crvenih vina ovisi 0 vrsti i koncentraciji antocijana prisutnih u vinu. Posto su antocijani
amfoterni spojevi njihova boja prvenstveno ovisi o pH-vrijednosti (Waterhouse, 2002).
Nijansa boje u ovom radu odredivan je preko 2 razli¢ite metode. Kod Metode 1 ton boje
odreden je kao kvocijent izmedu apsorbancije izmjerene na 420 i 520 nm. Prilikom izracuna
kod Metode 2 radi se isto to samo §to je tu pri provedbi analize dodan i acetaldehid kako bi se
uklonio ué¢inak S0,. Ako se usporede rezultati dobiveni s pomocu te dvije metode moze se
re¢i da su kompatibilne i daju gotovo identi¢ne rezultate, a svako odstupanje moze se pripisati
pogresci prilikom analize.

Pri usporedbi rezultata prikazanih na Slici 15. ne moze se zakljuditi da razli¢iti uvjeti
dozrijevanja utjecu na nijansu boje vina. No, ako se usporede medusobno same sorte, sorta
Pinot crni ima najvecu vrijednost za nijansu boje i to 1,05 dok se vrijednosti za nijansu boje
kod ostale dvije sorte znacajno se ne razlikuje. Za Cabernet sauvignon to je 0,68 ili 0,69
ovisno o metodi, a za sortu Merlot ta vrijednost iznosi 0,65 za obje metode.
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Legenda: Uzorak 1: Cabernet sauvignon (2015)- americki hrast; Uzorak 2: Cabernet sauvignon (2015)- francuski hrast; Uzorak 3: Cabernet sauvignon (2015)- slavonski

hrast; Uzorak 4: Cabernet sauvignon (2016)- betonska posuda; Uzorak 5: Cabernet sauvignon (2016)- inox posuda; Uzorak 6: Pinot crni (2016)- francuski hrast; Uzorak 7:
Pinot crni (2016)- inox posuda; Uzorak 8: Merlot (2016)- inox posuda
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Slika 15. Nijansa boje; Legenda: Metoda 1 (As20/As20); Metoda 2 ( HE )
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4.3.3. Udio crvene boje (%) pri razli¢itim valnim duljinama

Udio boje odredivan je mjerenjem apsorbancije pri 3 razlic¢ite valne duljine. Pri valnoj duljini
od 420 nm najbolje se ocituje smede-Zzuta boja vina, pri 520 to je crvena dok se pri valnoj
duljini od 620 nm ocituje plavo-ljubicasta boja (lland i sur., 2000).

Atanasova i sur. (2002) navode da se tijekom dozrijevanja pojavljuju nove boje, kao
posljedica stvaranja spojeva izmedu antocijana i tanina, preko acetaldehidnih mostova. Ti
novi produkti nastali polimerizacijom i kondenzacijom imaju relativno veée vrijednosti
apsorbancije pri valnim duzinama 420 i 620 nm u usporedbi sa apsorbancijom pri 520 nm.
Apsorbancija pri 420 nm predstavlja prisutnost kinona, a njen porast je posljedica oksidacije
fenolnih spojeva (Vivas i Glories, 1996).

Posto se se prilikom izrade ovog rada apsorbancije pri gore navedenim valnim duljinama
mjerile samo nakon provedenog dozrijevanja, a ne i na samom pocetku 0dnosno po zavrSetku
fermentacije taj porast apsorbancije pri 420 i 620 nm se ne moze prikazati. Ali iz rezultata
prikazanih na Slici 16. se moze vidjeti kako je kod Uzorka 4 (Cabernet sauvignon), Uzorka 5
(Cabernet sauvignon) i Uzorka 8 (Merlot) koji su dozrijevali 6 mjeseci (berba 2016), dakle
,hajmladi uzorci, apsorbancija pri 520 nm puno veéa u odnosu na apsorpciju pri 420 nm u
usporedbi sa ostalim uzorcima $to znaci da jo$ uvijek nije doslo do znacajnog posmedivanja.
Kod Uzoraka 6 i 7, sorta Pinot crni, koji su takoder iz berbe 2016. to nije toliko izrazeno S§to

Se ponovno moze prepisati i karakteristikama same sorte (Sparrow i sur., 2015).
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Legenda: Uzorak 1: Cabernet sauvignon (2015)- americki hrast; Uzorak 2: Cabernet sauvignon (2015)- francuski hrast; Uzorak 3: Cabernet sauvignon (2015)- slavonski

7

hrast; Uzorak 4: Cabernet sauvignon (2016)- betonska posuda; Uzorak 5: Cabernet sauvignon (2016)- inox posuda; Uzorak 6: Pinot crni (2016)- francuski hrast; Uzorak 7:

Pinot crni (2016)- inox posuda; Uzorak 8: Merlot (2016)- inox posuda

Slika 16. Udio crvene boje (%) pri valnim duljinama od 420, 520 i 620 nm; Legenda: Stupac 1 (udio crvene boje pri 420 nm), Stupac 2 (udio
crvene boje pri 520 nm), Stupac 3 (udio crvene boje pri 620 nm)
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5. ZAKLJUCAK

1. Najvisi udio ukupnih fenola zabiljezen je kod sorte Cabernet sauvignon u uzorcima
c¢uvanim u americkom hrastu 1 betonu. S obzirom na sortu udio ukupnih fenola slican

je kod sorti Cabernet sauvignon i Merlot, a nesto nizi kod sorte Pinot crni.

2. Trend visoko i nisko molekularnih tanina prati rezultate za ukupne fenole, a kod svih

uzoraka zabiljeZen je veci udio visokomolekularnih nego niskomolekularnih tanina.

3. Vise antocijana zabiljezeno je u uzorcima vina Kkoji su dozrijevali 6 mjeseci. S
obzirom na vrstu drveta najvisi udio antocijana imao je uzorak Cabernet sauvignona
dozrijevan u americkom hrastu. S obzirom na sortu najmanji udio antocijana

zabiljeZen je kod sorte Pinot crni.

4. Svi uzorci pokazuju visoku antioksidativnu aktivnost $to je u skladu s visokim

udjelom fenolnih spojeva sto je karakteristika crvenih vina.

5. S obzirom na intenzitet, nijansu i udio crvene boje najnize vrijednosti zabiljeZene su

kod vina sorte Pinot crni.

6. Sorta Pinot crni ima najnize Vvrijednosti svih ispitivanih parametara, bez obzira da li je

dozrijevala u hrastu ili u inoxu.
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PRILOZI

Prilog 1. Ukupni fenoli

Ukupni polifenoli

Broj uzorka Sorta Godina Razrijedenje | Volumen (ml) (mgL™?)

1 Cabernet 2015 20 1 2320
sauvignon

2 Cabernet 2015 20 1 1720
sauvignon

3 Cabernet 2015 20 1 1838
sauvignon

4 Cabernet 2016 20 1 2661
sauvignon

5 Cabernet 2016 20 1 2163
sauvignon

6 Pinot crni 2016 20 1 1771

7 Pinot crni 2016 20 1 1761

8 Merlot 2016 20 1 2081

Prilog 2. Niskomolekularni tanini
. . . : Niskomolekularni
Broj uzorka Sorta Godina Razrijedenje Volumen tanini 1
anini (mgL™)
(ml)

1 Cabernet 2015 4 2 1747
sauvignon

2 Cabernet 2015 4 2 907
sauvignon

3 Cabernet 2015 4 2 949
sauvignon

4 Cabernet 2016 4 2 1942
sauvignon

5 Cabernet 2016 4 2 1573
sauvignon

6 Pinot crni 2016 4 2 1378

7 Pinot crni 2016 4 2 1335

8 Merlot 2016 4 2 1253
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Prilog 3. Visokomolekularni tanini

. . . Visokomolekularni
Broj uzorka Sorta Godina Razrijedene | Volumen . 1
tanini (mgL™)
(ml)
1 Cabernet 2015 10 2 2932
sauvignon
2 Cabernet 2015 10 2 2043
sauvignon
3 Cabernet 2015 10 2 2044
sauvignon
4 Cabernet 2016 10 2 3200
sauvignon
5 Cabernet 2016 10 2 2565
sauvignon
6 Pinot crni 2016 10 2 2068
7 Pinot crni 2016 10 2 1784
8 Merlot 2016 10 2 2175
Prilog 4. Ukupni antocijani
. . Ukupni antocijani
Broj uzorka Sorta Godina Razrijedenj )
] azrijedenje (mgL™)
1 Cabernet 2015 10 517
sauvignon
2 Cabernet 2015 10 330
sauvignon
3 Cabernet 2015 10 393
sauvignon
4 Cabernet 2016 20 933
sauvignon
5 Cabernet 2016 10 734
sauvignon
6 Pinot crni 2016 10 291
7 Pinot crni 2016 10 262
8 Merlot 2016 10 655
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Prilog 5. Antioksidativna aktivnost vina

Broj uzorka Sorta Godina DPPH (mol) *10°® DPPH (mmol/L)

1 Cabernet 2015 7,89 24
sauvignon

2 Cabernet 2015 5,43 16
sauvignon

3 Cabernet 2015 8,87 21
sauvignon

4 Cabernet 2016 8,87 27
sauvignon

5 Cabernet 2016 7,81 23
sauvignon

6 Pinot crni 2016 6,51 20

7 Pinot crni 2016 6,26 19

8 Merlot 2016 7,20 22

Prilog 6. Nijansa boje
Broj uzorka Sorta Godina Nijansa boje Nijansa boje
A420 /A520 ASZOCHSCHO /420CH3CH0

1 Caberent 2015 0,812 0,796
sauvignon

2 Cabernet 2015 0,984 0,817
sauvignon

3 Cabernet 2015 0,912 0,848
sauvignon

4 Cabernet 2016 0,685 0,668
sauvignon

5 Cabernet 2016 0,667 0,685
sauvignon

6 Pinot crni 2016 0,968 1,053

7 Pinot crni 2016 0,929 0,906

8 Merlot 2016 0,646 0,647
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Prilog 7. Intenzitet boje

Broj
uzorka

Sorta Godina

Intenzitet boje
Aus20 +As20

Intenzitet boje
ASZOCHBCHO +
A420CH3CH0

Intenzitet boje
Auzo + Aszo + As2o

1

Cabernet
sauvignon

2015

8,66

9,43

9,8

Cabernet
sauvignon

2015

6,25

6,96

6,97

Cabernet
sauvignon

2015

6,33

6,91

7,07

Cabernet
sauvignon

2016

10,33

10,79

11,6

Cabernet
sauvignon

2016

8,55

8,68

9,59

Pinot crni

2016

8,64

4,28

4,84

Pinot crni

2016

8,64

4,66

4,84

Merlot

2016

8,08

8,5

8,98

Prilog 8. Udio crvene boje pri razli¢itim valnim duljinama

Broj
uzorka

Sorta

Godina

dAsz0
(%)

dAs2o
(%)

dAs20
(%)

1

Cabernet
sauvignon

2015

44,80

55,20

13,16

2

Cabernet
sauvignon

2015

49,60

50,40

11,52

Cabernet
sauvignon

2015

47,71

52,29

11,69

Caberent
sauvignon

2016

40,66

59,34

12,29

Cabernet
sauvignon

2016

40,00

60,00

12,16

Pinot crni

2016

49,19

50,81

11,92

Pinot crni

2016

48,15

51,85

12,04

Merlot

2016

39,23

60,77

11,14
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