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1.UVOD



Uvod

U ovom radu analizirano je domace bijelo vino Zlatarskog vinogorja, proizvedeno 2016.
godine kupaziranjem sorata Rajnski rizling, Sivi pinot i Bijeli pinot. KupaZziranje vina je
operacija kojom se mijeSanjem mosta dva ili viSe vina dobiva vino zeljenog sastava i
senzorskih svojstava. Ono se moze izvrSiti gotovo u svim fazama proizvodnje vina, od
kupaziranja Sira do kupaziranja stabiliziranih vina neposredno pred flasiranje. Ciljevi
kupaziranja vina mogu biti razliciti, ali se u praksi ono najéeS¢e vrsi radi tipizacije vina,
popravljanja kvaliteta vina i otklanjanja nekih nedostataka vina. Kupaziranjem se moze
korigirati kiselost, sadrzaj alkohola, sadrzaj SeCera, obojenost, fenolni karakter, svjezina,
gor€ina, aroma, a cesto 1 nepozeljni mirisi 1 okusi vina (Blesi¢ 1 sur., 2013). Aroma je
karakteristi¢éno svojstvo hrane i rezultat je interakcija spojeva od kojih je hrana sastavljena.
Aroma grozda je vrlo slozena i razliite sorte grozda sadrze razliCite spojeve. Alkoholna
fermentacija je posebno vazna za razvoj arome vina. Tijekom alkoholne fermentacije odvijaju
se bitne promjene kojima spojevi arome mosSta ili masulja prelaze u spojeve arome vina.
Nastaju brojni hlapljivi spojevi, medu kojima su, izuzev etanola, kvantitativno najzastupljeniji
oni iz skupine visih alkohola, hlapljivih kiselina i estera. Tijekom odlezavanja vina dolazi do
njegovog daljnjeg dozrijevanja i starenja te razvoja postfermentativnih aroma, a tijekom
starenja dolazi do oksidacije ve¢ postojecih aromatskih spojeva i ekstrakcije sastojaka iz bacve.
Do sada je odredeno oko 3000 razli€itih sastojaka u grozdu, mostu i vinu, a oko 2000 otpada na
spojeve arome. Dokazano je da neke mirisne tvari, iako su prisutne u koli¢ini manjoj od
ljudske senzorske osjetljivosti, utjeu sinergisti¢ki na mirisnu komponentu vina (Anonymous

1,2011).

Hlapljive komponente, etanol, organske kiseline, ugljikohidrati i glicerol analizirale su se
pomocu plinske kromatografije (gas chromatography ili GC) 1 tekucinske kromatografije
visoke djelotvornosti (high-performance liquid chromatography ili HPLC). Pomocu
laboratorijskih kemijskih metoda odredivale su se koncentracije Sec¢era (RS metoda), ukupnih 1
hlapljivih kiselina, SO,, glicerola (pomoc¢u enzimskih kitova), etanola (kemijski i

denzimetrijski), jabu¢ne, vinske, mlijecne, limunske i octene kiseline (papirna kromatografija).
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Teorijski dio

2.1. Vino

Zakon o vinu (2003) kaze da je vino poljoprivredni prehrambeni proizvod, dobiven
potpunim ili djelomi¢nim alkoholnim vrenjem masulja ili mosta, od svjezeg i za preradu u vino
pogodnog grozda. Sorte vinove loze za proizvodnju vina moraju pripadati vrsti Vitis vinifera ili
krizancima Vitis vinifera s drugim vrstama roda Vitis. U smislu ovog zakona vina se dijele na
vina u uZem smislu rije¢i (mirna, pjenusava, biser i gazirana vina) i specijalna vina (desertna,
aromatizirana i likerska vina). Prema boji vina se razvrstavaju na bijela, ruzicasta (rose, opolo)
i crna (crvena). Sto se ti¢e koncentracije neprevrelog $eéera mirna vina se dijele na: suha,
polusuha, poluslatka i slatka, a pjenusSava, biser i gazirana vina na: vrlo suha, suha, polusuha,
poluslatka i slatka. S obzirom na kakvoéu preradenog grozda, urodom po hektaru, stupnju
zrelosti grozda, nacinu prerade i njege, koliCini prirodnog etanola i drugih sastojaka te
organoleptic¢kim (senzorskim) svojstvima, mirna vina se dijele na stolna vina bez oznake
zemljopisnog podrijetla, stolna vina s kontroliranim zemljopisnim podrijetlom (k.z.p.),
kvalitetna vina s k.z.p., vrhunska vina s k.z.p. i s oznakom ograni¢enih vinorodnih podrucja,
vrhunska vina s k.z.p. i oznakom specifi¢nih kontroliranih vinorodnih podru¢ja i predikatna
vina s k.z.p. Kakvoc¢a vina ovisi o njegovom kemijskom sastavu koji je vrlo sloZen te zbog toga
nije moguce pouzdano odrediti to€an broj sastojaka. Osim mjerenja fizikalnih veli¢ina,
kakvoca vina se procjenjuje 1 subjektivno (degustacijom, ocjenjivanjem boje, bistroce, mirisa 1

okusa).

2.2. Kupaziranje vina

Kupaziranje vina je postupak mijeSanja vina ¢ime vino dobiva poseban i jedinstven
karakter. Cilj ovog postupka je dobivanje vina bolje kakvoce, odnosno postizanja optimalne
boje, udjela alkohola, kiselosti 1 arome. Takoder, drugi vaZan cilj je i ekonomska isplativost, jer
se na taj nacin dobivaju kvalitetna vina koja postiZzu vecéu cijenu na trzistu. Postoji nekoliko
nacina kupaziranja grozda ili vina: kupaZiranje razliitih sorti grozda, kupaZiranje grozda iz
razlicitih vinograda, kupaziranje vina razli¢itih godiSta, kupaZiranje vina dobivenih razli¢itim
procesima vinifikacije, kupaZiranje vina razliitih sorti grozda (Boulton i sur., 1996). Ovaj
proces moze se provesti u bilo kojoj fazi proizvodnje vina, od mijeSanja moSta prije
fermentacije do bilo koje slijede¢e faze proizvodnje. Vrlo Cesto se koristi za mijeSanje
prekomjerno sumporenog s nedovoljno sumporenim vinom. Kupaziranjem se mogu ukloniti ili
ublaziti neki nedostaci vina, a majstori kupaze su u stanju od dva ili viSe vina s npr.

nepovoljnim sadrzajima alkohola, kiselina, Secera i sl. stvoriti kupazirano vino dobre kvalitete.



Teorijski dio

Kod bijelih sorata se aromati¢ne ili muskatne sorte vrlo Cesto koriste kao ,,zac¢in“ koji daje
kompleksnost aromi vina. Svaka drzava ima svoje propise o kupaziranju i oznacavanju vina.
Prema Zakonu o vinu RH (2003) vina mogu nositi oznaku sorte, ako su proizvedena od
najmanje 85 % grozda te sorte, a oznaku godine berbe mogu nositi vina koja sadrZze najmanje
85 % vina iz godine berbe oznake koju nose. Zabranjeno je mijeSati stolno, kvalitetno ili
vrhunsko vino sa specijalnim vinima; masulj, mos$t ili vino plemenite vinove loze s
proizvodima direktno rodnih hibrida; zdrava vina s bolesnim vinima i vinima s manom i bijela

vina s crnim vinima radi dobivanja ruzicastih vina (Blesi¢ 1 sur., 2013).

2.2.1. Karakteristike sorte Rajnski rizling

Ova sorta je jedan od najstarijih kultivara vinove loze u svijetu i smatra se
najplemenitijom bijelom sortom, a potjece iz doline rijeke Rajne u Njemackoj. Karakteristike
su naglaSena kiselost, punoca i elegantna aroma te plemeniti, diskretni miris. Vino proizvedeno
od Rajnskog rizlinga je puno, zaokruzeno, sa znacajnim mirisom i aromom, ima dug Zivotni
vijek te je zuto zelenkaste boje. Starenjem njegova vrijednost u pravilu raste. Rajnski rizling
(Slika 1) je 1 dobra podloga plemenitoj plijesni, koja se razvija na ve¢ zrelim bobicama §to daje
osnovu za odli¢na suha, ali i slatka vina s prirodnim neprevrelim Se¢erom. Mlado vino ima
svjezu vo¢nu aromu koja podsjeca na cvijet akacije, breskve, treSnje, a kod visih stupnjeva
kvalitete 1 na cimet, med ili marelicu (Fazini¢ i Milat, 1994; MiroSevi¢, 1996; Maleti€ i sur.,

2015).

Slika 1. Grozd sorte Rajnski rizling (Anonymous 2, 2009)

2.2.2. Karakteristike sorata Pinot sivi 1 Pinot bijeli
Pinot sivi daje vino slamnato zute, ali s naznakom ruziCaste boje. Sorta potjece iz
Francuske i mutant je Pinota crnog. Podnosi razna tla, ali ne podnosi veliku vlagu i vapneno tlo

te najbolje uspijeva u umjerenoj klimi. Okus vina ima arome breskve, zafina i marelice.

3


https://hr.wikipedia.org/wiki/Aroma
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Teorijski dio

Pokozica bobice je tanka 1 podloZzna botritisu (truleZz koju uzrokuje siva plijesan) S§to
omogucava proizvodnju botritiziranih vina. Pinot sivi (Slika 2, lijjevo) je osjetljiv prema
bortritisu pa zbog toga zahtjeva neke posebne zahvate rezidbe narocito u uvjetima vlazne klime
(Anonymous 3, 2013).

Pinot Bijeli (Slika 2, desno) je stara sorta grozda, rasprostranjen je uglavnom u
Njemackoj i Italiji, a u Hrvatskoj ga najviSe ima u Slavoniji. Nastao je spontanim krizanjem
Pinota sivog i Pinota crnog. Daje vino slamnato Zute boje sa zelenkastim odsajem, a starenjem
daje zlatnu boju. Laganog je okusa koji aromom podsjeca na jabuku i breskvu. Ova sorta nije
prilagodena jako vlaZznim 1 vapnenastim tlima, stoga najbolje uspijeva u suhoj klimi

(Anonymous 4, 2013).

Slika 2. Sivi pinot (lijevo) (Anonymous 3, 2013) i Bijeli pinot (desno) (Anonymous 4, 2013)

2.3. Uloga kvasca tijekom fermentacije

Alkoholna fermentacija (anaerobni proces) je osnovni proces u vinarstvu koji
podrazumijeva biokemijski proces u kojem se fermentabilni Seceri razgraduju na etilni alkohol
1 ugljikov dioksid prema reakciji C¢H1206 — 2C,HsOH + 2CO;, pomocu kvascevih stanica 1
stanica nekih bakterija (Anonymous 5, 2014).

Tijekom fermentacije, kvasci koriste Secere i druge sastojke mosta kao supstrate za rast,
prevodeci ih u etanol, uglji¢ni dioksid i druge krajnje proizvode metabolizma koji doprinose
kemijskom sastavu i senzorskoj kvaliteti vina. Fermentacijom se povecava kemijska slozenost 1
kompleksnost okusa i mirisa, olakSava ekstrakcija spojeva iz ¢vrste faze prisutne u mostu te se

proizvode znacajne koli¢ine kvaScevog metabolita (Bisson, 1999; Pretorius, 2000). Da bi



Teorijski dio

potpuno shvatili ulogu kvasca u proizvodnji vina, potrebno je znati taksonomski identitet svake
vrste koja pridonosi fermentaciji, kinetiku njenog rasta, biokemijska svojstva kvasaca i
kemijske promjene koje oni izazivaju. Takoder su bitni i utjecaji vinifikacijskih ¢imbenika na
kinetiku rasta i kemijske promjene tijekom vinifikacije. Izvor kvasaca odgovornih za alkoholnu
fermentaciju moze biti povrSina grozda, povrSina opreme vinarije ili starter-kultura koja se

dodaje mostu (Fleet i Heard, 1993).

2.3.1. Mikroflora grozda u spontanoj fermentaciji
2.3.1.1. Kvasci na grozdu

Na samoj povrsini grozda prevladavaju kvasci iz rodova Kloeckera (najvse vrsta Kloeckera
apiculata) 1 Hanseniaspora, ti rodovi zauzimaju 50-70% ukupne populacije kvasaca na grozdu.
Takoder, prisutni su i1 kvasci iz rodova Candida (osobito vrsta Candida stellata 1 Candida
pulcherrima), Cryptococcus, Rhodothorula, Pichia, Kluyveromyces 1 Hansenula. Broj stanica
kvasaca Kloeckera sp., Candida sp. i Hansenula sp. na grozdu iznosi 5x10* stanica cm™
povrsine bobice. Kvasci iz roda Saccharomyces (npr. vrsta Saccharomyces cerevisiae) prisutni
su u vrlo malom broju, tj. broj ovih izrazito fermentativnih kvasaca iznosi manje od 10 stanica
po 1 cm’ povrsine bobice grozda. Boulton i suradnici (1996) objavili su podjelu kvasaca:

a) kvasci povezani s vinom — to su kvasci koji se mogu na¢i na grozdu, u vinima, u vinarijama
ili opremi vinarija;

b) divlji kvasci — kvasci koji ne spadaju u rod Saccharomyces, a mogu sudjelovati bar u
pocetku fermentacije. To su rodovi Kloeckera, Hanseniaspora, Debaryomyces, Hansenula,
Metschnikowia, Brettanomyces, Dekkera 1 Zygosaccharomyces,

c) vinski kvasci — sojevi kvasaca iz roda Saccharomyces koji mogu proizvesti potpunu
fermentaciju mosta te daju ugodan miris 1 okus vinu. Vrste kvasaca iz roda
Schizosaccharomyces takoder mogu potpuno fermentirati most. Medutim, prevladava misljenje

da su kvasci iz roda Saccharomyces prikladniji.

2.3.1.2. Kvasci u vinariji

Na povrS$ini opreme u vinariji prevladava kvasac vrste Saccharomyces cerevisiae, a takoder
se mogu nac¢i 1 drugi kvasci poput kvasaca iz rodova Candida, Pichia, Hansenula 1
Brettanomyces. Osim autohtonih kvasaca vrste Saccharomyces cerevisiae koji potjecu s
grozda, na povrSinama vinarske opreme mogu se zadrZati i sojevi koji potjecu iz starter kultura
koristenih u ranijim godinama (Fleet, 1993). Malik (1998) je podijelio kvasce prisutne na

povrSinama vinarije u 3 skupine. U prvu skupinu spadaju kvasci koji se mogu smatrati
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kontaminantima. Oni ne sudjeluju u spontanoj fermentaciji mosta i odgovorni su za mutnocu
vina. Drugu skupinu ¢ine vrste kvasaca s aerobnim metabolizmom odgovorni za nastajanje
filma na povrS$ini vina. To su Candida sp., Pichia sp. 1 Hansenula sp. Neke vrste iz roda
Candida dospijevaju u vino s bacava, cjevovoda i zidova. U trecu skupinu spadaju nesporogene
vrste kvasaca iz rodova Torulops 1 Sporobolomyces. 1zolirani su s podova i zidova vinarije te sa

stijenki vanjskih cisterni.

2.3.1.3. Spontana alkoholna fermentacija
Tijekom fermentacije, populacija kvasaca u mostu povecava se od pocetne koncentracije,
koja iznosi 10*-10° CFU mL"', do maksimalne vrijednosti 10°-10° CFU mL". Njihov se rast
moze usporediti s rastom mikroorganizama u Sarznoj kulturi pa tijekom fermentacije mosta
takoder postoje lag faza, eksponencijalna faza, stacionarna faza i faza odumiranja (Fleet i
Heard, 1993; Lambrechts i Pretorius, 2000). Fermentacija zapocinje rastom razli¢itih vrsta
kvasaca iz roda Kloeckera 1 Hanseniaspora. Rast tih vrsta inhibiran je etanolom ve¢ drugi ili
tre¢i dan fermentacije pa one odumiru. Zatim kvasci iz roda Saccharomyces preuzimaju
fermentaciju jer imaju vecu toleranciju prema etanolu te ostaju prisutni do samog kraja
fermentacije (Malik, 1998). Kad fermentacija dosegne stacionarnu fazu ili fazu odumiranja
metabolicka aktivnost kvasaca je 1 dalje aktivna stoga oni i1 dalje fermentiraju preostale Secere
uz proizvodnju etanola 1 uglji¢nog dioksida. U ovoj fazi takoder nastaju i1 znacajne koliine
sekundarnih spojeva kao §to su acetaldehid, esteri i visi alkoholi (Fleet i Heard, 1993).
Spontana fermentacija u odsutnosti sumporovog dioksida moZe omoguciti opstanak
divlje flore kvasaca, koji tada doprinosi cjelokupnom senzorskom karakteru vina. To moZe biti
pozitivno jer pridonosi kompleksnosti vina. No, ¢eS¢e uzrokuje smanjenje kvalitete vina, Sto
ovisi o vrsti grozda 1 flori prisutnoj tijekom fermentacije. Utjecaj spontane fermentacije na okus
1 aromu vina ne moze se predvidjeti, a djelovanjem divljih kvasaca i bakterija mogu nastati
neki posebno neugodni okusi i arome koje je teSko ukloniti iz gotovog vina. Mane spontane

fermentacije takoder su nepredvidljivost pocetka i trajanja fermentacije (Boulton i sur., 1996).

2.3.2. Kontrolirana alkoholna fermentacija

Kontrolirana fermentacija se provodi inokulacijom jednog selekcioniranog soja kvasca.
Glavni razlog primjene odredenih sojeva kvasaca je izbjegavanje proizvodnje nepozeljnih
okusa koji povremeno nastaju spontanom fermentacijom. Osim toga, selektivnu upotrebu
nekog soja moze potaknuti namjera da se dobije posebna aroma, karakteristicna za dodani

kvasac (Jackson, 1994). Primjena odredenog soja vazna je ukoliko most potjece od pljesnivog
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grozda, jer ono usporava rast i metabolizam kvasca. Za inokulaciju se najces¢e koristi kvasac
Saccharomyces cerevisiae zbog svoje visoke tolerancije na etanol, sposobnosti rasta pri niskim

pH vrijednostima (od 3 do 4) te pri visokim koncentracijama Secera (Moreira i sur., 2001).

2.3.3. Selekcija vinskih kvasaca

Selekcija kvasaca podrazumijeva odabir onih sojeva koji mogu ucinkovito fermentirati
most 1 proizvesti vino dobre kvalitete. Selekcija se provodi najces¢e unutar vrste
Saccharomyces cerevisiae zbog ve¢ ranije spomenutih njenih kvaliteta. Enoloska svojstva
kvasca ove vrste podijeljena su u dvije skupine: tehnoloska i kvalitativna. TehnoloSka svojstva
utjeCu na ucinkovitost fermentacijskog procesa. lako sojevi kvasca vrste Saccharomyces
cerevisiae posjeduju tehnoloske karakteristike potrebne za provodenje fermentacije,
istrazivanje ovih svojstava ipak je neophodno, jer se sojevi medusobno razlikuju u vecini ovih
svojstava. Kvalitativna svojstva odreduju kemijski sastav vina i utjeCu na njegove senzorske
karakteristike. Enoloska svojstva kvasaca mogu se istrazivati provodenjem fermentacije
sintetske podloge u malom mjerilu i na kraju fermentacije mosta. TehnoloSka svojstva mogu se
istraziti pracenjem kinetike fermentacije, a utjecaj kvasca na udjel sekundarne arome vina
odredivanjem tih sastojaka u vinu nakon fermentacije. Nakon toga se sa sojevima koji pokazuju
najbolju kombinaciju enoloskih svojstava mogu u ve¢em myjerilu provesti fermentacije mosta
podrijetlom od razli¢itih sorta grozda, a senzorske analize proizvedenih vina mogu omoguciti
bolju karakterizaciju selekcioniranih sojeva (Raineri i Pretorius, 2000). Pri selekciji kvasaca za
industrijsku proizvodnju vina istrazuju se ove karakteristike: proizvodnja Sto manjih
koncentracija nepoZeljnih spojeva (sumporov dioksid, sumporovodik), brz pocetak i1 dobra
brzina fermentacije, provodenje potpune fermentacije, otpornost na sumporov dioksid,
otpornost na bakar, dobra temperaturna tolerancija, sposobnost flokulacije, sposobnost
povrSinskog rasta, tvorba male koli¢ine pjene, killer fenotip, proizvodnja Zeljenog
fermentacijskog bouqueta, odvijanje fermentacije bez proizvodnje nepozeljnih okusa i aroma,
dobra proizvodnja glicerola, niska proizvodnja acetaldehida, hlapljivih kiselina i octene
kiseline, uree i1 etil-karbamata, dobro prezivljavanje tijekom cuvanja. Ovisno o tipu vina
pozeljne su odredene kombinacije spomenutih svojstava kvasaca. Neka svojstva su uvijek

pozeljna, a neka uvijek nepozeljna (Dittrich, 1995; Raineri i Pretorius, 2000).

2.4. Aroma vina
Pojam arome vina podrazumijeva impresiju mirisnih i okusnih komponenti. Aromu ¢ine

hlapljivi spojevi odgovorni za miris i nehlapljivi spojevi koji su odgovorni za okus (slatko,
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slano, trpko). Najveci utjecaj na formiranje arome vina imaju sorta grozda te tehnologija
proizvodnje vina (Ugliano i sur., 2006). Postoje 4 vrste arome: primarna, sekundarna, aroma
fermentacije 1 aroma starenja. Primarna aroma podrazumijeva terpenske spojeve u grozdu koji
su nosioci sortne arome. Aroma ovisi o sorti, geoklimatskim uvjetima, zrelosti grozda, utjecaju
tla, sistema uzgoja, navodnjavanja, dodavanja gnojiva itd. Iz manje zrelog grozda dobiva se
vino koje sadrzi vise butanola, izoamilnog alkohola, feniletanola, ali puno manje etilnih estera,
oktanske i dekanske kiseline ¢iji udio raste povecanjem udjela Secera. Sekundarna aroma
razvija se tijekom obrade grozda (runjenje, muljanje, presanje). Ovdje se pocCinju razvijati
kemijske i1 enzimatsko-biokemijske reakcije. Enzimatska aktivnost moze biti odgovorna za
nastanak metanola, aldehida i alkohola sa 6 ugljikovih atoma. Tako su heksenal, cis-3-
heksenal, trans-2-heksenal i odgovarajuéi alkoholi odgovorni za biljni profil arome nekih vina.
Nastaju djelovanjem enzima lipooksigenaze i alkohol dehidrogenaze uz prisustvo O; iz masnih
kiselina. Ako se nekim enoloSkim postupkom ovaj enzimatski sustav inaktivira, sinteza ovih
spojeva je ograni¢ena. Iz ovoga je ocCito kako je moguce utjecati na aromu vina odabiruci
prikladne podrumske operacije prije fermentacije. Ovi postupci su vazni kod bijelih vina koja
su podloZna nastajanju netipi¢nih aromatskih obiljezja za odredenu sortu. Bistrenje mosta
takoder uvelike utjece na sekundarnu aromu. Zapazeno je da iz totalno izbistrenog mosta
nastaje proizvod siromaSan na hlapljivim spojevima, pogotovo na etilnim esterima. U
primjereno izbistrenom moStu nastaje vino manje bogato viSim alkoholima, ali puno bogatije
acetatima i esterima u odnosu na neizbistreni most. Aroma fermentacije nastaje tijekom
alkoholne 1 malolakti¢ne fermentacije kao proizvod metabolizma kvasca 1 bakterija. U ovom
procesu nastaju visi alkoholi (kada ih ima manje od 300 mg L™ pozitivno utjetu na aromu
vina), masne kiseline, hlapljivi organski spojevi, aldehidi 1 ketoni. Aroma starenja se oblikuje
tijekom dozrijevanja i skladiStenja kroz enzimatske 1 fizikalne reakcije vina u drvu ili u boci
(Boulton 1 sur., 1996). Dozrijevanje se odvija izmedu 6 i 24 mjeseca te predstavlja vrijeme u
proizvodnji vina izmedu fermentacije 1 punjenja u boce. Za vrijeme dozrijevanja vina se mogu
skladistiti u hrastovim bac¢vama 1 pretacu se nekoliko puta. Tijekom zrenja u ba¢vama dolazi do
ekstrakcije fenolnih spojeva iz drva. Prilikom skladiStenja u boci dolazi do konacnog
sazrijevanja vina, a traje od pola godine do 50 i viSe godina. Promjene kemijskog sastava vina

u bocama moZemo razvrstati u 4 grupe:
1. Promjene u sastavu estera: tijekom prvih nekoliko godina udio acetata kontinuirano
opada te se ovo odrazava na opadanje svjezine i voénog tona vina. Koli¢ina etilestera

masnih kiselina 1 drugih karboksilnih kiselina raste prilikom starenja.
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2. Formiranje spojeva uslijed razgradnje karotena: nastaju vitispiran, 1,1,6,-3-metil-1,2-

dihidronaftalen, damaskenon.

3. Formiranje spojeva uslijed razgradnje ugljikohidrata: raste koncentracija furfurala,

acetilfurana, 2-etoksimetil-5-furfurala.

4. Kiselo katalizirane reakcije monoterpena: ve¢ina monoterpenskih alkohola oksidira u

odgovarajuce terpen-okside tako da udio terpena opada starenjem vina.

Faktori koji utjeCu na starenje vina u bocama su: temperatura, kisik, sumporov dioksid,
svjetlo, vlaznost, ventilacija. Povecanje temperature smanjuje trajnost vina, ali s druge strane
niska temperatura (<10 °C) usporava proces starenja. Sto se ti¢e kisika, istraZivanja su pokazala
da se bolji razvoj bouqueta i brze razvijanje boje postize kada je vino zasi¢eno sa zrakom prije
punjenja u boce. U slucaju propustanja boca dobije se vino s lo$ijim okusom. Boce se skladiste
u leze¢em polozaju tako da je pluteni ep uvijek u tekuéini kako bi se sprijecio ulazak kisika u
bocu. Sumporov dioksid utje¢e na razvoj vina u slucaju prodiranja odredene koli¢ine kisika.
Njime se sprjecava prolazna oksidacija. Nadalje, boja stakla vinskih boca takoder utjece na
starenje vina. Bijela vina stare brze u bijelim bocama nego u obojanim i time u kratkom periodu
gube svoju svjezinu i voénu aromu. U slucaju da se bijela vina nalaze u obojanim bocama
dolazi do redukcije bakrenih soli koju prati pojavljivanje preloma poznatog kao bakreni lom. U
mnogim slucajevima boce se skladiSte u tamnim podrumima. Takvi uvjeti dopusStaju da se
proces starenja odvija postepeno. Vlaznost je takoder jedan od vaznijih faktora. Relativna
vlaZznost u podrumu mora biti >50 %. Podrumi se moraju prozraivati da bi se izbjegao
neugodan miris na koji je vino osjetljivo. Aeracija je potrebna da bi se u podrumu odrzala stalna

vlaznost.

Prekursori arome iz grozda preSanjem prelaze u most, a to su glikozidni prekursori
(najcesce terpenoidi) 1 spojevi s duSikom. U alkoholnoj fermentaciji dolazi do hidrolize
glikozidno vezanih prekursora arome, ¢ime se povecava aromatska kompleksnost vina. U vinu
je primjeceno da se glikozidno vezani tercijarni alkoholi puno brze hidroliziraju u odnosu na
primarne alkohole (Park i Noble, 1993). Sto se ti¢e spojeva s dusikom, najznaéajniji prekursori
arome koji sudjeluju u sintezi hlapljivih spojeva tijekom alkoholne fermentacije vina su
aminokiseline. One predstavljaju glavni izvor fermentabilnog duSika koji kvasci koriste za svoj
rast. U moStu su najzastupljenije sljedeée aminokiseline: alanin, arginin, cistein, fenilalanin,
glutamin, glutaminska kiselina, histidin, lizin, metionin, prolin i tirozin, ali najveci utjecaj na

formiranje tvari arome imaju treonin, fenilalanin i1 aspartat (Torrea 1 Ancin, 1999). Spojevi koji
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su odgovorni za voéne, sladne i slatkaste arome potjecu iz razgranatih aminokiselinskih lanaca,

dok cvjetne i kemijske arome potjecu iz aromatskih aminokiselina (Jiranek i sur., 1995).

Etanol, glicerol i CO, su glavni hlapljivi proizvodi metabolizma kvasca (Slika 3) te daju
temeljni doprinos okusu vina. Fermentacijski bouquet tvore organske kiseline, visi alkoholi,
esteri 1 aldehidi u manjoj mjeri (Lambrechts i Pretorius, 2000). Aldehidi, octena kiselina, etil-
acetat, visi alkoholi 1 diacetil se u prekomjernim koncentracijama mogu smatrati nepozeljnima.
Najnepozeljniji spojevi arome su reducirani spojevi sumpora, sumporovodik, organski sulfidi i
tioli. Fermentacijski okus takoder nastaje i iz dugolancanih masnih kiselina, organskih kiselina
koje sadrze dusik, spojeva koji sadrze sumpor i mnogih drugih. Ovi spojevi mogu iz mosta
prodrijeti kroz stanicnu membranu i uéi u stanicu kvasca, gdje sudjeluju u biokemijskim
reakcijama u kojima kao nusproizvodi nastaju brojne hlapljive tvari (Boulton i sur., 1996;

Lambrechts i Pretorius, 2000).

sumporni

/ nepozeljni okus

prekursor
iz groZda

aktivni
spoj
arome

piruvat acetolaktat —— aminokiseline
/\ _ -_ aktivni spojevi
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Slika 3. Shematski prikaz nastajanja spojeva arome u kvascu (Lambrechts i Pretorius, 2000)
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2.4.1. Visi alkoholi

Pojam visi alkoholi odnosi se na alkohole kojima je temperatura vrelista visa od vrelista
etanola (78,35 °C), koji imaju vise od dva ugljikova atoma i ve¢u molekulsku masu. Mogu se
prepoznati po svom snaznom, oStrom mirisu i okusu te mogu imati znacajan utjecaj na okus i
karakter vina (Nykédnen, 1986). Njihova prisutnost u vinu krece se u Sirokom rasponu, od 100
mg L' do preko 500 mg L. Ako im je koncentracija manja od 300 mg L' tada obi¢no
pridonose poZzeljnoj kompleksnosti vina, a ako koncentracija premasuje 400 mg L' smatra se
da visi alkoholi negativno utjecu na vino (Rapp i Manderly, 1986; Henschke i Jiranek, 1993;
Lambrechts 1 Pretorius, 2000). Visi alkoholi formiraju se metabolizmom kvasaca preko dva
razli¢ita mehanizma:

1. anabolicki put nastajanja visih alkohola iz ugljikohidrata polazi od piruvata i acetilCoA

kao prekursora (MacDonald i sur., 1984).

2. katabolicki put nastajanja iz aminokiselina prisutnth u mediju Ehrlichovim
mehanizmom  (transaminacija aminokiseline u oa-oksokiselinu, a nakon toga
dekarboksilacija u odgovaraju¢i aldehid i zatim redukcija u alkohol) (Rapp i Versini,

1991).

Na povecanje udjela visih alkohola tijekom alkoholne fermentacije utjecu kvasceva
biomasa, oksidacija, poviSena temperatura, prisutnost odredenih tvari u suspenziji.
Aminokiseline doprinose koncentraciji ukupnog dusika u podlozi, a koli¢ina visih alkohola
nastalih anaboli¢kim putem ovisi u velikoj mjeri o koncentraciji dusika. Sto je koncentracija
dusika bliza limitirajuc¢oj, to je vec¢i prinos viSih alkohola nastalih anabolickim putem.
Kataboli¢ka 1 anaboli¢ka sinteza viSih alkohola mogu se smanjiti dodatkom duSika. Visi
alkoholi sastoje se od alifatskih 1 aromatskih alkohola. Alifatski alkoholi su propanol, izobutil-
alkohol, aktivni amil-alkohol i izoamil-alkohol. Izoamil-alkohol je glavni alifatski visi alkohol
kojeg kvasac sintetizira tijekom fermentacije. Ovisno o prirodi pic¢a, on ¢ini 40-70 % ukupnih
viSih alkohola. Medu aromatskim alkoholima najvazniji je fenetil-alkohol, a drugi vaZan
fenolni alkohol u vinu je tirozol, koji je blagog mirisa, nalik na pcelinji vosak, odnosno na med.
Uvjeti uzgoja loze i upotreba razlicitih kvasaca doprinose znacajnim varijacijama koli¢ine visih
alkohola. Visi alkoholi takoder su vazni prekursori nastajanja estera, a esteri viSih alkohola
povezani su s ugodnim aromama (Nykédnen, 1986; Giudici i sur., 1990; Lambrechts i Pretorius,

2000). U Tablici 1 navedeni su neki visi alkoholi i pripadajuéi mirisi vina.
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Tablica 1. Neki visi alkoholi koje proizvodi kvasac, njihove koncentracije, pragovi osjetljivosti

1 pripadajuci mirisi vina (Nykénen, 1986; Giudici i sur., 1990; Lambrechts i Pretorius, 2000)

Prag
Aminokiselina | Koncentracija osjetljivosti
Visi alkohol | iz koje nastaje | u vinu [mg L] [mg L] Miris
treonin /2-
propanol aminomaslaéna 9-68 500;{ omamljujuéi
kiselina 125 800
miris
butanol - 0,5-8,5 - karakteristican
za vise alkohole
500
o | 9- 28 (100) : |
izobutil-alkohol valin 140 75,0 alkoholni
200*
aktivni izoleucin 15-150 65* marcipan
amil-alkohol
300
1zoamil-alkohol leucin 45 -490 7,00 marcipan
70*
heksanol - 0,3-12 Sﬁ -
. . pcelinji vosak,
tirozol tirozin - - ]
nalik na med
triptofol triptofan - - -
fenetil-alkohol | fenilalanin 10 - 80 7,5 cvjetni, nalik na
125 ruzu

*Koncentracije odredene u viSe od 50 % otopina alkoholnih pi¢a, podrijetlom iz Zitnih sirovina, s
masenim udjelom etanola od 9,4 %.

+ u vinu
fupivu

- nisu navedeni podaci

2.4.1.1. Utjecaj soja kvasca na proizvodnju visih alkohola

Proizvodnja viSih alkohola je individualno svojstvo soja. Razli¢ite vrste kvasaca
proizvode razliCite koli¢ine viSih alkohola, a najuocljivije su razlike u slucaju 1-propanola.

Proizvodnja razlicitih koli¢ina viSih alkohola bitna je znacajka pri selekciji vinskih kvasaca

12
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(Lambrechts 1 Pretorius, 2000). Herraiz i suradnici (1990) utvrdili su da je rast kvasaca vrsta
Koeckera apiculata i Torulaspora delbrueckii prouzrocio znacajne razlike u sastavu hlapljivih
tvari u odnosu na vina ¢ija je fermentacija provedena sa Cistom kulturom kvasca vrste
Saccharomyces cerevisiae. UoCeno je da su omjeri izoamil-alkohola i aktivnog amil-alkohola
te izobutanola i 1-propanola karakteristi¢ni za svaki kvasac. Aeracijom mosta povecava se
nastajanje viSih alkohola, osobito izobutil-alkohola. U oksidativnim uvjetima kvasci s
ograni¢enim fermentacijskim sposobnostima (Pichia sp., H.anomala 1 Candida sp.) proizvode
znacajne koncentracije visih alkohola. Istrazivanje koje su proveli Mauricio i suradnici (1997)
pokazuje da etanol, izoamil-alkohol, izobutil-alkohol, fenetil-alkohol, izoamil-acetat, butil-
acetat 1 heksil-acetat nastaju u ve¢im koncentracijama u semiaerobnim uvjetima, a nastajanje 1-
butanola i 1-pentanola je s ve¢im koncentracijama povezano s anaerobnim uvjetima. Takoder
je uoceno da kriotolerantni kvasci vrste Saccharomyces uvarum proizvode 4 puta vise fenetil-

alkohola (miris po ruzama) od mezofilnih kvasaca iz roda Saccharomyces.

2.4.2. Esteri

Ova skupina hlapljivih spojeva najvise utjeCe na osjet ugodnog mirisa (Tablica 2). Svjeza
vo¢na aroma mladih vina potjee velikim dijelom od prisutnosti smjese estera proizvedenih
tijekom fermentacije. Esteri se sintetiziraju iz viSih alkohola ili kratkolan€anih masnih kiselina.
Esteri nastali iz ravnolancanih masnih kiselina (etil propionat, etil butanoat, etil heksanoat, etil
oktanoat 1 etil dekanoat) poznati su kao vocéni esteri 1 oni ¢ine broj¢ano najvecu skupinu tvari
arome koje sintetizira kvasac (Lambrechts 1 Pretorius, 2000). Drugu skupinu estera prisutnih u
vinu ¢ine acetatni esteri (etil acetat 1 izoamil acetat — miris na bananu) koji su odgovorni za
pozeljan voéni karakter mladih vina proizvedenih iz neutralnih sorata grozda (Wang i sur.,
2002, Plata i sur., 2003). Najzastupljeniji acetatni ester u vinu je etil acetat. On u
koncentracijama ispod 60 mg L™ pogoduje i poboljiava profil arome vina. Nepozeljni udjeli
etil acetata u bijelom vinu iznose 170 mg L (miris po octu) (Torrea i sur., 2002). Reakcija
sinteze estera odvija se po Nordstrom (1964) u 2 stupnja iz alkohola i masne kiseline:
1. RCOOM + ATP + CoASH — R’CO-SCoA + AMP + PP;
2. R’CO-SCoA + R’OH —-RCOOR’ + CoASH

Na proizvodnju estera djelovanjem kvasca tijekom alkoholne fermentacije utjecu zrelost 1
sorta grozda, udio Secera, pH mosta, netopljive tvari u moStu, soj kvasca, temperatura
fermentacije i metode vinifikacije (Bueno 1 sur., 2006). Konac¢na koncentracija nekog estera u

vinu ovisna je o intenzitetu njegova nastajanja, kemijskim reakcijama kojima on podlijeze
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tijekom fermentacije te procesu dozrijevanja i razdiobi izmedu vina i1 kvasca (Lambrechts i

Pretorius, 2000).

Tablica 2. Neki esteri koje proizvodi kvasac, njihove koncentracije, prag osjetljivosti i

pripadajuéi mirisi (Lambrechts i Pretorius, 2000)

Koncentracija Prag
Esteri u vinu osjetljivosti Miris
[mg L] [mg L]
etil-acetat i 17,62* po laku za nokte,
123 voéni
izoamil-acetat 0,03-8,1 0,26* po banani, kruski
. V” d 2
2-fenetil-acetat 0,01 -4,5 - po ru21 m.e u
vocni, cvjetni
etil-izovalerat nema podataka - 0,7 - po jabuci, voéni
izobutil-acetat 0,01-0,8 - po banani
etil-butanoat 0,01-1,8 0,4 (pivo) cvjetni, voéni
0,01-3
etil-2-metilbutanoat | nema podataka — 0,9 - po jagodi, ananasu
heksil-acetat - - -
etil-heksanoat tragovi — 3,4 0.08 po jabuci, banani,
’ ljubicici
etil-oktanoat 0,05-3,8 0,58 po ananasu, kruski
0,258%*
etil-dekanoat tragovi - 2,1 0,5 cvjetni

*Koncentracije odredene u vise od 50 % otopina alkoholnih pica, podrijetlom iz Zitnih sirovina, s
masenim udjelom etanola od 9,4 %.

- nisu navedeni podaci

2.4.2.1. Utjecaj soja kvasca na nastajanje estera

Vrste kvasaca Hansenula anomala 1 Candida crusei proizvode vise etil acetata od vrsta
kvasaca Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe 1 Pichia membranaefaciens. S
druge strane, vrste Hansenula anomala 1 Candida crusei proizveli su najnize koli¢ine etilnih
estera oktan-kiseline, dekan-kiseline i laurinske kiseline. Nadalje, Pichia fermentans proizvodi

veée koli¢ine etil-acetata od dva soja kvasca vrste Saccharomyces cerevisiae s uobi¢ajenom
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proizvodnjom etil-acetata (Lambrechts 1 Pretorius, 2000). Suomalainen i Lehtonen (1979)
utvrdili su da vrsta Saccharomyces cerevisiae proizvodi znacajno viSe izoamil-acetata, etil-
kaproata, etil-kaprilata i etil-kaprata nego vrsta Saccharomyces uvarum. Prisutnost kvasca iz
roda Rhodothorula povecava nastajanje izoamil-acetata, a kvasci vrste Hansenula anomala 1

Candida crusei proizvode manje estera od kvasca vrste Schizosaccharomyces pombe.

2.4.3. Karbonilni spojevi
2.4.3.1 Aldehidi i ketoni

Aldehidi ovisno o kemijskoj strukturi daju razli¢ite okuse, od okusa nalik na jabuku do
okusa nalik na citrus i orah (Tablica 3). Nastaju u kvascevoj stanici, a zatim prelaze u njenu
okolinu. Glavni aldehid pronaden u vinu je etanal ili acetaldehid. U bijelim vinima udjel
acetaldehida pokazatelj je stupnja oksidiranosti vina pri ¢emu nastaju blage arome po bademu.
Oksidiranost uzrokuje pomanjkanje svjezine vina (Robinson, 1999). Sto se ti¢e ketona, vazan
sastojak arome je diacetil ili 2,3-butandiol. Nastaje tijekom alkoholne i jabuc¢no-mlije¢ne
fermentacije, a koncentracija mu se kreée od 0,05 do 4,1 mg L. Ukoliko koncentracija premasi
5 mg L' tada je nepoZeljan u vinu i stvara neugodne mirise. Daje aromu po maslacu. Najveci
udio diacetila u vinu nastaje djelovanjem bakterija mlijecne kiseline tijekom jabu¢no-mlijec¢ne

fermentacije (Bratowsky 1 Henschke, 2004).

2-oksokiseline su prekursori aldehida, a nastaju kao intermedijeri u anabolickom i
katabolickom putu nastajanja aminokiselina i visih alkohola. Aldehidi se mogu izlu€ivati i1z
kvasca, ali 1 reducirati u stanici u odgovarajuce alkohole tijekom kasnijih faza fermentacije.
Acetaldehid je intermedijarni proizvod koji nastaje iz piruvata kao prekursor acetata, acetoina 1
etanola. Koli¢ina acetaldehida prisutnog u vinima povecava se tijekom dozrijevanja zbog
oksidacije etanola, aktivnosti povrSinskih kvasaca ili aeracije. Diacetil nastaje oksidativnom
dekarboksilacijom a-okso-acetolaktata (Boulton i sur., 1996; Lambrechts i Pretorius, 2000).
Konacna koncentracija diacetila u vinu odredena je ravnoteZom izmedu brzine njegova
nastajanja i brzine razgradnje. U kasnijim fazama fermentacije, diacetil se moZe metabolizirati

djelovanjem kvasca u acetoin 1 2,3-butan-dion (Lambrechts 1 Pretorius, 2000).
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Tablica 3. Neki karbonilni spojevi koje proizvode kvasci, njihove koncentracije, vrijednosti

praga osjetljivosti i pripadaju¢i miris vina (Lambrechts i Pretorius, 2000)

Koncentracija Prag
Karbonilni spoj u vinu osjetljivosti Miris
[mg L] [mg L]
acetaldehid 10 - 300 100 po kiselim, zelenim
jabukama
benzaldehid 0,3x10° - 4,1 - po gorkom bademu
butanal tragovi - ostar
diacetil 0,05-5 0,15T po maslacu
2,5
propanal tragovi - sli¢an acetaldehidu
izobutanal tragovi - malo nalik na jabuku
nalik na kakao i kavu, malo
pentanal tragovi ) nalik na voée, u veéim
koncentracijama izaziva
osjecaj gusenja
topao, biljni, nalik na voce,
izovaleraldehid tragovi - nalik na orahe, trpak pri
vi$im koncentracijama
2-acetiltetrahidropiridin tragovi 1,6 x 10° po misjem urinu ili

acetamidu

T pivo

* vrijednosti iznad kojih se javlja nepozeljan okus

- nisu navedeni podaci
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2.4.3.1.2. Utjecaj soja kvasca na koncentraciju aldehida

Sojevi kvasca vrste Saccharomyces cerevisiae proizvode relativno velike koncentracije (od
50 do 120 mg L"), dok drugi vinski kvasci, poput vrsta Kloeckera apiculata, Candida crusei,
Candida stellata, Hansenula anomala 1 Metchnikowia pulcherima, proizvode niske
koncentracije aldehida (od najmanjih koncentracija koje se ne mogu ustanoviti do 40 mg L™)
(Fleet 1 Heard, 1993). Uoceno je da se kvasci s niskom i srednjom proizvodnjom acetaldehida
medusobno znacajno razlikuju po proizvodnji octene kiseline, acetoina i viSih alkohola. Vina
dobivena uz pomo¢ kvasaca koji proizvode niske koncentracije acetaldehida sadrzavala su
tragove acetoina, manje koli¢ine octene kiseline (<500 mg L) i viSu koncentraciju ukupnih
visih alkohola (>300 mg L"), dok su vina proizvedena sa sojevima koji proizvode velike
koncentracije acetaldehida pokazala razliCita svojstva, te su sadrzavala mjerljive koli¢ine
acetoina, veée koli¢ine octene kiseline (528-1185 mg L") i manje koncentracije visih alkohola

(256-270 mg L") (Lambrechts i Pretorius, 2000).

2.4.4. Hlapljivi fenoli

Hlapljivi fenoli koji se nalaze u vinu rezultat su metabolizma kvasca, bakterija ili hidrolize
viSih fenola. U bijelim vinima najvazniji su vinilfenoli (4-vinilgvajakol 1 4-vinilfenol).
Pojavljuju se u koncentracijama od 0 do 6047 ug L', a ukoliko su prisutni u koncentracijama
iznad 6047 pg L' tada uzrokuju neZeljene mirise opisane kao Zivotinjski, medicinski, stajski,
miris plastike 1 miris konjskog znoja (Tablica 4). Derivati 4-vinigvajakola mogu dati vinu notu
vanilije 1 klin€i¢a, a prisutnost 4-vinilfenola je uvijek nepoZeljna buduci da prikriva voéne

nijanse arome bijelih vina (Lambrechts i Pretorius, 2000).

Prekursori vinilfenola su trans-ferulinska kiselina i trans-kumarinska kiselina (nehlapljivi
su, nemaju miris i prisutni su u svim vinima). Sinteza vinifenola odvija se neoksidativnom
dekarboksilacijom fenolnih kiselina. Kvasac Saccharomyces cerevisiae dekarboksilira samo
cimetnu kiselinu u hlapljive fenole, a medu cimetnim kiselinama koje su prisutne u grozdu,
samo ferulinska 1 p-kumarinska kiselina mogu se prevesti u 4-vinilfenol (Ribereau-Gayon i

sur., 2006).
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Tablica 4. Neki vinilfenoli koje proizvodi kvasac, njihove koncentracije, vrijednosti praga

osjetljivosti i pripadajuci mirisi vina (Lambrechts i Pretorius, 2000)

. . Prag Prag
F enol.nl Ko.ncentracq_la W1 osjetljivosti | osjetljivosti .
Spoj vinu [mg L] u bijelom u crnom Miris
vinu vinu
[mg L] [mg L]
o farmaceutski, po
4-vinilfenol 0-1150 770 - plastiénim masama,
gouache
4-vinilgvajakol 0-496 440 - dimni, po vaniliji,
klin¢ic¢u
4-vinilgvajakol
+ 4-vinilfenol - 752 - -
(1:1)

- nisu navedeni podaci

2.4.5. Hlapljive masne kiseline

Kiselost mosta direktno utjeCe na senzorsku kvalitetu te fizikalnu, biokemijsku 1
mikrobioloSku stabilnost vina. U vinu su prisutne uglavnom zasi¢ene masne kiseline, a
palmitoleinska kiselina se smatra jedinom vaZznom nezasi¢enom kiselinom (Lambrechts i
Pretorius, 2000). Udio hlapljivih kiselina se kre¢e izmedu 500-1000 mg L™, a preko njih 90%
¢ini octena kiselina (Henschke 1 Jiranek, 1993; Lambrechts 1 Pretorius, 2000). Optimalne
koncentracije octene kiseline kreéu se izmedu 0,2-0,7 g L', inade postaje neugodna.
Koncentracija octene kiseline je zakonski regulirana i ne smije biti ve¢a od 1,0-1,5 g L. Acetat
nastaje djelovanjem bakterija octene i mlije¢ne kiseline i kao nusproizvod djelovanjem
alkoholne fermentacije. U vinu su prisutne 1 male koli¢ine drugih masnih kiselina, npr.
propionska, mravlja i masla¢na. Kvasac uglavnom proizvodi hlapljive masne kiseline s lancem
srednje duzine (Cg, Cyg, Cj2) (Tablica 5). Te masne kiseline mogu djelovati kao moguci
inhibitori alkoholne fermentacije. Njihova sposobnost inhibicije rasta kvasca izravno je
proporcionalna njihovoj topljivosti. Sto se ti¢e nehlapljivih masnih kiselina dominantne su
vinska 1 jabu¢na. U moStu su prisutne i limunska 1 mlijecna kiselina, a u grozdu jantarna 1

ketokiseline (Lambrechts i Pretorius, 2000; Ribéreau-Gayon i sur., 2006).
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Tablica 5. Neke hlapljive masne kiseline koje proizvodi kvasac, koncentracije praga

osjetljivosti 1 pripadaju¢i mirisi u vinu (Lambrechts i Pretorius, 2000)

Hlapljiva Koncentracija Prag osjetljivosti Pripadajuci
masna kKiselina | u vinu [mg L] [mg L] miris
mravlja kiselina 50 - -
700 — 1000
octena kiselina 150 -900 100 — 125 po octu, prodoran
400
onsk .
PTkOiFS)le(l)innSa . tragovi 20,0* uzegao, lagano prodoran
m?slgcna tragovi 2,2/4,0* prodoran
kiselina
1zor.nas.1acna tragovi 8.1* prodoran, m.anjc? od
kiselina maslacne kiseline
valerijanska .
o tragovi - neugodan
kiselina
1zovalerijanska <3 0.7% uzegao, po siru, znoju, s
kiselina ’ vremena nha vrijeme po
trulezi, smrdljiv
2-metilmaslacna i
kiselina
. . k ) tua I ) . )
heksan-kiselina tragovi — 37 8 1sef> PO OCH, STrd %1’10]11
8,8% uzegao, mastan, ostar
heptan-kiselina tragovi - -
13 uljast, mastan, uzegao,
oktan-kiselina tragovi — 41 15% sapunast, sladak, po vocu,
maslacu
nonan-kiselina - - -
dekan-kiselina tragovi — 54 10 mastan, neugodan, uzegao,
8,2% po citrusima, fenolni
tridekan- mastan, po citrusima,
. 15-118 -
kiselina neugodan

*Koncentracije odredene u vise od 50 % otopina alkoholnih piéa, podrijetlom iz Zitnih sirovina, s
masenim udjelom etanola od 9,4 %.

- nisu navedeni podaci
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Koncentracija masnih kiselina varira ovisno o tehnoloskim postupcima primijenjenim pri
obradi mosta. Bistrenje vina drasticno smanjuje koncentraciju masnih kiselina i moze
uzrokovati zastoj fermentacije. Kvasci sintetiziraju uglavnom iste masne kiseline, ali je sastav
masnih kiselina vrlo promjenjiv. Na sastav utjeCu male promjene uvjeta rasta (pH, temperatura,
otopljeni kisik, prisutnost ili odsutnost hranjivih tvari) i1 brzina rasta samog organizma

(Lambrechts i Pretorius, 2000).

2.4.5.1. Utjecaj soja kvasca na proizvodnju hlapljivih masnih kiselina

Utvrdeno je da Saccharomyces uvarum proizvodi vrlo male koncentracije octene kiseline
te da je takoder proizveo najnize koncentracije hlapljivih kiselina (oko 0,1 g L™).
Saccharomyces cerevisiae proizvodi 0,3-1,2 g L' octene kiseline, Kloeckera apiculata 1-2,5
g L', Candida stelata 1-1,3 g L', Metschnikowia pulcherrima 0,1-0,15 g L', Candida krusei 1
g L', a Hansenula anomala 1-2 g L' (Fleet i Heard, 1993; Lambrechts i Pretorius, 2000).
Herraiz 1 suradnici (1990) objavili su da kvasac Saccharomyces cerevisiae proizvodi velike
kolicine kapronske, kaprilne i kaprinske kiseline, a kvasci Torulaspora delbrueckii 1 Kloeckera
apiculata ih proizvode u manjim koncentracijama. Ipak, kvasac Kloeckera apiculata proizvodi

znacajne koli¢ine laurinske, miristinske, palmitinske 1 palmitoleinske kiseline.

2.4.6. Sumporovi spojevi

Sumporovi spojevi znacajno pridonose okusu vina zbog svoje ekstremno niske
vrijednosti praga osjetljivosti (ispod 0,002 ppb). U Tablici 6 prikazani su neki od sumporovih
spojeva koji se mogu naci u vinu. Detaljno istraZivan spoj je sumporovodik zbog njegove cesto
zamjecene arome tijekom fermentacije. Sumporovodik ima nizak prag osjetljivosti (10-100
ug L), a koncentracije iznad ovih vrijednosti uzrokuju miris po trulim jajima. Medutim
koncentracija 20-30 pug L' ovog spoja moZe imati pozitivan doprinos okusu po kvascu
(Henschke i Jiranek, 1993; Rauhut, 1993; Lambrechts i Pretorius, 2000). Tijekom fermentacije
pri viSim temperaturama 1 pri viSim pH vrijednostima moZe do¢i do povecane proizvodnje

sumporovodika.
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Tablica 6. Neki sumporovi spojevi koje proizvodi kvasac, njihove koncentracije, vrijednosti

praga osjetljivosti, i pripadajuéi mirisi vina (Rauhut, 1993; Lambrechts i Pretorius, 2000)

. L. Koncentracija Prag . Lo
Sumporovi spojevi u vinu osjetljivosti Pripadajudi miris
[mg L] [ng L]
sumporovodik tragovi - >80 50-80 na trula jaja
na Sparoge, kukuruz,
dimetil-sulfid tragovi — 910 25-60 paros
melasu
dietil-sulfid tragovi 0,92 na kuhano povr¢e,
luk, ¢eSnjak
dimetil-disulfid tragovi — 1,6 29 na kuhani kupus, luk
) kvalitativno .
metil-merkaptan odredena 2-12 na trula jaja, kupus
kvalitativno
etil-merkaptan odredena 1,1 na luk, gumu
S-metiltioacetat 2-16 300 na trulo povrée
S-etiltioacetat tragovi-4 40 po siru, palezi
4-merkapto-4-metilpentan-2-ol tragovi 3x10° 1 SHmSIL Vm %CJ.I lv,lI'lIl,
guavu, cetinjace

2.4.6.1. Utjecaj soja kvasca na nastajanje sumporovih spojeva arome

Neki sojevi kvasca Saccharomyces cerevisiae proizvode veée koli¢ine sumporovodika, pa
njegova koncentracija u vinu moze biti iznad 1 mg L. Neki sojevi mogu biti odgovorni za
nepozeljan miris 1 okus vina, a drugi izazivaju neznatno povecanje sumporovih spojeva koji ne

uzrokuju nepoZzeljan okus vina (Herraiz, 1990, Rauhut, 1993; Lambrechts i Pretorius, 2000).
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2.4.7. Terpeni

Terpenski spojevi ne sudjeluju u metabolizmu kvasca tijekom fermentacije. Oni uglavnom
potjeCu iz grozda (u bobici se nalaze u pokozici i mesu) te su interesantni zbog svog
jedinstvenog cvjetnog karaktera. Najvise su zastupljeni geraniol i linalol (miris po ruzi) i nerol
(miris po biljkama). Osnovna kemijska struktura terpena je izopren, a najjednostavniji terpeni
su monoterpeni sa 10 ugljikovih atoma. Monoterpeni u grozdu postoje u dva oblika: slobodni i
glikozidno vezani. Glikozidno vezani monoterpeni akumuliraju se u bobici grozda u vecoj
koli¢ini od slobodnih monoterpena. Saznanje o distribuciji slobodnih i1 glikozidno vezanih
terpena u bobici grozda daje vinarima informaciju o tome na koji nain voditi proces
proizvodnje vina da se dobije optimalna koncentracija ovih spojeva u vinu (Rapp i Mandery,
1986; Esti i Tamborra, 2006). Cimbenici koji utje¢u na udio ovih spojeva u grozdu su: zrelost i

sorta grozda, izloZenost bobica suncevom svjetlu, upotreba glikozidaza, presanje i starenje vina

(Park i Noble, 1993).
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3.1. METODE

Sve metode koje su koristene pri kemijskoj analizi vina su iz Tehnologije vina (Danici¢,
1988).

3.1.1. Odredivanje koncentracije SeCera RS metodom
Postupak:

Vino: Uzima se 5 mL originalnog uzorka i razrjeduje se s 20 mL destilirane vode. Doda se 10
mL otopine A (Fehling 1) i 10 mL otopine B (Fehling II). Kuha se to¢no 2 minute u tikvici s
okruglim dnom od 250 mL uz povratno hladilo, zatim se ohladi pod vodom i1 doda 10 mL
otopine C (30 %-tni KI) i 10 mL otopine D (26 %-tne H,SO4). Sve se dobro izmijeSa 1 doda 2
mL skroba (1 %-tna otopina) te titrira s 0,1 M Na,S,03 do prelaza tamno smede boje u boju puti

koja se treba zadrzati 1 minutu.

GLUKOZA TEST (kontrola): uzme se 5 mL 1 %-tne glukoze 1 20 mL destilirane vode (ukupan

volumen 25 mL) i ponovi gore opisani postupak.

SLIJEPA PROBA: uzme se 25 mL destilirane vode 1 ponovi gore opisani postupak.

IZRACUNAVANJE KONCENTRACIE SECERA:
RS = 50%(a-b)/(a-c) xd

RS = reducirajuce supstance (g/L)

a=mL 0,1 M Na,S,0; utroSeni za slijepu probu

b=mL 0,1 M Na,S,05 utroSeni za uzorak

c =mL 0,1 M Na,S,0; utroSeni za kontrolu (glukoza test)

d = mL uzorka uzeti za analizu
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3.1.2. Odredivanje ukupnih Kiselina u vinu

Princip odredivanja ukupnih kiselina:

Sve slobodne organske i anorganske kiseline 1 njihove kisele soli te druge kisele tvari
neutraliziraju se otopinom natrijevog hidroksida, iz ¢ijeg se utroSka racuna koli¢ina ukupnih
kiselina. Ukupna kiselost izrazava se kao vinska kiselinau g L™

Kako se natrijev hidroksid trosi na neutralizaciju svih spomenutih kiselina, koli¢ina ukupnih
kiselina mora se izraziti u jednoj od kiselina koje se nalaze u mostu. Obzirom da je u mostu
najvaznija vinska kiselina, u vecini zemalja se preko nje izrazava koli¢ina ukupnih kiselina. U

nekim zemljama, npr. Francuskoj, ukupne kiseline izrazavaju se kao sumporna.

Postupak:

Prije analize potrebno je bazdariti pH metar. Nakon toga trbusastom pipetom uzeti 25 mL vina i
staviti u ¢aSu od 100 mL te odrediti pH.

Vino se zagrije do vrenja da se ukloni CO,, a zatim se dobro ohladi i pristupi titraciji s 0,1 M
NaOH uz pH — metar. NaOH se dodaje sve do pH 7.

y = Vx0,3xf

y = masena koncentracija ukupnih kiselina, izrazenih kao vinska kiselina [g L]

V = volumen otopine natrij hidroksida koncentracije 0,1 mol L™ [mL]

f = faktor otopine natrij hidroksida koncentracije 0,1 mol L™ (f=1,0000)

1 mL NaOH koncentracije 0,1 mol L odgovara 0,3 g L™ vinske kiseline.

3.1.3. Odredivanje hlapljivih kiselina po polumikro postupku

Princip odredivanja hlapljivih kiselina:

Hlapljive kiseline odreduju se tako da se destilacijom vina prevode u destilat, a zatim
neutraliziraju otopinom natrijevog hidroksida, na temelju Cijeg utroSka se izracuna koli¢ina
hlapljivih kiselina. Octena kiselina isparava teze od alkohola i vode pa se destilacija provodi u

struji vodene pare, Cime se omogucava da cjelokupna koli¢ina octene kiseline prede u destilat.
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Postupak:

Za odredivanje hlapljivih kiselina uzima se trbuSastom pipetom 5 mL uzorka, stavi se u
tikvicu kruskastog oblika i doda se 1 mL 25 % H3;PO,. Pri tome treba paziti da povrsina vode u
Erlenmayer tikvici za proizvodnju pare bude uvijek iznad nivoa tekucine u kruskastoj tikvici. Za
vrenje vode u Erlenmayer tikvici treba ubaciti nekoliko komadi¢a porozne gline ili staklene
kuglice. Od probe treba predestilirati 60 mL, a dobiveni destilat zagrijati do pocetka vrenja i
titrirati uz fenolftalein s 0,1 M natrij hidroksidom.

Izracunavanje:

y=VxI1,2
y = masena koncentracija hlapljivih kiselina, izrazenih kao octena kiselina [g L]
V = volumen otopine natrij hidroksida koncentracije 0,1 mol L™ [mL]

1 mL NaOH koncentracije 0,1 mol L™ odgovara 1,2 g L' octene kiseline.

3.1.4. Odredivanje sumporovog dioksida

Qdredivanje slobodnog sumpora (20 min bez grijanja)

U tikvicu za kuhanje otpipetira se preko lijevka 10 mL vina koje analiziramo i 5 mL fosforne
kiseline (w = 25 %). U manju, apsorpcionu tikvicu treba dodati ve¢ pripremljeni reagens tako da
nivo bude do proSirenog grla apsorpcijske tikvice. Obavezno otvoriti vodu koja struji kroz
hladilo te vodu u vakuum sisaljci do pojave mjehuri¢a u menzuri na jednoj strani i u tikvicama
aparature. Nakon 20 minuta skinuti tikvicu s reagensom 1 titrirati s 0,01 M NaOH. UtroSene mL

0,01 M NaOH treba pomnoZiti s 32 da bi se dobili mg slobodnog SO, u 1 litri vina.

Odredivanje vezanog sumpornog dioksida

Vino koje je nakon odredivanja slobodnog sumpora ostalo u tikvici za kuhanje ostaje 1 dalje
u toj tikvici. Mijenja se reagens u maloj apsorpcionoj tikvici, a zatim se pod tikvicu za kuhanje
stavi plamenik sa §to manjim plamenom, pa se grije se uz lagano vrenje to¢no 10 minuta.

UtroSene mL 0,01 M NaOH pomnoZimo s 32 i dobijemo mg vezanog SO, u 1 litri vina.
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Odredivanje ukupnog sumpora

Ukupni SO, dobije se zbrajanjem vrijednosti slobodnog i vezanog SO.

Priprema indikatora u otopini H,O, :

U 100 mL destilirane vode dodati 2 mL vodikovog peroksida i indikatora po potrebi do prljavo
sivoplave boje (2-3 mL).

INDIKATOR: Smjesa otopine A 1 B (100 mL A + 15 mL B)

OTOPINA A: 0,03 g metilnog crvenila u 100 mL 96 % alkohola

OTOPINA B: 0,1 g metilnog plavila u 100 mL destilirane vode

3.1.5. Odredivanje alkohola kemijskom metodom
Postupak:

Vino se razrijedi u odnosu 1:10, tako da se u odmjernu tikvicu od 50 mL stavi 5 mL vina i
dopuni destiliranom vodom do oznake. U postupak se uzima 5 mL ovako razrijedenog vina koje
se stavi u tikvicu za destilaciju od 50 mL, doda jo§ 5-6 mL destilirane vode i sadrzaj neutralizira
s 0,1 M NaOH uz univerzalni indikator. U Erlenmayerovu tikvicu od 100 mL, u koju ¢e se
hvatati destilat, stavi se to¢no 10 mL otopine kalijevog bikromata i 5 mL koncentrirane H>SOa,.
Destilat se preko hladila i lule uvodi u otopinu kalijevog bikromata u Erlenmeyerovu tikvicu od
100 mL, koja mora biti u rashladenoj vodi. Destilacija treba biti polagana i postepena 1 traje dok
se sadrzaj u tikvici za destilaciju ne smanji na priblizno 3 mL (za to vrijeme je alkohol
predestilirao). Po zavrSetku destilacije lula se ispere iznutra s nekoliko mlazova destilirane vode
u istu Erlenmeyerovu tikvicu u koju se hvatao destilat. Sadrzaj Erlenmeyerove tikvice se
promucka, zacepi gumenim cepom i ostavi stajati 5 minuta radi potpune oksidacije alkohola.
Tijekom oksidacije alkohola utrosi se jedan dio bikromata, dok drugi ostane u suviSku. Zatim se
sadrzaj kvantitativno prebaci u Erlenmeyerovu tikvicu od 500 mL (isperemo tikvicu), doda se
oko 200 mL destilirane vode radi razrijedenja i 10 mL 20 %-tne otopine KI (radi odredivanja
preostale koli¢ine kalijevog bikromata) i ostavi zacepljeno 5 minuta. Tada dolazi do oksido-
redukcijskog procesa preostalog kalijevog bikromata 1 KI: krom se iz Sesterovalentnog reducira u
trovalentni, a jod iz KI se oksidira u elementarni jod, zbog Cega otopina dobije tamniju boju.

Pritom se elementarni jod oslobada u koli¢ini ekvivalentnoj kalijevom bikromatu. Titrira se 0,1
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M otopinom natrijevog tiosulfata, pri ¢emu dolazi do oksidoredukcije izmedu joda i natrijevog
tiosulfata, u kojoj se jod reducira, a tiosulfat oksidira. Kad boja postane svijetlija doda se 5 mL
1%-tne otopine Skroba i titracija nastavi do pojave tirkizno-zelene boje. Prijelaz boje je vrlo

jasan i nastaje ¢im nestanu posljednje kolicine joda.

IZRACUNAVANJE KOLICINE ALKOHOLA:
Alkohol (vol %) = (10 — a/6,9)x2
a = utrosak 0,1 M otopine Na;S,03

3.1.6. Odredivanje alkohola denzimetrijski
Princip:
Koli¢ina alkohola u vinu odredi se pomoc¢u piknometra, na osnovi specifi¢ne tezine destilata.

To je tzv. denzimetrijska metoda.

1. Odredivanje specificne teZine vina

Piknometar se ispere 2-3 puta s malo vina koje se ispituje. Pomocu specijalnog lijevka
napuni se tako da nivo bude iznad oznake na grlicu. Temperira se se u vodenoj kupelji pri 20 °C /
20 minuta, a zatim se viSak vina iznad oznake odstrani pomocu filter papira. Piknometar se
dobro obrise 1 vaZe da bi se dobila masa pinometra s vinom. Specifi¢na teZina vina odredi se na
slijedeci nacin:

y=(A-B)/C

A - masa piknometra s vinom (destilatom ili ostatkom od destilacije)
B - masa praznog piknometra
C - vodena vrijednost piknometra

Vrijednosti B 1 C potrebne za racunanje odredene su ranije za svaki pojedini piknometar.

2. Odredivanje koli¢ine alkohola u vinu

Nakon odredivanja specifi¢ne teZine, vino se iz piknometra prenese u tikvicu za destilaciju
od 250 mL. Vazno je pritom isprati piknometar 2-3 puta s nekoliko mililitara hladne destilirane
vode 1 to sve preliti u tikvicu za destilaciju. Prilikom destilacije, destilat se hvata u isti

piknometar preko specijalnog lijevka, koji sluzi za punjenje piknometra. U piknometar se ulije
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malo destilirane vode tako da je vrh lijevka uronjen u nju. Destilacija traje dok se piknometar ne
napuni destilatom do % njegovog volumena. Tada se piknometar napuni destiliranom vodom do
ispod oznake i stavi u vodenu kupelj na 20°C/20 minuta, a zatim nadopuni do oznake

destiliranom vodom, obriSe i vaze. Specifi¢na tezina destilata izraCunava se kao pod 1.

Specificna tezina destilata je uvijek manja od specificne tezine vina i to utoliko manja ukoliko
ima viSe alkohola.
Na osnovi specifi¢ne tezine destilata iz tablice (po Windischu) ocita se koli¢ina alkohola u g/L

vina, a iz ove vrijednosti volumni postoci etanola.

3.1.7. Enzimsko odredivanje glicerola
Princip:

Glicerol se fosforilira pomocu adenozin-5'-trifosfata (ATP) u L-glicerol-3-fosfat
reakcijom koju katalizira glicerokinaza. Adenozin-5’-difosfat (ADP) koji nastaje u reakciji
ponovo se konvertira u ATP uz nastajanje piruvata. U reakciji s ADP jo§ sudjeluje
fosfoenolpiruvat (PEP), a katalizirana je enzimom piruvat kinaza (PK). Djelovanjem enzima L-
laktat dehidrogenaze (L-LDH), piruvat se reducira u L-laktat pomoc¢u reduciranog nikotinamid-
adenin dinucleotida (NADH) uz nastajanje NAD+.

Pri 340 nm mjeri se smanjenje apsorbancije zbog potroSnje NADH. Nastali NAD+ je u

stehiometrijskom odnosu s koli¢inom glicerola u uzorku.

Ova je metoda specificna za glicerol. Linearna je u rasponu 0,8-35 pg glicerola u uzorku.
Pri provodenju analize dopustene su razlike apsorbancije dvaju istovjetnih uzoraka koje iznose
0,005-0,010, $to odgovara koncentraciji glicerola od otprilike 0,086-0,171 mg L™ u analiziranom
uzorku. Ukoliko su uzorci razrijedeni, koncentracija dobivena analizom razrijedenog uzorka
mnoZi se faktorom razrjedenja F. Uzorci bijelih 1 crnih vina analiziraju se bez ikakve posebne
priprave, osim razrjedenja 1:20, pa prema tome faktor razrjedenja F iznosi 20. Ukoliko je
konverzija glicerola zavr§ena za otprilike 5 minuta, moze se zakljuciti da nije bilo interferencija.
Ovo se moze dalje provjeriti dodavanjem glicerola u kivetu nakon zavrsetka reakcije (oko 20 pg

u 0,1 mL), Sto treba dovesti do znaCajnog povecanja apsorbancije. Standard glicerola analizira se
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samo kad postoji sumnja u tocnost spektrofotometra, ali kad se sumnja u inhibiciju zbog nekog

sastojka uzorka.

Postupak:

Valna duzina: 340 nm

Kiveta: Sirina 1 cm

Temperatura: 25 °C

Volumen uzorka (0,1-2 mL) koji sadrzi 0,8-35 pg glicerola po kiveti.

Odredivanje glicerola u uzorcima bijelih i crnih vina moZe se provesti bez prethodne
obrade uzorka pa se uzorak samo razrjeduje i to obicno u omjeru 1:20 te se uzima 0,1 mL
uzorka. Mjeriti prema zraku (bez kivete u spektrofotometru) ili prema vodi. Kona¢ni volumen u
kiveti iznosi 2,34 mL. Ocitati prema zraku (bez kivete na putu svjetla) ili prema void (Tablica 7).

e Za odredivanje glicerola koriSten je komercijalno dostupni enzimski kit K-GCROL

(Megazyme, Irska) koji sadzi reagense potrebne za 70 odredivanja i spektrofotometar

Varian Cary 3 UV/VIS Spectrophotometer, SAD

Tablica 7. Postupak pripreme uzoraka za provodenje glicerola pomocu enzimskog kita

Pipetirati u kivetu Slijepa proba Uzorak
Destilirana voda (temperature oko 25 °C) 2,00 mL (2000 pL) 120 muI]:)(1900
Uzorak - 0,1 mL (100 pL)
Pufer 0,2 mL (200 pL) 0,2 mL (200 pL)
Otopina 2 (NADH/ATP/PEP/Tris HCI) 0,1 mL (100 pL) 0,1 mL (100 pL)
Suspenzija 3 (PK/L-LDH) 0,02 mL (20 pL) 0,02 mL (20 pL)

Zatvoriti parafilmom i promijeSati (njezno okretati kivetu).
Nakon otprilike 4 minute ocitati apsorbanciju (A;) (kad zavrsi reakcija koja se odvija kada
se doda suspenzija 3) (PK/L-LDH).

Suspenzija 4 (GK) 0,02 mL (20 pL) 0,02 mL (20 pL)

Zatvoriti parafilmom i njeZzno okretati kivetu radi mijeSanja. Ocitati apsorbanciju (A,) na
kraju reakcije (oko 5 minuta). Ako se reakcija nije zaustavila nakon 5 minuta onda
nastavite ocCitavati apsorbanciju u intervalima od 2 minute sve dok se apsorbancija ne
ustali.
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Racun:

Odrediti razliku apsorbancija (A;-A») za slijepu probu i za uzorak. Potom razliku apsorbancija za
slijepu probu oduzeti od razlike apsorbancija za uzorak tako da se dobije AAgicerol. Ova

vrijednost bi u pravilu trebala iznositi najmanje 0,1.

Koncentracija glicerola moze se dalje izracunati prema jednadzbi:

V x MW

CF Tx a2y Mdlicerol

gdje je:

¢ - koncentracija glicerola [g L]

V - konac¢ni volumen [mL] = 2,34 mL

MW - molarna masa glicerola [g mol™] = 92,01

& - ekstinkcijski koeficijent NADH pri 340 nM = 6300 [I mol™-cm™]
d- put svjetlosti (1 cm)

v- volumen uzorka [mL] = 0,1 Ml

3.1.8. Odredivanje jabuéne, mlije¢ne, vinske, octene i limunske kiseline papirnom

kromatografijom

Postupak:

Pri rukovanju s kromatografskim papirom potrebno je raditi s kirurSkim rukavicama. Za
odredivanje kiselina u uzorku vina koristi se kromatografski papir Whatman No. 1, koji se izreZe
na odgovaraju¢e dimenzije (55 x 192 mm). Na kromatografskom papiru povuce se grafitnom
olovkom startna linija po §irini papira na visini od 2,5 cm od osnovne. Na liniji se obiljeZe tocke,
na odaljenosti od 1,5 cm od ruba papira, na koje se nanosi po 50 uL smjese standarda (sadrZi po
3 g L octene, vinske, mlije¢ne i jabu¢ne kiseline), odnosno uzorka vina. Nanosi se kap po kap,
uz naknadno suSenje vru¢im zrakom, to¢nije fenom, kako promjer nanesenih kapi ne bi prelazio

3 mm. Nakon nanoSenja i suSenja, radi razvijanja kromatograma papir se stavlja u kadu za

30



FEksperimentalni dio

kromatografiju u kojoj se nalazi ranije pripremljena smjesa otapala. Vrijeme razvijanja
kromatograma je 2-3 sata, nakon Cega treba oznaciti frontu otapala grafitnom olovkom prije
nego se kromatogram pocne susiti. Nakon susenja na zraku, kromatogram se uroni u otopinu
indikatora 1 ponovno susi na zraku. Na temelju polozaja mrlja na kromatogramu u odnosu na

poznatu smjesu standarda, R¢ vrijednost izraCunava se prema izrazu:

R = udaljenost od startne linije do sredista mrlje

" udaljenost od startne linije do fronte otapala

Rt srednja za vinsku kiselinu (standard) = 0,38

Ry srednja za jabuénu kiselinu (standard) = 0,56

Priprema smjese za razvijanje kromatograma:

Octena kiselina 10 mL
n — butanol 40 mL

destilirana voda 50 mL
Smjesa octene kiseline, n—butanola 1 destilirane vode stavlja se u lijevak za odlijevanje i
promucka, a kao razvija¢ koristi se gornja bistra faza. Nakon razvijanja i suSenja kromatograma,

on se uroni u otopinu indikatora (bromfenol-plavo).

Priprema otopine indikatora:

100 mg bromfenol-plavog otopi se u apsolutnom etanolu o odmjernoj tikvici od 100 mL,

te se doda 2-3 kapi 1M NaOH za potizanje lagano luZnate otopine.

3.1.9. Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC)
Princip :

Tekuéinska kromatografija  visoke djelotvornosti (High preformance liquid

chromatography, HPLC) je analiticka metoda separacije u kojoj se sastojci raspodjeljuju izmedu
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dviju faza od kojih je jedna nepokretna (stacionarna), dok se druga, pokretna (mobilna faza)

kre¢e u odredenom smjeru.

Postupak:

Uzorak vina se razrijedi 10 puta. U razrijedenje je potrebno dodati ZnSO,4 x 7H,0O kako bi
se moguci proteini istalozili buduéi da se proteini mogu taloziti na koloni. Uzorak se vorteksira
20 sekundi i pusti da odstoji 20 minuta. Nakon toga se centrifugira 5 minuta na 10.000 o min™.
Na kolonu (Supelco C610H ,30 cm x 7,8 mm) injektira se 20 pL (automatski uzorkivac) uzorka
te postavi temperatura od 55 °C i protok od 0,5 mL min"'. Kao mobilna faza koristi se 0,1 %
H3POj4, a komponente se detektiraju RID-detektorom. Analiza se ponavlja kako bi se dobile dvije
paralele radi kontrole rezultata. U ovom radu koristen je HPLC uredaj Shimadzu CLASS-VP
LC-10Avyp (Shimadzu, Kyoto, Japan).

3.1.10. Plinska kromatografija
Princip :

Plinska kromatografija (gas chromatography ili GC) je metoda koja se koristi za separaciju
organskih spojeva. Bazira se na distribuciji smjese komponenata izmedu dvije faze. Komponente
se krecu kroz kolonu pomocu plina nosioca (mobilne faze). Plinovi dusik, helij i vodik se koriste
kao nosioci, a odabir medu njima ovisi o vrsti detektora koji se koristi 1 specificnosti primjene.
Odvojene komponente izlaze iz kolone razli¢itim brzinama ovisno o afinitetu komponenata
prema stacionarnoj fazi. Detektirane komponente se elektronicki prikaZzu na registratorskom
pisacu u obliku pikova. Vrijeme izlaska svake pojedine komponente iz kolone karakteristicno je

za komponentu, a povrSina ispod pika je proporcionalna njenom udjelu.
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3.1.10.1. Analiza hlapljivih komponenata pomoc¢u plinske kromatografije

Postupak:

Za ovu analizu koristen je plinski kromatograf PE Autosystem XL GC koji je integriran s
headspace blokom (HS 40XL). Koristio se plameno-ionizacijski detektor (FID) i kolona ZB-
SMS (Zebron, Phenomenex), 60 m x 0,25 mm L.D. x 0,50 pm dy.

Uvjeti rada headspace bloka:

Temperatura pecnice: 100 °C

Vrijeme termostatiranja: 20 min

Vrijeme pod tlakom: 0,2 min

Vrijeme injektiranja: 0,05 min

Vrijeme uzimanja uzorka: 0,1 min

Viala zatvorena: da

Nacin rada headspace bloka: konstantan
Vrijeme trajanja jedne GC analize: 40 min
Plin nositelj: heljj

Pritisak plina nositelja: 25 Psi

Uvjeti rada plinskog kromatografa:

Temperatura injektora: 110 °C

Temperatura detektora: 250 °C

Temperaturni program: 35 °C, 5 min; 10 °C/min 260 °C; 60 °C, 2 min; 10 °C/min, 180 °C;
180 °C, 7 min

3.1.10.2. Analiza etanola pomocu plinske kromatografije

Postupak:

Za analizu je koriSten plinski kromatograf AE Autosystem HL GC. Detektor je plameno-
ionizacijski, a kolona koja se koristila je vZB-WAXplus 30 m x 0,25 mm ID x 0,25 um dy.
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Priprema uzorka: 150 pL vina se pomijeSa sa 150 pL internog standarda (1-heksanol) 1
1200 pm etil-acetata. Uzorak potom profiltrirati kroz filter debljine 0,22 pm ili podvrgnuti
centrifugiranju.
Uvjeti rada plinskog kromatografa:

Volumen injektiranja: 1 pL

Temperatura injektiranja: 210 °C

Protok kroz kolonu: 2,71 mL min™

Mobilna faza: etil-acetat

Linearna brzina: 52,8 cm s™

Temperatura detektora: 250 °C

Temperaturni program: 90 °C, 2 min; 20 °C min™' do 240 °C; 240 °C, 4 min

Izracun:

Za izraCun se koristio bazdarni pravac za etanol:

A
™ = 0,058 * @(Etanol) + 0,0032
IS

R? = 0,99
¢ (Etanola)-volumni udio etanola
A - povrSina pika za etanol dobiven iz uzorka

Ajs - povrSina pika za interni standard
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3.2. Materijali

Analizirano je domace bijelo vino dobiveno kupaziranjem sorti Rajnski rizling, Pinot sivi
1 Pinot bijeli, proizvedeno 2016. godine u Zlatarskom vinogorju, podregija Zagorje Medimurje,
unutar regije Kontinentalna Hrvatska.

Ostali materijali:
¢ 0,1 M NaOH
¢ 0,01 M NaOH
e IM NaOH
¢ 25 % H3PO4
e H,0,
® 96% alkohol
® 30 %-tni KI
® 26 %-tna H,SO4
e 1 %-tni Skrob
¢ 0,1 M Na,S,0;
¢ 1 %-tna glukoza
¢ 20%-tni KI
¢ K,Cr,07 (33,834 g/L)
e koncentrirana H;SO4
e Fehling I (69,3 g/l CuSO4%5 H,0)
e Fehling II (346 g/L K ,Na-tartarata)
e Destilirana voda
e Indikatori:
- fenolftalein

- metilno crvenilo
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- bromfenol-plavo

e octena kiselina

e n — butanol

e Standard za papirnu kromatografiju (po 3 g/L jabucne, vinske, mlije¢ne, octene i limunske

kiseline)

o 0, 1% H3PO4

¢ 10% otopina ZnSO4 x 7H,0

e Etil-acetat

e 1-heksanol

¢ Enzimski kit za odredivanje glicerola K-GCROL (Megazyme, Irska)

3.3. Aparature

Laboratorijska aparatura za odredivanje Secera
Laboratorijska aparatura za odredivanje alkohola
Laboratorijska aparatura za odredivanje sumpora
Laboratorijska aparatura za odredivanje hlapljivih kiselina
Laboratorijska aparatura za odredivanje ukupnih kiselina

Laboratorijska aparatura za odredivanje jabucne i vinske kiseline pomocu papirnate
kromatografije

HPLC uredaj, Shimadzu CLASS-VP LC-10Ayp (Shimadzu, Kyoto, Japan).
GC uredaj, PE Autosystem XL GC with Headspace Sampler (HS 40XL)

Spektrofotometar Varian Cary 3 UV/VIS Spectrophotometer, SAD
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Rezultati i rasprava

4.1. Rezultati

4.1.1. Rezultati plinske kromatografije

4.1.1.1. Rezultati analize hlapljivih spojeva u vinu pomocu plinske kromatografije

Tijekom analize provedene su tri paralele te su rezultati izrazeni kao srednje vrijednosti.

Tablica 8 prikazuje retencijska vremena i1 koncentracije nekih hlapljivih spojeva odredenih u

vinu pomoc¢u HS-GC-FID metode. N-butanol se koristio kao interni standard u ovoj metodi.

Tablica 8. Retencijska vremena i koncentracije nekih hlapljivih spojeva odredenih u vinu

pomoc¢u HS-GC-FID metode

bijelo vino
Spoj tg/min y (mg L)
acetaldehid 4,14 15,48+0,0025
propan-1-ol 6,37 19,14+0,031
butan-2-ol 7,46 n.d.
etil-acetat 7,71 39,40+0,0023
2-metil-propan-1-ol (i-propanol) 8,23 23,02+0,043
N-butanol (IS) 9,51 -
3-metil-butan-1-ol 12,26 124,67+0,013
2-metil-butan-1-ol 12,43 22,57+0,033
Etil-butirat 14,49 0,37+0,034
isoamil acetat 16,80 1,70+0,027
etil heksanoat 19,95 1,43+0,005
etil-oktanoat 24,25 0*
2-feniletilacetat 26,11 n.d.

n.d. = nije detektirano ; IS = interni standard ; 0* = ispod limita detekcije
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4.1.1.2. Rezultati analize etanola pomocu plinske kromatografije
Analiza se provodila u 3 paralele te je rezultat prikazan kao srednja vrijednost + standardna

devijacija (11,55 +0,57 vol.%).

4.1.2. Rezultati analize parametara vina kemijskom metodom

U Tablici 9 su prikazani rezultati kemijske analize domaceg bijelog vina u 3 paralele te

su rezultati prikazani srednja vrijednost = standardna devijacija.

Tablica 9. Rezultati kemijske analize domaceg bijelog vina

RS METODA Odredivanje SO,
Ukupne Hlapljive | Odredivanje
(reducirajuce kiseline kiseline etanola Vezani Slobodni Ukupni
supstance) SO, SO, SO,
[g L] lg L] [vol.%]
[g L] [mgL"] | [mgL"] | [mgL"]
srednja
- 5,205+0,144 | 6,465+0,003 | 0,42+0,004 | 10,46+0,022 129,6+0 | 35,2+0,23 | 164.8+0.05
vrijednost B

4.1.3. Rezultati odredivanja etanola denzimetrijskom metodom
Analiza etanola se provodila u tri paralele te je rezultat prikazan kao srednja vrijednost

(12,985 + 0,015 vol.%).

4.1.4. Rezultati odredivanja glicerola
Masena koncentracija glicerola u vinu odredena je pomocu enzimskog kita. Analiza se
provodila u Sest paralela te je rezultat prikazan kao srednja vrijednost. Koncentracija glicerola

iznosila je 5,34 +0,001 gL
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4.1.5. Rezultati papirne kromatografije

Na Slici 4. papirnom kromatografijom utvrdeno je da analizirano vino sadrZi jabucnu
(R¢ = 0,568) 1 vinsku kiselinu (Rf = 0,40), dok mlije¢na, limunska i octena kiselina nisu

detektirane.

Linija otapala

Mlijec¢na kiselina (Rf = 0,77)

Jabucna kiselina (Rf = 0,568)
Limunska kiselina (Rf = 0,50)

Vinska kiselina (Rf = 0,40)

Linija starta

Standard Standard Uzorak Standard
jabucne i mlijecne domacdeg limunske
vinske kiseline bijelog vina kiseline

kiseline

Slika 4. Rezultati papirne kromatografije
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4.1.6. Rezultati analize dobiveni teku¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti

Tijekom analize provedene su tri parelele. U Tablici 10 prikazane su koncentracije
ugljikohidrata, etanola i organskih kiselina prisutnih u vinu. Rezultati su izrazeni kao srednja

vrijednost + standardna devijacija.

Tablica 10. Koncentracije glukoze, fruktoze, etanola i organskih kiselina prisutnih u domac¢em

bijelom vinu odredenih HPLC metodom

bijelo vino
spoj Y @ L") ¢ vol (%)
glukoza 0,76+0,03
fruktoza n.d.
jabucna kiselina 7,89+0,03
vinska kiselina 2,76+0,20
limunska kiselina n.d.
mlijecna kiselina n.d.
octena kiselina n.d.
etanol 11,50+0,03*
glicerol 5,67+0,11
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4.2. Rasprava

Na temelju clanka 56. stavka 1. Zakona o vinu ("Narodne novine", br. 34/95), ministar
poljoprivrede i Sumarstva donosi Pravilnik o vinu koji sadrzi niz podjela i pravila kojih se

potrebno pridrzavati tijekom proizvodnje vina.

Prema ¢lanku 3. Pravilnika o vinu Vinogradarska regija Kontinentalna Hrvatska dijeli se
na ove podregije: Podunavlje, Slavonija, Moslavina, Prigorje-Bilogora, Plesivica, Pokuplje i

Zagorje-Medimurje.

Prema clanku 4. Pravilnika o vinu podregija Zagorje-Medimurje dijeli se na ova
vinogorja: Medimursko, Varazdinsko, Ludbresko, Krapinsko, Zlatarsko (Zlatar, Lobor, Mace,

Zlatar Bistrica, Konj$¢ina, Hras¢ina, Budin$¢ina) i Zabocko.

Prema clanku 5. Pravilnika o vinu vinogradarsko podruc¢je Hrvatske razvrstano je u
sljedeée zone proizvodnje:
1. Zona B obuhvacda: Moslavina, Prigorje-Bilogora, PleSivica, Pokuplje i Zagorje-Medimurje.
2. Zona C1 obuhvaca: Podunavlje, Slavonija.
3. Zona C2 obuhvaca: Istra, Hrvatsko Primorje 1 Dalmatinska Zagora.
4. Zona C3 obuhvaca: Sjeverna, Srednja i JuZzna Dalmacija.

Prema c¢lanku 7. Pravilnika o vinu navedene su sorte koje se smiju saditi u regijama

Kontinentalne Hrvatske:

U podregiji Zagorje-Medimurje preporucene sorte su rizling rajnski bijeli, traminac
crveni, traminac mirisavi, graSevina bijela, moslavac bijeli, sauvignon bijeli, pinot bijeli, pinot
sivi, silvanac zeleni, chardonnay bijeli, rizvanac bijeli, muSkat zuti, musSkat ottonel bijeli,
portugizac crni, pinot crni, a dopusStene sorte Stajerska belina, zelenac slatki bijeli, veltlinac
crveni, kraljevina crvena, plavec Zuti, Sipelj bijeli, lovrijenac crni, gamay bojadiser crni,

frankovka crna, kavc¢ina crna.

Analizirano domace bijelo vino u ovom radu pripada podregiji Zagorje-Medimurje (Zona

B) te Zlatarskom vinogorju (Konj$¢ina). Sorte od kojih se sastoji ovo vino Rajnski rizling te
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Pinot sivi 1 Pinot bijeli, prema ovom pravilniku uvrStene su pod preporucene sorte koje bi se

trebale uzgajati na spomenutom podrucju.

Prema ¢lanku 39. Pravilnika o vinu najmanji sadrzaj stvarnog alkohola u vinu u prometu

mora biti (u volumnim %):
zona B — stolno vino 8,5, kvalitetno 9,5, a vrhunsko 10,0
zona C1- stolno vino 9,5, kvalitetno 10, vrhunsko 10,5
zona C2 — stolno vino 10, kvalitetno 10,5, vrhunsko 11,0
zona C3 — stolno vino 10,5, kvalitetno 11,0, vrhunsko 11,5
Prema ¢lanku 46. vino u prometu mora sadrzavati:

- najmanje 4,5 g L', a najvie 14 g L' ukupnih kiselina izrazenih kao vinska kiselina

- najvise 4 g L' neprevrelog Seéera za suho vino, od 4 g L' do 12 g L' za polusuho vino, od

12 g L' do 50 g L' za poluslatko vino i za slatko iznad 50 g L' neprevrelog 3eéera
g g g g

- najmanje 5 g L' glicerola

- najvise 210 mg L' sumpornog dioksida za bijela i ruzi¢asta vina, od toga slobodnog najvise 40

mg L' ; crna vina smiju sadrzavati najvise 160 mg L™, od toga slobodnog najvise 30 mg L™

- limunsku kiselinu najvise 1 g L', a octena kiselina ne smije biti veéa od 0,8 g L' u mostu, u
1 g y g

fermentaciji i mladom vinu, 1 g L™ u ruZicastim i bijelim vinima, 1,2 g L' u crnim vinima, 1,8 g L
] g y g g

u desertnim vinima.

Vino sadrzi 6,465 g L' ukupnih kiselina te 0,42 g L' hlapljivih kiselina $to je unutar granica
Pravilnika o vinu. Hlapljive kiseline su 1 pokazatelj kvalitete 1 zdravstvenog stanja grozda, stoga se

po rezultatima vidi da nije bilo aktivnosti octenih bakterija te da je vino zdravo.

Sadrzaj reducirajuéih Secera iznosi 5,205 g L™ vina. HPLC-om je je utvrdeno 0,76 = 0,03 g L
glukoze, a fruktoza nije detektirana, pa stoga analizirano vino spada u suha vina. Grozde sadrzi oko
15 - 25% glukoze 1 fruktoze koji se tijekom fermentacije uglavnom pretvaraju u alkohol. U suhim

vinima Seceri se uglavnom nalaze u tragovima (0,1%), dok u slatkim mogu biti 1 preko 10 %.
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Medutim, slatko¢a vina ne potjece samo od Secera, ve¢ 1 od alkohola. Reduciraju¢i Seceri su svi
Seceri koji imaju aldehidnu ili keto funkcionalnu skupinu, a njihovo odredivanje vezano je za
redukciju alkalne otopine bakar (II) soli. Seceri koji ne fermentiraju, ve¢ ostaju u vinu nazivaju se

rezidualni $eceri.

Analizom je utvrdeno da domace bijelo vino sadrzi 35,2 mg L' slobodnog te 164,8 mg L
ukupnog SO, Prema Clanku 46. Pravilnika o vinu, ruzicasto i bijelo vino smiju imati najvise 210
mg L' ukupnog SO», od toga najvise 40 mg L slobodnog SO, Sto se ti¢e sumpora, analizirano

vino i po ovom parametru spada unutar granica odredenih Pravilnikom o vinu.

HPLC-om su odredene jabué¢na (7,89 g L) i vinska kiselina (2,76 g L"), a limunska, mlije¢na i
octena kiselina nisu detektirane. Rezultati papirne kromatografije potvrdili su rezultate dobivene
HPLC-om. HPLC se primjenjuje u analizi hrane (pesticidi, toksini, antibiotici, boje zasladivaci,
hormoni, vitamini, aminokiseline), farmaceutici (odredivanje koncentracije aktivnih komponenti u
lijekovima, vrijeme poluraspada, kontrola kvalitete), medicini (odredivanje metabolita u bioloSkim
tekuc¢inama itd.), analizi okoliSa (eksplozivi, fenoli, policiklicki aromatski ugljikovodici), forenzici

(droga, sterodi, psihoterapeutski lijekovi) i organskoj kemiji.

Aromu vina ¢ini nekoliko stotina raznih hlapljivih spojeva koji se nalaze u vinu. To su
prvenstveno terepenski spojevi (linalol, geraniol, nerol i dr.) i alkoholi sa Sest ugljikovih atoma (1-
heksanol, 2-heksanol, trans i cis oblici 2- 1 3-heksen-1-ol). Alkoholna fermentacija je posebno vazna
za razvoj arome vina. Tijekom alkoholne fermentacije odvijaju se bitne promjene kojima spojevi
arome moSta ili masulja prelaze u spojeve arome vina. Utvrdeno je da se tijekom alkoholne
fermentacije u najvecem udjelu formiraju visi alkoholi, esteri, hlapljive kiseline i karbonilni spojevi.
Fermentacijskoj aromi analiziranih uzoraka najviSe doprinose acetatni esteri: izoamil, heksil,
feniletil acetat, koji su nosioci vo¢nih 1 cvjetnih aroma mladih vina. Ukupnoj fermentacijskoj aromi
vina takoder doprinose 1 monoterpenski alkoholi linalol i1 a-terpineol. Vino zadrZava najviSe
koncentracije ukupnih sortnih aroma ukoliko se fermentacija vodi pri temperaturi od 16 °C, dok
najvise koncentracije fermentacijskih aroma ima vino fermentirano na 18 °C. Stoga je temperatura
jedan od najvaznijih ¢imbenika fermentacije buduc¢i da utjece na kinetiku procesa, a §to se odrazava
na brzinu procesa i duljinu trajanja, ali i utjecaja na kvalitetu kona¢nog proizvoda, ponajvise zbog
proizvodnje sekundarnih metabolita (Lambrechts i Pretorius, 2000; Swiegers 1 sur., 2005). Upravo

sekundarni metaboliti kao Sto su visi alkoholi, esteri, glicerol, jantarna kiselina, diacetil, acetoin, 2,3

43



Rezultati i rasprava

butanidiol 1 mnogi drugi uvelike doprinose kompleksnosti budu¢eg vina (Moreno-Arribas i Polo,
2009). Osim sinteze sekundarnih aroma, temperatura fermentacije igra veliku ulogu u ocuvanju

sortnih aroma, kao i njthovom oslobadanju iz nehlapljivih prekusora (Swiegers i sur., 2005).

Plinskom kromatografijom dokazana je prisutnost hlapljivih spojeva: viSih alkohola, estera i
aldehida, koji su proizvodi alkoholne fermentacije. Visi alkoholi su spojevi koji izrazito doprinose
aromi vina. Od visih alkohola u veé¢im koncentracijama u analiziranom vinu prisutan je 3-metil-
butan-1-ol (124,67 mg L"), a propan-1-ol, 2-metil-propan-1-ol i 2-metil-butan-1-ol prisutni su u
manjim koncentracijama dok butan-2-ol nije detektiran. MoZe se zakljuciti da je temperatura
fermentacija bila visa, jer je od visih alkohola bio prisutan u vecoj koncentraciji samo 3-metil-
butan-1-o0l, dok su ostali visi alkohola bili prisutni u vrlo niskim koncentracijama. Od estera je
najzastupljeniji etil-acetat (39,40 mg L), a prisutni su jo§ i etil butirat, izoamil acetat i etil
heksanoat. 2-feniletilacetat nije detektiran, a etil-oktanoat je bio ispod limita detekcije. Sto se tice
aldehida, analiziran je samo acetaldehid (15,48 mg L), koji je i najzastupljeniji aldehid u vinu, a on

vinu daje miris po kiselim, zelenim jabukama.

Etanol je analiziran pomoc¢u kemijske metode, denzimetrijske metode, HPLC-om i plinskom
kromatografijom (GC). Rezultati analize etanola pomo¢u HPLC i GC metoda se poklapaju te iznose
11,50 % (vol/vol), odnosno 11,55 % (vol/vol). Etanol odreden kemijskom metodom iznosi 10,46 %
(vol/vol), a denzimetrijskom 12,98 % (vol/vol). Do odstupanja je moglo do¢i zbog analiticke
pogreske. Denzimetrijska metoda je izrazito nepouzdana 1 neponovljiva te se prilikom analize moze

javiti velik rasap izmedu rezultata.

Glicerol je proizvod sekundarne fermentacije, a nastaje u prvoj fazi alkoholne fermentacije
(glicerinsko-pirogrozdanoj fermentaciji) redukcijom jedne od trioza i to fosfoglicerinaldehida preko
meduproizvoda glicerofosforne kiseline. Veca ili manja koli¢ina glicerola u vinu, a obi¢no izmedu 7
- 14 g L', ovisi o koli¢ini $eéera u mostu. Analiza glicerola provedena je pomo¢u enzimskog kita i
HPLC metode te se rezultati poklapaju. HPLC metodom dobiveno je 5,67 g L™, a enzimskim kitom

5,34 g L' glicerola. Ovi rezultati slazu se i s Pravilnikom o vinu &iji ¢lanak 46. kaze da vino mora

sadrzavati najmanje 5 g L' glicerola.
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Zakljucci

Nakon analize domaceg bijelog vina proizvedenog 2016. godine kupaziranjem sorti Rajnski

rizling, Pinot sivi 1 Pinot bijeli moZze se zakljuciti:

1.

Veca prisutnost visih alkohola poput 3-metil-butan-1-ol, 2-metil-propan-1-ol, 2-
metil-butan-1-0l, propan-1-o0l, a manje estera poput etil-acetata, isoamilacetata,
etilheksanoata 1 etil-butirata ukazuje da se fermentacija odvijala pri viSim

temperaturama. Koncentracija estera bi se mogla povecati odleZavanjem vina.

Od aldehida je odreden samo acetaldehid (15,48 mg L), koji je i najzastupljeniji

aldehid u vinu.

Sadrzaj alkohola iznosio je 11,525 % (vol/vol) (aritmeticka sredina preciznijih

metoda HPLC i1 GC).

Proizvedeno je suho vino (zaostalo je 0,76 g L' glukoze, dok fruktoza nije

detektirana prema HPLC metodi).

Koncentracije glicerola (5,505 g L' — prikazana kao aritmeticka sredina rezultata
dobivenih HPLC-om i enzimskim kitom), ukupnih kiselina (6,465 g L") i hlapljivih
kiselina (0,42 g L") te vezanog SO, (129,6 mg L"), slobodnog SO, (35,2 mg L") i
ukupnog SO, (164,8 mg L") su unutar zakonskih okvira.

HPLC- om su odredene vinska kiselina (2,76 g L) i jabuéna kiselina (7,89 g L),

Sto je potvrdeno i papirnom kromatografijom.

Svi analizirani parametri odgovaraju zakonskom okviru Pravilnika o vinu iz 1996.

godine kojeg je izdalo Ministarstvo poljoprivrede i Sumarstva.
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