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1. UVOD

Ultrazvuk je inovativna netoplinska tehnologija, koja obzirom na relativno nisku cijenu
i ekolosku prihvatljivost ima Siroku primjenu u prehrambenoj industriji. Ovom tehnologijom
poboljsava se ucinkovitost obrade te omogucéava proizvodnja visokokvalitetne i sigurne hrane.
Primjena ultrazvuka visokih snaga u prehrambenoj industriji je brojna i ukljucuje ekstrakeiju,
otplinjavanje, inaktivaciju enzima i nukleaciju za procese kristalizacije, pocetak redoks
reakcija, CiS¢enje organskih 1 anorganskih povrSina 1 struktura poroznih unutraSnjosti,

smanjenje veliine Cestica itd.

Takoder, ova tehnologija se koristi i u proizvodnji vina. DosadaSnja istrazivanja
pokazala su mogucénost uspjesne primjene ultrazvuka visokih snaga u proizvodnji vina sa
smanjenom koncentracijom sumporovog dioksida. Stoga, uslijed antimikrobnog djelovanja
ultrazvuka, novija istrazivanja u enologiji usmjerena su na moguénost primjene ultrazvuka kao
tehnologije alternativne dodatku sumporovog dioksida uz istovremeno ocuvanje senzorskih
svojstava vina. Naime, zbog antioksidacijskog i antimikrobnog djelovanja, sumporov dioksid
je najzastupljeniji aditiv u vinarstvu, ¢iju zamjenu je teSko pronaci. Takoder, utvrdeno je kako
dodatak antioksidansa poput glutationa ima zastitno djelovanje, posebice u ouvanju arome.
Stoga, kombinacija ultrazvuka visokih snaga s dodatkom antioksidansa (nizi SO, i glutation)
bi mogla biti prikladna enoloska praksa, a posebice za postizanje stabilnosti vina tijekom

starenja.

Cilj ovog rada je istraziti djelovanje ultrazvuka visokih snaga na kvalitetu crnog vina
Cabernet Sauvignon s razli¢itim udjelima antioksidansa (glutation i SO;), pri ¢emu Ce se
stabilnost polifenolnih spojeva i spojeva arome ispitati u tretiranom vinu sa standardnom
koncentracijom sumporovog dioksida, snizenom koncentracijom sumporovog dioksida, kao 1

vinu s dodatkom antioksidansa glutationa i snizenom koncentracijom sumporovog dioksida.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. POLIFENOLNI SPOJEVI U VINU

Polifenolni spojevi su nositelji senzorskih karakteristika vina, u prvom redu boje i okusa,
zbog Cega je polifenolni sastav vina izrazito vazan za njegovu kvalitetu. Takoder, polifenolni
spojevi grozda i vina uslijed antioksidacijskog djelovanja poznati su po svom pozitivhom
utjecaju na zdravlje (Carrieri i sur., 2013). Sastav polifenolnih spojeva u vinu ovisi u prvom
redu o sastavu grozda, a zatim o tehnologiji proizvodnje, kao i o kemijskim reakcijama koje se
dogadaju tijekom dozrijevanja i starenja (Paixao i sur., 2007). Poznato je kako crna vina sadrze
vece koncentracije polifenolnih spojeva od bijelih vina, a jedan od razloga je upravo sam proces
proizvodnje. Naime, kod proizvodnje crnih vina tijekom maceracije dolazi do kontakta
pokozice sa sokom, §to dovodi do ekstrakcije polifenolnih spojeva iz vakuole u sok bobice. S
druge strane, bijela vina najceS¢e dobivamo direktnim preSanjem grozda (bez postupka
maceracije) uslijed ¢ega je koncentracije polifenolnih spojeva u bijelim vinima niza (Villafo 1

sur., 2006).

Prema strukturi, polifenolni spojevi vina mogu se podijeliti na flavonoide i
neflavonoide. Neflavonidi imaju jednostavniju gradu, koju karakterizira jedan fenolni
(benzenov) prsten, dok flavonoidi imaju dva fenolna prstena povezana lancem od tri ugljikova
atoma. Stilbeni i fenolne Kkiseline (hidroksicimetna i hidroksibenzojeva) su predstavnici
neflavonoida u vinu, a flavan-3-oli, flavonoli, flavanonoli i antocijani su predstavnici flavonida
(Ribéreau-Gayon i sur., 2000). U grozdu i vinu od pet najvaznijih skupina, ¢etiri su flavonoidi,
dok su samo fenolne kiseline neflavonoidi. Svaka skupina flavonoida ima svoju jedinstvenu

aktivnost, ali u svakoj skupini, izmedu spojeva postoje jedinstvene razlike (Kennedy, 2008).
2.1.1. Neflavonoidi

Neflavonidi dospijevaju u vino ekstrakcijom iz grozda tijekom procesa muljanja ili
mogu potjecati iz drvenih bacvi. U vinima koja se ne cuvaju u drvenim bacvama, veéinu
neflavonoidnih struktura uglavnom ¢ine: hidroksibenzojeve kiseline (C6-C1), hidroksicimetne
kiseline (C6-C9) i njihovi derivati, stilbeni. Stupanj hidroksilacije i metilacija aromatskog
prstena Cini razliku u strukturi izmedu hidroksicimetnih i hidroksibenzojevih kiselina (Macheix
i sur., 1990). Neflavonidi se uglavnom nalaze u mesu bobice, te im se koncentracija tijekom
dozrijevanja grozda smanjuje. Nisu obojeni, ali imaju ulogu stabilizatora boje crnih vina

pomoc¢u medumolekulskih 1 unutarmolekulskih reakcija (Minussi i sur., 2003).

2



Hidroksicimetne kiseline u grozdu su vezane u estere s vinskom kiselinom, a mogu se
jos§ vezati s razli¢itim organskim kiselinama i $e¢erima (Ribéreau-Gayon i sur., 2006; Jackson,
2008). Ferulinska, kafeinska i kumarinska su najzastupljenije hidroksicimetne kiseline u vinu
(Jackson, 2008). Kafeinska kiselina je najzastupljenija u vinu. Uvjeti uzgoja, klimatske prilike
te sorte grozda odreduju sadrzaj ovih kiselina u vinu. Tijekom dozrijevanja i1 starenja vina
sudjeluju u velikom nizu reakcija. U alkoholnoj otopini su bezbojne, a imaju veliku ulogu u
oksidativnim procesima te tijekom njih mogu postati zuto obojene (Fernandez-Pachén i sur.,
2006).

Hidroksibenzojeve kiseline u vinu su nalaze u znantno manjim koncentracijama u
odnosu na hidroksicimetne kiseline, obi¢no su prisutne kao slobodne kiseline i nastaju direktno
iz benzojeve kiseline. Vanilinska, galna, protokatehinska, p-hidroksibenzojeva, salicilna,
gentizinska i siringinska kiselina spadaju u skupinu hidroksibenzojevih kiselina. Konjugirane
Secerima ili organskim kiselinama najc¢e$cée su prisutne u topljivom obliku (Ribéreau-Gayon i

sur., 2006).

Stilbeni nastaju kao posljedica izloZenosti stresu u biljkama, kao $to su infekcije, prejaka
izlozenost UV zraenju itd. Sinteza stilbena se dogada velikim dijelom u stanicama pokozice,
dok su koncentracije u ostalim dijelovima bobice grozda jako male (Ribereau-Gayon i sur.,
2006). Imaju izrazito antioksidativno, antimutageno i antikancerogeno djelovanje, te su
posljednjih godina provedena mnoga istrazivanja o njihovom pozitivnom u¢inku (Gatto i sur.,
2008).

2.1.2. Flavonoidi

Antocijani su crveni pigmenti u grozdu, koji se uglavnom nalaze u pokoZici i U mesu
bobice grozda. Oni su takoder prisutni u manjim koli¢inama u liS¢u, uglavnom na kraju
vegetacije. Strukturno, antocijani se sastoje od aglikona, odnosno antocijanidina na kojeg mogu
biti vezane organske kiseline ili Seceri (Konczak i Zhang, 2004; Mazza i Miniati, 1993;
Monagas i sur., 2005). Razlikujemo pet antocijana ovisno o sastavu grozda, vina, te o vrsti i
broju supstituiranih metilnih i hidroksilnih skupina, a to su: cijanidin, peonidin, petunidin,
delfidin i malvidin. Antocijani su nestabilni i lako oksidiraju (Mazza i Miniati, 1993). Pri vi§im
vrijednostima pH nalaze se u kinoidalnoj formi plavo ljubicaste boje, a pri nizim vrijednostima
u formi flavijevog kationa te su tada crveno obojeni (Garrido i Borges, 2013; Montealegre i

sur., 2006). Ove molekule su mnogo stabilnije u glikozidu (antocijana) nego u obliku aglikona



(antocijanidina). Boja ovih pigmenata ovisi 0 uvjetima u mediju (pH, SO;), kao i o

molekularnoj strukturi (Ribéreau-Gayon, 2006).

Tanini su fenolne tvari koje se nalaze u peteljci, sjemenkama grozda i pokozici bobice,
u vinima su odgovorni za gor¢inu i trpko¢u. Koncentracija tanina u vinu iznosiod 1do4,5g L™
(Joscelyne Louise, 2009). Dijelimo ih na hidrolizirajuée i kondenzirajuée. Hidrolizirajuéi tanini
su esteri 1 nastaju od neflavoidnih tanina, to su najcesc¢e galna i elaginska kiselina. Kondenzirani
tanini (proantocijanidini) su polimeri flavonoida, naj¢e$¢e flavan-3-ola i flavan-3,4-diola
(Minussi i sur., 2003). Najveci dio kondenziranih tanina (58,8 %) se nalazi u sjemenci bobice,
21 % se nalazi u peljeci, 16 % u listu dok se u pokozici bobice nalazi 4 % (Fernandez-Pachon
I sur., 2006). Tanini nisu obojeni jer ne posjeduju potpuno konjugirane aromatske sustave
antocijana, ali imaju reaktivnost prema mjestima s nedostatkom elektrona i stoga mogu
sudjelovati u reakcijama polimerizacije. U vinu, tanini mogu postati crveno pigmentirani
djelujuci kao kopolimeri s molekulama antocijana, ¢ime vino dobiva boju (Somers i Evan,
1979, Herderich i Smith, 2005). Tanini su odgovorni za osjet trpko¢e zbog njihove sposobnosti
da precipitiraju proteine koji su ukljuceni u osjecaj trpkoée u ustima te imaju sposobnost
hvatanja slobodnih radikala, tako da njihova prisutnost u vinu $titi od oksidacije (Piljac i sur.,

2005).



2.2. AROMA VINA

Aroma vina rezultat medudjelovanja velikog broja mirisnih spojeva. Tvari arome Cine
vino prepoznatljivim, daju mu sortni karakter te su odgovorni za njegovu kakvocu (Bayonove
I sur., 1998). Sorta grozda, tehnologija i proizvodnja vina imaju najveéi utjecaj na formiranje
arome (Ugliano i sur., 2006). Aroma se klasificira prema izvorima razli¢itih spojeva koji joj
doprinose, a mogu dolaziti iz sirovine, grozda ili su proizvod metabolizma kvasaca (De Barros
Lopes i sur., 2005). Kada se govori 0 aromi vina najjednostavnija podjela spojeva arome je
sljedeca: (i) primarna ili sortna aroma (aroma koja potjece od grozda i promjena uzrokovanih
tijekom procesa prerade grozda), (ii) sekundarna ili fermentacijska aroma (aroma nastala
tijekom procesa fermentacije) te (iii) tercijarna ili aroma starenja (spojevi nastali tijekom

starenja vina).
2.2.1. Primarna ili sortna aroma

Mirisni spojevi koji u vino dolaze iz grozda, a karakteristika su sorte, najvazniji su za
kvalitetu i karakter vina. Neki do njih postoje u slobodnom stanju u grozdu, drugi se preradom
grozda formiraju iz nehlapivih i nemirisnih prekursora koji iz grozda prelaze u most, dok se
jedan dio aromati¢nih spojeva formira iz prekursora tijekom fermentacije kao rezultat
djelovanja enzima kvasaca. Ovi spojevi nosioci su takozvane sortne aroma vina, a glavni
predstavnici su terpeni (cvjetna i vo¢na aroma), norizoprenoidi (slatka i voéna aroma), C6
spojevi (vegetativna aroma), metoksipirazini (aroma po zelenom, vegetativna) te sortni tioli
(aroma po grejpu, marakuji, §imsiru) (Alvarez-Pérez i sur., 2012). Koncentracija spojeva sortne
arome ovisi o samoj sorti i to je jedna od vaznijih sortnih karakteristika, zatim o zdravstvenom
stanju grozda, agroklimatskim uvjetima (svjetlo, temperatura, padaline, vrsta tla, polozaj
vinograda) te zrelosti grozda (Ribéreau-Gayon i sur., 2006). Na njihovu koncentraciju u vinu,

pored navedenog, utjece i tehnoloski proces prerade i njege vina.
2.2.2. Fermentacijska aroma

Tijekom alkoholne fermentacije nastaje najvazniji dio arome. Alkoholnom
fermentacijom povecava se senzorska i kemijska kompleksnost vina, $to omoguéuje laksu
ekstrakciju tvari koje se nalaze u ¢vrstim dijelovima grozda te sintetiziraju znacajne
koncentracije kvaScevih metabolita i transformiraju se spojevi dobiveni iz grozda (Swiegers i
sur., 2005). Brojni ¢imbenici utjecu na formiranje spojeva fermentacijske arome, a najvazniji

su: uvjeti maceracije (temperatura i trajanje), temperatura fermentacije, pH vrijednost mosta,



soj kvasca koji provodi fermentaciju, udio dusSika u mostu, dodatak sumporovog dioksida 1
koncentracija kisika (Swiegers i sur., 2005). Najznacajniji spojevi nastali metabolizmom
kvasaca su: visi alkoholi, esteri, hlapive masne kiseline, karbonilni spojevi i hlapivi fenoli. U
ranoj fazi fermentacije sintetiziraju se visi alkoholi 1 esteri paralelno sa rastom kvasceve
biomase. Utvrdeno je da su na pocetku fermentacije udjeli alkohola 47 %, acetatnih estera 37 %
te etilnih estera 13 %. Prema zavrSetku fermentacije udjeli hlapivih spojeva se smanjuju zbog

povecéanja udjela alkohola (Ribéreau-Gayon i sur., 2006).

Aromi mladih vina znacajno pridonose esteri, formirani tijekom fermentacije kvasca.
Iako su prisutni u malim koli¢inama u grozdu, veéina acetatnih estera i etilnih estera masnih
kiselina paralelna je s formiranjem etanola. Najzastupljeniji ester je etil acetat. Esteri alkohola
i masnih kiselina kratkog lanca, nazivaju se ,,voéni esteri* zbog svoje ugodne arome (Rapp i
Mandery, 1986).

U bijelim vinima posebno su vazni su etilni esteri masnih kiselina (etil butanoat, kaproat,
kaprilat, kaprat, laurat). Njihova koncentracija je ispod 10 mg L™, ali je ta vrijednost priblizno
10 puta veca od osjetilnog praga. Miris etil kaproata je voénog karaktera. Kako se broj
kiselinskog ugljika povecava, mirisi estera postaju mekani, zatim sapunasti i konacno steari¢ni.
Soj kvasca ima veliki utjecaj na proizvodnju estera, ali jo§ vazniji utjecaj imaju uvjeti
fermentacije. Postoji veliki pozitivan ucinak niskih temperatura fermentacije na ukupnu
koli¢inu visih estera. Aroma takvih vina je karakteristi¢no obiljeZena voénim mirisom, tipi¢nim
za ove estere (Rapp i Mandery, 1986). Prema Avakyants i sur. (1981) za osnovni miris vina
odgovorna su Cetiri estera (etil acetat, i-amil acetat, etil kaproat i kaprilat), dva alkohola (i-butil,

i-amil) i acetaldehid, dok drugi spojevi modificiraju osnovni miris.
2.2.3. Tercijarna aroma - aroma starenja

Tercijarna aroma je aroma koja se stvara tijekom odleZavanja vina ili tijekom starenja
vina u hrastovim ba¢vama. Biokemijskim i kemijskim transformacijama (oksidacijom,
hidrolizom, esterifikacijom) aromatskih spojeva formira se tercijarna aroma za vrijeme
dozrijevanja i starenja vina (Pichler, 2017). Tijekom dozrijevanja, aroma vina znacajno se
mijenja, a kontrola kisika je izrazito je vazna, kako bi se izbjegle negativne oksidacijske
promjene vina. Medu navedenim promjenmaa je promjena boje, odnosno posmedivanje.
Medutim, vrlo cesto je kvaliteta vina naruSena i prije promjene boje, zbog nastajanja

nepozeljnih mirisa usko vezanih uz proces oksidacije, prvenstveno 2-nonenala, eugenola,



benzaldehida i furfurala, spojeva odgovornih za aromu starih, oksidiranih vina (Escudero i sur.,
2002).

2.3. DODATAK ANTIOKSIDANSA U VINA
2.3.1. Sumporov dioksid

Sumporov dioksid (SOz) je zbog svojeg antioksidacijskog i antimikrobnog djelovanja
najcesce koristen konzervans u vinarstvu. U vinu ga nalazimo kao vezani SO> (primjerice za
karbonilne spojeve, kao $to je acetaldehid) te kao slobodni SO, (uglavnom u obliku bisulfitnog
iona (HSO; ), dok je samo mali udio identificiran kao molekularni SO, (Abramovic i sur.,
2015).

Dodatkom sumporovog dioksida u vino ograni¢ava se negativno djelovanje kisika na
vino, odnosno sprjecava njegova oksidacija buduci da ovaj spoj ima sposobnost uklanjanja
vodikovog peroksida, ali i o-kinona (Adachi i sur., 1979; Danilewicz i Wallbridge, 2010).
Naime, Vivas i sur. (1997) pokazali su inhibicijsko djelovanje sumporovog dioksida u
reakcijama oksidacije polifenola, gdje se oksidacija polifenola koji sadrze katehol dogadala
mnogo brze i s veCom potrosnjom SO , ali s minimalnom oksidacijom etanola. S druge strane,
SO, nije djelovao kao ,,hvatac* superoksidnog iona, koje je zapravo ucinkovito uklonjen
askorbinskom kiselinom i polifenolima (Vivas i sur., 1997). Takoder, sumporov dioksid ima
vaznu ulogu u brzoj redukciji oksidiranih polifenola (Cheynier i sur., 1989; Cheynier i sur.,
1993), a utvrdeno je i sinergisticko djelovanje SO, i polifenola (katehina) (Saucier i
Waterhouse, 1999) odnosno sposobnost SO, da vrati kinon u oblik katehola. Nadalje,
istrazivanja provedena u model otopini vina pokazala su kako SO, povecéava antikosidacijsku
sposobnost kafeinske kiseline i galne Kiseline u zastiti estera i terpena od oksidativne

degradacije (Lambropoulosom i Roussisom, 2006).

Obzirom na njegovu vaznost i viSestruko djelovanje (inhibicija rasta nezeljenih
mikroorganizama te sprjeCavanje enzimske oksidacije mosta i vina), proizvodnja vina bez
dodatka SO, nije prihvatljiva za mnoge enologe. Medutim, iako nije dokazano da SO- u
koncentraciji prisutnoj u vinu uzrokuje kancerogene ili genetske mutacije, ovaj aditiv ipak moze
negativno utjecati na zdravlje osjetljivih potrosaca te uzrokovati pseudoalergije (Walker, 1985;
Garde-Cerdan i Ancin-Azpilicueta, 2007). Obzirom na navedeno, pronalaZenje alternativa i

mehanizama za smanjenje koncentracije SO u vinu jedan je najveéih enoloskih izazova.



2.3.2. Glutation

Glutation (GSH, y-L-glutamil-L-cistein glicin) je antioksidans endogenog podrijetla,
kojeg proizvode biljke i zivotinje. Glavna uloga glutationa je eliminacija slobodnih radikala te
zaStita reaktivnih spojeva koji brzo reagiraju s kisikom. Takoder, glutation osigurava zastitu U

reakciji s teSkim metalima koji ometaju procese stani¢nog starenja.

Pompella i sur. (2003) definiraju glutation (GSH) kao vazan antioksidans u biljkama,
zivotinjama, gljivama, i nekim bakterijama koji sprjecava oSte¢enje vaznih stani¢nih

komponenti uzrokovanim reaktivnim vrstama kisika kao $to su slobodni radikali i peroksidi.

Zapravo, glutation (slika 1) je tripeptid s peptidnom vezom izmedu karboksilne
skupine glutamatnog boc¢nog lanca i aminske skupine cisteina (koji je vezan normalnim
peptidom na glicin). Zbog svoje kemijske strukturu, glutation Stititi od oksidacija (Badea i

Antoce, 2015).

Slika 1. Struktura glutationa

Osim §to se nalazi u biljkama, glutation se nalazi u plodovima, medu kojima je vazan
izvor grozde. Prisutnost u grozdu osigurava antioksidacijsku za$titu mosta, jer njegova
kemijska struktura omogucuje oksidaciju svoje tiolne skupine u disulfurnu skupinu, Stite¢i tako
druge molekule od napada reaktivnih vrsta kisika. Visokim afinitetom za kisik ¢uva voéne
aromati¢ne note mladih vina 1 sprjeCava prerano starenje vina. Glutation takoder ima ulogu u
sprjeCavanju stvaranja 0-kinona, koji vinima daju smedu boju, reduciraju¢i ih da uklanjaju
fenolne spojeve. Nedavna istrazivanja pokazala su blagotvoran utjecaj dodavanja glutationa u
tehnologiji proizvodnje vina, posebno za ocuvanje sortnog karaktera vina dobivenog iz
aromati¢nog grozda te izravnu vezu izmedu oksidacijske stabilnosti vina, vrijednosti pH,
ukupnih fenola i ukupnog SO, i GSH dodanih mostu ili vinu tijekom punjenja (Badea i Antoce,

2015). GSH moze poboljsati stabilnost vina i sprijeCiti pojavu atipi¢nih oksidativnih nota



tijekom starenja vina. S obzirom da ima sli¢énu ulogu antioksidativne zaStite u svim Zivim
bi¢ima, logi¢na je pretpostavka da glutation moze funkcionirati na sli¢an nacin u procesiranoj
hrani i da moZze pridonijeti smanjenju doze sumporovog dioksida koji se koristi kao
antioksidans u za$titi vina. lako je zbog visestrukih funkcija sumporovog dioksida tesko
predvidjeti njegovu potpunu zamjenu, u buduénosti glutation bi mogao biti dobar kandidat za

djelomi¢nu zamjenu (Badea i Antoce, 2015).



2.4. ULTRAZVUK

Ultrazvuk podrazumijeva ultrazvu¢ne valove c¢ija je frekvencija visa od 16 kHz.
Frekvencija u rasponu od 16 Hz do 16 kHz je frekvencija koje ljudsko uho moze ¢uti, dok je za

ljudsko slusno podrucje frekvencija ultrazvuka previsoka (McClements 1995; Mason 1998).

Primjena ultrazvuka zadnjih dvadesetak godina u znanosti, tehnologiji i prehrambenoj
industriji je sve veca. Obzirom na frekvenciju, zvucni valovi mogu se podijeliti u vise podrucja
koja odreduju njihovu potencijalnu primjenu. U prehrambenoj industriji razlikujemo ultrazvuk

niske snage i ultrazvuk visoke snage.

Ultrazvuk niske snage obuhvaca visoke frekvencije od 2 do 20 MHz te niske intenzitete
(manje od 1 W cm™). To je neinvazivna tehnika koja nema utjecaja na fizikalne i kemijske
promjene u svojstvima materijala kroz koje prolazi ultrazvuc¢ni val (Leadley i Williams, 2006).
Neke od primjena su odredivanje stranih tijela (Brn¢ic¢ i sur., 2009b), odredivanje koncentracije
tvari u hrani (McClements, 1995), odredivanje razine kapljevina, mjerenje brzine protoka

tekucina (Choi i sur., 2002), odredivanje reologije namirnica (Brn¢i¢, 2006).

Ultrazvuk visoke snage obuhvacéa niske frekvencije od 20 do 100 kHz te visoke
intenzitete (u rasponu od 10 do 1000 Wem™ ) (McClements, 1995.; Mason, 1998.). Ultrazvuk
visoke snage moze uzrokovati odredene kemijske i fizikalne promjene u materijalima na kojima
se primjenjuje. Naime, Sirenjem ultrazvucnih valova visokog intenziteta frekvencije viSe od
20 kHz kroz namirnicu unosi se velika koli¢ina energije koja moZe imati razli¢ite mehanicke,
kemijske 1 biokemijske u€inke 1 na taj nacin utjecati na kvalitetu namirnica tijekom 1 nakon
prerade. IstraZivanja se ve¢inom temelje na frekvencijskom podrucju od 20 kHz do 40 kHz, jer
ima najucinkovitije djelovanje u smislu djelovanja kavitacije (Patist i Bates, 2008). Najcesce se
koristi za suSenje, homogenizaciju, ekstrakciju, odzracivanje tekucina, ¢iS¢enje, destilaciju te

uklanjanja nepoZeljnih mikroorganizama.

Kada se ultrazvuk visoke snage primjeni na neki sustav (namirnicu), odnosno kada
zvucni val prode kroz tretirani medij, stvaraju se longitudinalni valovi te dolazi do
naizmjeni¢nih ciklusa ekspanzije i kompresije (Bosiljkov i sur., 2009), tj. u tretiranom mediju
dolazi do tla¢nih promjena i nastaju kavitacije gdje se formiraju mjehuri¢i plina (Patist i Bates,
2008). Postoje dvije vrste kavitacija, stabilne kavitacije, bez implozije, gdje se kavitacijski
mjehuri¢i sudaraju, te prijelazne gdje kavitacijski mjehuri¢i implodiraju, pri ¢emu prenose

energiju u okolni medij (Dolatowski i sur. 2007; Brn¢i¢ i sur., 2009a). Tijekom ekspanzijskog
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ciklusa kavitacijski mjehuri¢i imaju vecu povrsinu, pri ¢emu dolazi do povecéanja difuzije plina
u mjehuri¢, $to uzrokuje ekspanziju mjehuri¢a. Nakon $to kavitacijski mjehuri¢ postigne
maksimalnu veli¢inu i kada procesi postanu kriti¢ni unutar kavitacijskog mjehurica, dolazi do
kolapsa mjehurica i Sirenja energije u okolinu. Prilikom pucanja kavitacijskih mjehuri¢a nastaju
vrlo visoke temperature ( do 5500 K) i tlakovi (do 100 MPa) u mediju. Karakteristike ultrazvuka
(intenzitet, frekvencija), okolni uvjeti (temperatura, vlaznost, tlak) i svojstva proizvoda
(viskoznost, povrSinska napetost i gustoca) utjeCu na sposobnost ultrazvuka da izazove

kavitacije (Dolatowski i sur. 2007; Brn¢i¢ i sur., 2009a).
2.4.1. Primjena ultrazvuka u vinarstvu

Jedan od pozitivnih u¢inaka ultrazvuka koristan za ubrzavanje procesa proizvodnje vina
je njegova sposobnost poboljSavanja prijenos tvari iz stanice. Naime, ultrazvuk pospjesSuje
otpustanje intrastani¢nih tvari iz staniénih membrana te znacajno smanjuje njezinu selektivnost,

dok mehanicka aktivnost ultrazvuka potpomaze difuziju otapala u tkivo.

Ferraretto 1 sur. (2013) istrazili su mogucnost primjene ultrazvuka u industriji vina s
ciljem ubrzanja pojedinih reakcija (koje su termodinamicki moguce, ali kineti¢ki spore) i
cjelokupnog procesa proizvodnje vina. Naime, utvrdili su kako djelovanjem ultrazvuka dolazi
do poboljsanja ekstrakcije fenolnih spojeva iz grozda, razbijanjem stani¢ne stjenke zbog
alternativnog pritiska i kavitacije (vrijeme tretmana od 1 do 5 minuta na tri razlicite razine
amplitude - 30, 60 i 90 %), uz smanjenje trajanja maceracije. Takoder, utvrdeno je kako
primjena ultrazvuka tijekom dozrijevanje vina na talogu (1, 3 i 5 min na 30, 60 i 90 % amplitude,
s 3 ponavljanja testa na 60 % za 3 min) pozitivno utjece na procese autolize kvasca te ubrzava

starenja vina na talogu (Ferraretto i sur., 2013).

Cacciola i sur. (2013) ispitali su djelovanje ultrazvuka (vrijeme tretmana od 1 do 5 min
na tri razli¢ite razine amplitude 30, 60 1 90 %) na vinu koje odleZava na talogu, kako bi provjerili
mogucnost ubrzavanja oslobadanja zaStitnih koloida (tj. polisaharida). Ucinci navedenog
tretmana usporedeni su s uobi¢ajenim procesom starenja vina na talogu i enzimskim tretiranjem
taloga pomocu B-glukanaze koja je u stanju razgraditi glukane i olaksati oslobadanje
intrastani¢nih komponenti. Ultrazvucni tretman vina na talogu rezultirao je povecanjem
ukupnih koloida, proteina 1 polisaharida iz kvasca u mediju sa smanjenjem promjera Cestica
koloida te je time otkriven znacajan ucinak ultrazvuka na ekstrakciju stani¢nih komponenti u

usporedbi s klasi¢énim odleZavanjem vina na talogu (Cacciola i sur., 2013).
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Zheng i sur. (2014) ispitivali su niskofrekventne ultrazvucne valove od 28 i 45 kHz s
ciljem ubrzavanja procesa starenja vina. Rezultati su pokazali da je tretman ultrazvukom vina
na 45 kHz 1 360 W u trajanju od 30 minuta djelotvorno ubrzao proces starenja, pri ¢emu
utvrdeno znacajno smanjenje koncentracije visih alkohola te znacajno povecanje koncentracije

estera.

Ultrazvucni tretmani utjecu na povecanje koncentracije fenolnih spojeva u crnom vinu
(Tudose-Sandu-Ville i sur., 2012; Coletta i sur., 2013) i ubrzavanje njegovog starenja
induciranjem reakcija polimerizacije i kopolimerizacije antocijana i tanina. Ipak, potrebno je
izbjegavati tretman visokim zvucnim pritiscima, buduéi bi oni mogli uzrokovati usporavanje
navedenih reakcije (Masuzawa 1 sur., 2000). Naime, za fenolnu kvalitetu vina obicno su
odgovorna tri parametra: ukupni fenolni spojevi, koji su odgovorni za senzorska svojstva i
stabilnost vina, antocijani koji su odgovorni za boju u crnim vinima, i ukupni tanini koji daju
trpkocu vinu te su ukljuceni u kopigmentacijske i kopolimerizacijske reakcije s antocijanima

(Dipalmo i sur., 2016).

Tedjo i sur. (2002) istrazili su svojstva kvalitete soka od grozda za proizvodnju vina
netoplinskim tehnikama, uklju€ujucéi i ultrazvuk, a analiza kvalitete (Seceri, antocijani, minerali,
kiselost, boja) pokazale su da ultrazvuéno tretirani sokovi imaju poboljsanu kvalitetu u odnosu

na netretirane uzorke.
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3.EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJAL
3.1.1. Uzorci vina Cabarnet Sauvignon

Vino koristeno u ovom radu bilo je crno vino Cabernet Sauvignon (Erdutski vinogradi
d.o.o., Erdut, Hrvatska), proizvedeno 2017. godine sa sniZzenim udjelom sumporovog dioksida.

U tablici 1. prikazan je fizikalno-kemijski sastav crnog vina Cabernet Sauvignon.

Tablica 1. Osnovni fizikalno-kemijski sastav vina Cabernet Sauvignon

Parametar Cabernet Sauvignon
Alkohol (vol %) 13,1
Ukupna kiselost (g L™ vinske kiseline) 5,3

Hlapiva kiselost(g L™ octene kiseline) 0,61
Reducirajuéi Seéeri (g L™?) 41

pH 3,46
Jabuéna kiselina (g L™?) 0,1
Mlijeéna kiselina (g L) 1,3

Ukupni sumporov dioksid (mg L™?) 25

Slobodni sumporov dioksid (mg L) 15

3.1.2. Kemikalije

Reagensi koriSteni u spektrofotometrijskim analizama bili su najmanje pro analysis
(p.a.) stupnja Cistoce, a za analizu provedenu plinskom i teku¢inskom kromatografijom visoke

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

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

e n-Amil alkohol- Fluka, Kemika, Zagreb, Hrvatska

¢ Natrijev karbonat, bezvodni, p.a. Gram-mol, Zagreb, Hrvatska
¢ Natrijev hidrogen sulfit, p.a. Acros, Geel, Belgija

¢ Folin Ciocalteu reagens, Reagecon, Shannon, Irska

e Klorovodi¢na kiselina (37 %), Carlo Erba, Val del Reuil, Francuska
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e Mravlja kiselina (98-100 %), Carlo Erba, Val del Reuil, Francuska

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

e Metanol (100 %), Carlo Erba, Val del Reuil, Francuska

e Acetonitril (100 %), HPLC cistoce, J.T.Baker, Deventer, Nizozemska

3.1.3. Aparatura i pribor

Aparatura:

Ultrazvuéni procesor Qsonica Sonicators 700 W, Qsonica Sonicators, Newtown, SAD

Spektrofotometar (Specord 50 Plus), AnalytikJena, Jena, Njemacka
Analiticka vaga, Mettler Toledo, Columbus, OH, SAD

Termostat, Inkolab, Zagreb, Hrvatska
HPLC Agilent Technologies 1260 Series, Santa Clara, CA, SAD sastavljen iz sljedecih

komponenti:

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

Termostat Autosampler-a (FC/ALS Term) G1330B
Temostatirani odjeljak za kolonu (TCC SL ) G1316B
Diode Array Detector (DAD VL) G1316A

v" Agilent Chemstation Softver

AN N NN

e Plinski kromatograf (GC), Agilent Technologies 6890 Network GC System, Santa
Clara, CA, SAD

e Maseni spektrometar, Agilent Technologies 5973 Inert Mass Selective Detector, Santa
Clara, CA, SAD

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

Pribor:

Mikropipete od 100 i 1000 uL, Eppendorf, Hauppauge, NY, SAD
Staklena ¢asa od 400 mL
Staklene tube za hidrolizu, Pirex, Corning, NY, SAD

Pipete volumena 10, 20, 25 mL
Odmijerne tikvice volumena 10, 25, 50, 100, 250, 500 i 1000 mL
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Staklene epruvete

Plasti¢na ladica za vaganje

Laboratorijske ¢ase volumena 100, 150, 250 mL

Staklene kivete od 1 cm

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

HSS bocdice, 20 mL, Restek, Bellefonte, PA, USA

Silikonski ¢epovi za HSS bocice, Diiren, Njemacka
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3.2. METODE
3.2.1. Priprema vina za tretiranje

Tretmani vina ukljucivala su nekoliko varijanti antioksidansa, a pritom su koriSteni
antioksidansi glutation i sumporov dioksid. Varijante tretiranih vina obuhvatile su: (i) vino sa
snizenom koncentracijom SO, (15 mg L? slobodnog SO); (ii) vino sa snizenom
koncentracijom SO; i glutationom (15 mg L™ slobodnog SO, uz dodatak 20 mg L™* glutationa
te (iii) vino sa standardnim SO, (30 mg L slobodnog SO2) Kontrolno vino je vino sa

standardnim udjelom SOx.
3.2.2. Tretman vina ultrazvukom visokih snaga (HPU)

Za tretman vina ultrazvukom visokih snaga koriStena je ultrazvu¢na sonda promjera
25,4 mm i ultrazvuéni procesor snage 700 W i 20 kHz (Qsonica Sonicators, Newtown, SAD).
Tretiranja su izvrSena pri amplitudi ultrazvuc¢nog vala od 25 % i trajanju tretmana od 6 minuta.
Postupak HPU tretiranja vina bio je sljedec¢i: 300 mL vina stavljeno je u staklenu ¢asu od
400 mL. Zatim je ultrazvucna sonda uronjena u uzorak (oko 2 cm) i centrirana u sredinu case.
Tijekom HPU tretmana temperatura je odrzavana na 25 °C hladenjem ledom. Analiza vina

povedena je odmah nakon primijenjenog tretmana.
3.2.3. Odredivanje ukupnih fenola u crnom vinu
Princip odredivanja:

Odredivanje ukupnih polifenola temeljeno je na reakciji fenolnih spojeva sa Folin-
Ciocalteu reagensom kojeg ¢ine smjesa fosfovolframove i fosfomolibdenove kiseline
(Singleton i Rossi, 1965). Intenzitet nastalog plavog obojenja izmjeren je spektrofotometrijski

pri valnoj duljini od 765 nm. Rezultat je izraZen kao ekvivalent galne kiseline (GAE) u mg L™.
Postupak odredivanja:

U tikvicu od 100 mL otpipetirati 1 mL uzorka bijelog vina ili razrijedenog (1:9) uzorka
crnog vina, 5 mL Folin Ciocalteu reagensa (razrijedenog 1:2) i 60 mL vode. Sve promijeSati 1
nakon 30 sekundi dodati 15 mL 20 % otopine natrijevog karbonata. Tikvica zatim nadopuniti
do oznake s destiliranom vodom i ostaviti 2 sata na sobnoj temperaturi. Slijepu probu pripremiti
na isti nac¢in, ali je umjesto uzorka uzeti 1 mL destilirane vode. Nakon 2 sata izmjeriti

apsorbanciju pri valnoj duljini od 765 nm.

16



Izrada bazdarnog pravca:

Otopine galne kiseline pripremiti u 100 % metanolu sljede¢ih koncentracija: 50, 200,
400 i 600 mg L. U tikvicu od 100 mL otpipetirati 1 mL otopine odredene koncentracije, te se
dalje primijeniti propis za odredivanje ukupnih fenola. Izraditi bazdarni pravac pri ¢emu se na
apscisu nanijeti koncentracije galne kiseline (mg L™), a na ordinatu izmjerene vrijednosti

apsorbancije kod 765 nm.
Racun:

Pomoc¢u programa Microsoft Excel dobivena je jednadzba pravca prema kojoj je

izracunata koncentracija ukupnih fenola.
IzraCunata jednadzba pravca:

y=0,0010x + 0,0276

R?= 0,999

gdje je:

y- apsorbancija pri 765 nm

x- koncentracija galne kiseline (mg L™?)

R?- koeficijent determinacije

3.2.4. Odredivanje ukupnih tanina u crnom vinu

Princip odredivanja:

Ukupni tanini odredeni su Bate-Smith metodom temeljenoj na kiselinskoj hidrolizi
proantocijanidina, tzv. kondenziranih tanina na temperaturi od 100 °C pri ¢emu dolazi do

formiranja obojenih antocijanidina (Ribereau-Gayon i Stonestreet, 1966).

Razlika obojenja izmedu zagrijanog, hidroliziranog 1 nehidroliziranog uzorka drZanog na
sobnoj temperaturi odredena je spektrofotometrijski pri valnoj duljini 550 nm, a pokazuje

koli¢inu ukupnih tanina u uzorku.
Postupak odredivanja:

U dvije tube za hidrolizu otpipetirati po 2 mL uzorka (razrijedenog 49:1), 1 mL
destilirane vode te 3 mL koncentrirane klorovodi¢ne kiseline te tube hermeticki zatvoriti . Jednu

tubu ostaviti je na sobnoj temperaturi, a drugu staviti u vodenu kupelj na 100 °C. Nakon 30
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minuta, tubu izvaditi iz vodene kupelji te ohladiti ledom kako bi se $to prije zaustavila daljnja
reakcija kiselinske hidrolize. U svaku od tuba potom dodati 0,5 mL etanola. Izmjeriti opticku

gustocu pri 550 nm nasuprot destiliranoj vodi kao slijepoj probi.
Racun:
Koncentracija tanina u 50 puta razrijedenom uzorku izracunata je prema formuli:

Tanini (g L™1)=19,33 x (D1-Dy)

gdje je:

19,33- faktor preracunavanja

D1- opticka gustoca hidroliziranog uzorka

D2-opticka gustoca nehidroliziranog uzorka

3.2.5. Odredivanje ukupnih antocijana u crnom vinu

Princip odredivanja:

Ukupna koli¢ina antocijana u uzorku vina odredena je pomoc¢u metode bazirane na
dodatku otopine natrij hidrogensulfita u uzorak te ¢injenici da se HSO3 ion veze na 2' polozaj
obojene molekule antocijana te ju tako prevodi iz obojenog kationa u njen bezbojni leuko oblik.
Istovremeno, paralelni uzorak ekstrakta pokozice grozda tretiran je destiliranom vodom pri
¢emu ne dolazi do nikakve promjene na strukturi molekula antocijana. Koli¢inu prisutnih
antocijana pokazuje razlika spektrofotometrijski odredenih apsobrancija u oba uzorka
(Ribéreau-Gayon i Stonestreet, 1965).

Postupak odredivanja:

U tikvicu od 25 mL otpipetirati 1 mL uzorka, 1 mL 0,1 (v/v) klorovodi¢nom kiselinom
zakiseljenog 96 % etanola i 20 mL 2 % vodene otopine klorovodi¢ne kiseline. Po 10 mL
napravljene smjese otpipetirati u dvije tikvice nakon ¢ega u prvu tikvicu dodati 4 mL destilirane
vode, a u drugu 4 mL 15 % otopine natrijevog hidrogensulfita. Nakon 15 minuta izmjeriti
apsorbancija oba uzorka na 520 nm nasuprot destiliranoj vodi kao slijepoj probi.

Racun:
Udio antocijana u ispitivanom uzorku ekstrakta pokoZice grozda izraCunat je prema

formuli:
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Ac (mg L) =875 x (D1-D2)

gdje je:

A (mg L) — koli¢ina antocijana u ispitivanom uzorku
875 — faktor preraCunavanja

D:- apsorbancija uzorka kojemu je dodana voda

D2- apsorbancija uzorka kojemu je dodana 15 % otopina natrijevog hidrogensulfita

3.2.6. Odredivanje slobodnih antocijana u crnom vinu primjenom tekucinske kromatografije

visoke djelotvornosti (HPLC)

Sastav ukupnih slobodnih antocijan-3-O-glukozida (delfinidin-3-O-glukozid, cijanidin-
3-O-glukozid, petunidin-3-O-glukozid, peonidin-3-O-glukozid i malvidin-3-O-glukozid),
antocijan-3-O-glukozid acetata (peonidin-3-O-glukozid acetat i malvidin-3-O-glukozid acetat),
antocijan-3-O-glukozid p-kumarata (peonidin-3-O-glukozid p-kumarat i malvidin-3-O-
glukozid p-kumarat) u uzorcima vina odreden je primjenom tekucinske kromatografije visoke
djelotvornosti (HPLC). Kromatografske analize povedene su na Agilent1260 Series (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, SAD) HPLC uredaju uz module kvarterne pumpe,

autosamplera, modula kolone te uz detekciju na DAD detektoru.

Priprema uzorka za HPLC analizu sastojala se filtriranja uzorka vina kroz celuloza
acetat filtar promjera 25 mm i veli¢ine pora 0,45 pum (Filter-Bio, Labex Ltd, Budimpesta,
Madarska). Injektirano je 20 pL ovako pripremljenog uzorka. Kromatografsko razdvajanje
izvrSeno je na koloni Nucleosil C18, dimenzija 250 x 4,6 mm (Phenomenex, Phenomenex Inc.,
Torrance, CA, SAD), pri temperaturi od 40 °C te uz primjenu binarne mobilne faze: otapalo A
(voda/mravlja kiselina; 95:5; v/v) i otapalo B (acetonitril/mravlja kiselina; 95:5; v/v) (Lorrain i
sur., 2011). Pripremljene mobilne faze su filtrirane 1 odzracene. Razdvajanje slobodnih
antocijana provedeno je primjenom gradijenta prikazanog u tablici 2 uz protok mobilne faze od

1 mL min,
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Tablica 2. Gradijent koriSten za razdvajanje slobodnih antocijana

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

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

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

glukozid p-kumarata i malvidin-3-O-glukozid p-kumarata.

3.2.7. Odredivanje spojeva sortne i fermentacijske arome crnog vina plinskom kromatografijom

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

Odredivanje spojeva arome provedeno je primjenom plinske kromatografije s masenom
detekcijom (GC/MS) uz prethodnu mikroekstrakciju na ¢vrstoj fazi (SPME) prema metodi
Tomasevic i sur. (2016). Odredeni su sljede¢i spojevi arome: norizoprenoidi [B-damaskenon i
1,1,6-trimetil-1,2-dihidronaftalen (TDN)], esteri [etilni esteri (etil butanoat, etil heksanoat, etil
oktanoat, etil dekanoat i dietil sukcinat), acetatni esteri (etil acetat, i-butil acetat, i-amil acetat,
heksil acetat i 2-feniletil acetat), visi alkoholi (i-amil alkohol, 1-heksanol, cis-3-heksen-1-ol i
2-fenil etanol) i hlapive masne kiseline (kapronska, kaprilna i kaprinska kiselina).
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Princip GC/MS analize baziran je na razdvajanju spojeva arome u uzorku koji se strujom
inertnog plina nosioca unosi na kromatografsku kolonu. Na koloni dolazi do razdvajanja
sastojaka izmedu nepokretne faze - adsorbensa i pokretne faze — plina nosioca. Vrijeme
zadrzavanja pojedinog spoja na kromatografskoj koloni pri zadanim uvjetima naziva se
retencijsko vrijeme. Na izlazu iz kolone nalazi se maseni detektor u kojem se odreduje
prisutnost odijeljenih sastojaka uzorka u pokretnoj fazi. U masenom detektoru dolazi do
ionizacije spojeva te svaki spoj karakterizira odredeni omjer mase i naboja (m/z). Detektor
redom detektira koli¢inu eluiranih sastojaka kao funkciju vremena te na racunalu dobivamo
kromatogram. Svaki pik na kromatogramu karakteristican je za pojedini spoj, a povrsina ispod
pika proporcionalna je koncentraciji pojedinog spoja u uzorku. Integracijom povrSine dobiva

se to¢na koncentracija u mg L.

GC/MS analiza:

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

Australija

Uvijeti rada plinskog kromatografa (GC/MS):
e Temperatura injektora: 250 °C
e Temperatura detektora: 280 °C
e Temperaturni program: 40 °C, 5 min— 200 °C, 3 °C min* — 240 °C, 30 °C min*
e Pokretna faza: Helij
e Protok pokretne faze: 1,2 mL min™

e Mode injektiranja: ,,Splitless*
Priprema uzorka za mikroekstrakciju na cvrstoj fazi (SPME):

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

prenijeti u injektor plinskog kromatografa i postaviti na desorpciju u trajanju od pet minuta.
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Identifikacija i kvantifikacija spojeva arome:

Identifikacija spojeva arome provedena je usporedbom retencijskih vremena spojeva s
retencijskim vremenima standarda te usporedbom masenih spektara spojeva s masenim
spektrima u Nist05 knjiznici masenih spektara. Kvantifikacija navedenih spojeva arome
provedena primjenom bazdarnih krivulja pripadaju¢ih standarda. Analiza svakog uzorka
provedena je u duplikatu, a dobiveni rezultati izrazeni su u mg L. Ukupni norizoprenoidi
izracunati su kao suma koncentracija f-damaskenona i TDN-a. Ukupni etilni esteri izracunati
su kao suma koncentracija etil butanoata, etil heksanoata, etil oktanoata, etil dekanoata i dietil
sukcinata; dok su acetatni esteri izracunati su kao suma koncentracija etil acetata, i-butil acetata,
i-amil acetata, heksil acetata i 2-feniletil acetat. Ukupni vi$i alkoholi izraunati su kao suma i-
amil alkohola, 1-heksanola, cis-3-hexen-1-ola, 2-fenil etanola. Ukupne hlapive masne kiseline
izracunate su kao suma kapronske, kaprilea i kaprinske kiseline. Racunalna brada dobivenih
kromatograma provedena je u programu Enhanced ChemStation (Agilent Technologies), a

analiza rezultata u programu Microsoft Excel 2016.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovoga rada bio je utvrditi utjecaj ultrazvuka i dodataka antioksidansa na stabilnost
polifenolnih spojeva i arome, odnosno istraziti utjecaj ove netoplinske tehnike na kvalitetu vina

prilikom proizvodnje vina sa snizenim udjelom sumporovog dioksida.

Crno vino Cabernet Sauvignon tretirano je ultrazvukom visokih snaga uz dodatak
razli¢itih koncentracija antioksidansa (sumporovog dioksida i glutationa). Za tretman vina
ultrazvukom koristena je ultrazvucna sonda promjera 25,4 mm i ultrazvuéni procesor snage
700 W 1 20 kHz (Qsonica Sonicators, Newtown, SAD). Tretiranja su izvrSena pri amplitudi
ultrazvuénog vala od 25 % i trajanju tretmana od 6 minuta. Na uzorcima je provedena
spektrofotometrijska analiza koncentracije ukupnih fenola, tanina i antocijana, a dobiveni
rezultati prikazani su na slikama 2-4. Sastav slobodnih antocijana odreden je primjenom
tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC) i prikazan u tablici 3 i slikama 5-7.
Analiza sastava arome provedena je plinskom kromatografijom s masenom spektrometrijom uz
mikroekstrakciju na ¢vrstoj fazi (SPME-GC/MS), a dobiveni rezultati prikazani su u tablici 3

te na slikama 8-12.
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4.1. UTJECAJ ULTRAZVUKA VISOKIH SNAGA | DODATAKA ANTIOKSIDANSA
NA SASTAV POLIFENOLIH SPOJEVA VINA

Utjecaj ultrazvuka visokih snaga i dodatka antioksidansa na sastav ukupnih fenola
prikazan je na slici 2. Tretiranje ultrazvukom vina sa standardnom koncentracijom SOz nije
utjecalo na promjene u sastavu ukupnih fenola, budu¢i da usporedbom kontrolnog uzorka s
navedenim tretiranim uzorkom nisu utvrdene znacajne razlike. Nadalje, vino tretirano
ultrazvukom sa snizenom koncentracijom SO2 uz dodatak glutationa pokazalo je tek neznatno
nizu koncentraciju ukupnih fenola od kontrolnog uzorka, kao i tretiranog uzorka s standardnom
koncentracijom SO2, vjerojatno zbog Cinjenice da glutation ima sposobnost zaStite lako
oksidiranih spojeva poput fenola smanjenjem potrosnje kisika (Kritzinger i sur., 2012). S druge
strane, najniza koncentracija ukupnih fenola zapazena je u tretiranom vinu sa snizenom
koncentracijom SO. Iz dobivenih rezultata jasno je vidljivo kako koncentracija SO2 i glutationa
igra vaznu ulogu prilikom tretiranja vina ultrazvukom pri ¢emu su dodani antioksidansi
pokazali zastitno djelovanje na sastav ukupnih fenola. Ranija istraZivanja Tudose-Sandu-Ville
i sur. (2012) te Coletta i sur. (2013) pokazala su kako ultrazvuc¢ni tretmani utje¢u na sastav

fenolnih spojeva u crnom vinu i ubrzanje njegova starenja.

Utjecaj ultrazvuka visokih snaga i dodataka antioksidansa na sastav ukupnih tanina
prikazan je na slici 3. 1z dobivenih rezultata vidljivo je kako nije doslo do znacajnih razlika u
koncentraciji kontrolnog uzorka s uzorkom sa standardnim SO,, uzorkom sa snizenim SO, |
glutationom i uzorkom sa snizenim SO,. Ferraretto i Celotti (2016) u svom istrazivanju postigli
su najzanimljivije rezultate u sastavu flavanola. Analiza katehina pokazala je povecanje
vrijednosti na svim uzorcima, jer je tretman potaknuo oslobadanje monomernih katehina iz

tanina s razli¢itim uc¢incima na njihovu reaktivnost.

Na slici 4 prikazan je utjecaj ultrazvuka visokih snaga i dodatka antioksidansa na sastav
ukupnih antocijana, iz koje je vidljivo kako nije doslo do znaCajnog smanjenja koncentracije
ukupnih antocijana. Usporedbom kontrolnog uzorka s uzorkom sa standardnim SO, pokazalo
je neznacajno nizu koncentraciju, dok uzorak sa snizenim SO, i glutationom, kao i uzorak sa
snizenim SO, pokazuju pokazuje malo veée odstupanje u koncentraciji u odnosu na kontrolni
uzorak, $to se slaze s ranijim istrazivanjima Zhang i sur. (2016) te Ferraretto i Celotti (2016),
gdje nije zabiljeZeno znacajno smanjenje koncentracije antocijana, osim u tretmanima koji

koriste visoku temperaturu.
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tanina
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Slika 4. Utjecaj ultrazvuka visokih snaga i dodataka antioksidansa na koncentraciju ukupnih
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Tablica 3. Utjecaj ultrazvuka visokih snaga i dodatka antioksidansa na koncentraciju slobodnih

antocijana u vinu Cabernet Sauvignon

p-kumarat

UZORCI
kontrola standardni | sniZzeni SO2i | sniZeni SO2
SO2 glutation

ANTOCIJAN-3-O-GLUKOZIDI
Delfinidin-3-O-glukozid 6,76 + 0,40 6,61+0,40 |6,34+0,55 4,10 £ 0,04
Cijanidin-3-O-glukozid 1,82+ 0,24 152+0,39 |1,34+0,13 1,09 £ 0,23
Petunidin-3-O-glukozid 7,69 +£0,99 6,24 +0,18 | 5,60+0,72 3,89+0,10
Peonidin-3-0O-glukozid 5,57+0,28 543+0,57 |4,48+0,89 |3,66+0,51
Malvidin-3-O-glukozid 57,58 +0,13 57,80+ 0,67 | 54,65+ 0,00 | 53,73+0,61
ANTOCIJAN-3-O-GLUKOZID ACETATI
Peonidin-3-O-glukozid 1,82 +0,01 1,79+0,04 |1,71+0,07 1,13+ 0,04
acetat
Malvidin-3-O-glukozid 17,12 +£ 0,39 17,12+ 0,46 | 16,99 +1,15 | 15,26+0,86
acetat
ANTOCIJAN-3-O-GLUKOZID p-KUMURATI
Peonidin-3-O-glukozid 2,92 + 0,07 2,85+0,07 |280+0,29 |2,08+0,37
p-kumarat
Malvidin-3-O-glukozid 5,22 +0,72 5,03+0,86 | 4,76 +0,36 4,19+ 0,21

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost dvaju mjerenja + standardna devijacija.
Koncentracija spoja izaZena je u mg L.
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Slika 6. Utjecaj ultrazvuka visokih snaga i dodataka antioksidansa na koncentraciju ukupnih
antocijan-3-O-glukozid acetata
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Slika 7. Utjecaj ultrazvuka visokih snaga i dodataka antioksidansa na koncentraciju ukupnih

antocijan-3-O-glukozid p-kumurata

U tablici 3 prikazani su pojedinacni spojevi antocijan-3-O-glukozida, gdje je uoceno da
delfinidin-3-O-glukozid, u odnosu na kontrolni uzorak koji iznosi 6,76 + 0,40 ne pokazuje
znacajne promjene u koncentraciji u odnosu na uzorak sa standardnim SO, i uzorak sa snizenim
SO, i glutationom, dok je u uzorku sa snizenim SO, uoden neSto veéi pad, te njegova
koncentracija iznosi 4,10 + 0,04. Cijanidin-3-O-glukozid u odnosu na kontrolni uzorak ne
pokazuje veliko odstupanje u uzorku sa standardnim SO, ali je u uzorku sa snizenim SO; i
glutationom te uzorku sa snizenim SO, uocen pad koncentracije. Petunidin-3-O-glukozid kao
jedan od spojeva antocijan-3-O-glukozida pokazuje najveci pad koncentracije u odnosu na
kontrolni uzorak koji iznosi 7,69 + 0,99 , a najveéi pad uocen je kod uzorka sa snizenim SO,
koji iznosi 3,89 £ 0,10. Peonidin-3-O-glukozid i malvidin-3-O-glukozid su sli¢no reagirali na
djelovanje ultrazvukom visokih snaga i dodatkom antioksidansa, jer se u oba spoja
koncentracija u odnosu na kontrolni uzorak neznacajno promijenila u uzorku sa standardnim
SO,, dok se u uzorku sa snizenim SO, i glutationom i uzorku sa snizenim SO, blago smanjila.
Takoder, uoavamo da je i malvidin-3-O-glukozid najdominantniji slobodni antocijani, sto se
slaze sa istrazivanjem Curko i sur. (2017) gdje su tretirali tri uzorka crnog vina: Cabernet

Sauvignon, Merlot i Plavac mali. Rezultati su kao i u nasem istrazivanju potvrdili da je
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najzastupljeniji slobodni antocijan malvidin-3-O-glukozid u svim uzorcima vina (Curko i sur.,
2017).

Na slici 5 koja prikazuje utjecaj ultrazvuka visokih snaga i dodataka antioksidansa na
koncentraciju ukupnih slobodnih antocijan-3-O-glukozida. Koncentracija sliéna onoj kod
kontrolnog uzorka utvrdena je u tretiranom uzorku sa standardnim SO,, dok se kod uzorka sa

snizenim SO, i glutationom te uzorka sa snizenim SO, koncentracija blago smanjila.

Nadalje, sastav peonidin-3-O-glukozid acetata (tablica 3) pokazuje neznacajno
odstupanje u koncentraciji u uzorku sa standardnim SO, i uzorku sa snizenim SO, i glutationom
u usporedbi sa kontrolnim uzorkom, dok je kod uzorka sa snizenim SO, uocen pad. S druge
strane, kod malvidin-3-O-glukozid acetata uocena je slicna koncentracija kontrolnog uzorka i
uzorka sa standardnim SO,, dok je kod uzorka sa snizenim SO, i glutationom i uzorka sa

snizenim SO, uoc¢en blagi pad u koncentraciji u odnosu na kontrolni uzorak.

Na slici 6 koja prikazuje utjecaj ultrazvuka visokih shaga i dodataka antioksidansa na
koncentraciju ukupnih antocijan-3-O-glukozid acetata vidljivo je da uzorak sa standardnim SO,
iuzorak sa snizenim SO, i glutationom ne pokazuje znacajne promjene u koncentraciji u odnosu

na kontrolni uzorak, dok je pad koncentracije vidljiv kod uzorka sa snizenim SO,.

Pojedinac¢ni antocijan-3-O-glukozid p-kumurati: peonidin-3-O-glukozid p-kumarat i
malvidin-3-O-glukozid p-kumarat prikazani su u tablici 3. Peonidin-3-O-glukozid p-kumarat u
odnosu na kontrolni uzorak nije pokazao velike promjene u koncentraciji kod uzorka sa
standardnim SO, dok je kod uzorka sa sniZzenim SO, i glutationom i uzorka sa sniZzenim SO,
uocen blagi pad. Malvidin-3-O-glukozid p-kumarat nije pokazao znacajno velike promjene u
koncentraciji u uzorku sa standardnim SO, u odnosu na kontrolni uzorak, ali kod uzorka sa

snizenim SO, i glutationom i uzorku sa snizenim SO, vidljiv je blagi pad koncentracije.

Utjecaj ultrazvuka visokih snaga i dodataka antioksidansa na koncentraciju ukupnih
antocijan-3-O-glukozid p-kumurata graficki je prikazan na slici 7, gdje je od uzorka sa snizenim
SO, i glutationom i uzorka sa snizenim SO, uocen pad koncentracije u odnosu na kontrolni
uzorak, dok je koncentracija uzorka sa standardnim SO, sli¢na kontrolnom uzorku. Sli¢ne
rezultate dobili su Ferraretto i Celotti, u njihovom istrazivanju nakon tretmana nije utvrden
negativan utjecaj na sastav na slobodnih antocijane, ¢ime je potvrdena njihova kemijska
stabilnost u uvjetima primjene tretmana. Stabilnost slobodnih antocijana vrlo je vazna jer mogu

djelovati kao kopolimeri s taninima (Ferraretto i Celotti, 2016).
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42. UTJECAJ ULTRAZVUKA VISOKOG INTEZITETA | DODATAKA
ANTIOKSIDANSA NA SASTAV HLAPIVIH SPOJEVA VINA

Utjecaj ultrazvuka visokih snaga i dodatka antioksidansa na koncentraciju hlapivih
spojeva u vinu Cabernet Sauvignon prikazan je u tablici 4.

U sastavu norizoprenoida TDN-a, u odnosu na kontrolni uzorak utvrden je pad
koncentracije u uzorku sa standardnim SO,, uzorku sa snizenim SO, i glutationom te uzorku sa
snizenim SO,. Takoder, u sastavu drugog analiziranog norizoprenoida B-damaskenona u
odnosu na kontrolni uzorak utvrdena je neznatno niza koncentracija u sva tri tretirana uzorka,
odnosno redom u uzorku sa standardnim SO,, kao i kod uzorka sa snizenim SO, i glutationom

1 uzorka sa snizenim SO5.

Na slici 8 koja prikazuje utjecaj ultrazvuka visokih snaga i dodataka antioksidansa na
koncentraciju ukupnih norizoprenoida vidljiv je pad koncentracije kod sva tri uzorka u odnosu

na kontrolni, gdje uo¢avamo najveci pad kod uzorka sa snizenim SO,.

Etil butanoat, etil heksanoat, etil oktanoat te etil dekanoat kao pojedinacni spojevi etilnih
estera sli¢no su reagirali na tretman ultrazvukom visokih snaga i dodatkom antioksidansa, kod
sva Cetiri spoja, koncentracija u odnosu na kontrolni uzorak kod uzorka sa standardnim SO,
ostala je ista, neznacajno se promijenila u uzorku sa snizenim SO, i glutationom, te se blago
smanjila u uzorku sa snizenim SO,. S druge strane, u sastavu dietil sukcinata u odnosu na
kontrolni uzorak uocen je izrazeniji pad koncentracije kod sva tri tretirana uzorka, a najvise u

uzorku sa snizenim SO,.

Utjecaj ultrazvuka visokih snaga i dodataka antioksidansa na koncentraciju ukupnih
etilnih estera prikazan je graficki na slici 9. Snizenje koncentracije u odnosu na kontrolni uzorak
utvrdeno je u uzorku sa standardnim SO, uzorku sa snizenim SO, i glutationom, a najveéi pad

je uocen kod uzorka sa snizenim SO,.

Sli¢an trend ranije zamijecen u sastavu etilnih estera utvrden je i U sastavu pojedinac¢nih
acetatnih estera: etil acetat, i-butil acetat, i-amil acetat. Naime, kod navedenih spojeva uoc¢eno
je snizenje u uzorku sa standardnim SO,, uzorku sa snizenim SO, i glutationom te uzorku sa
snizenim SO, U odnosu na kontrolni uzorak. S druge strane, u sastavu 2-feniletil acetata,u

odnosu na kontrolni uzorak nisu uo¢ene promjene u koncentraciji u sva tri tretirana uzorka.
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Slika 10 prikazuje utjecaj ultrazvuka visokih snaga i dodataka antioksidansa na
koncentraciju ukupnih acetatnih estera, gdje je, u odnosu na kontrolni uzorak, vidljiv pad
koncentracije u tretiranom uzorku sa standardnim SO,, uzorku sa snizenim SO, i glutationom
te uzorka sa snizenim SO,. Dobiveni rezultati u skladu su s ranijim istrazivanjem Curko i sur.

(2017).

Tablica 4. Utjecaj ultrazvuka visokih snaga i dodatka antioksidansa na koncentraciju hlapivih

spojeva u vinu Cabernet Sauvignon

UZORCI
kontrola standardni sniZeni SOz i sniZeni SO?
SO2 glutation

NORIZOPRENOIDI
TDN™ 0,50 + 0,04 0,36 + 0,01 0,21 +0,02 0,13+0,01
B-Damaskenon™ 0,70 + 0,01 0,62 + 0,02 0,55+ 0,00 0,55+ 0,00
ETILNI ESTERI
Etil butanoat” 0,38 + 0,04 0,38 + 0,01 0,33+ 0,01 0,27 + 0,03
Etil heksanoat™ 0,37 + 0,01 0,35+ 0,03 0,29 + 0,00 0,20 + 0,01
Etil oktanoat” 0,16 + 0,00 0,14 + 0,01 0,10 + 0,01 0,06 + 0,01
Etil dekanoat™ 0,03 + 0,00 0,03 + 0,00 0,02 + 0,01 0,01 + 0,01
Dietil sukcinat™ 1,95+ 0,03 1,60 + 0,03 1,54 + 0,01 1,52 + 0,00
ACETATNI ESTERI
Etil acetat”™ 53,05 + 0,13 4741+0,62 | 44,51+051 | 41,97 +0,52
i-Butil acetat™ 37,00+ 0,67 3224+0,29 | 31,96+1,09 | 28,07 +1,06
i-Amil acetat” 0,39 + 0,03 0,37 + 0,06 0,32 +0,01 0,25 + 0,02
2-Feniletil acetat” 0,02 + 0,00 0,02 + 0,01 0,02 + 0,00 0,02 + 0,00
VISI ALKOHOLI
i-Amil alkohol” 253,11 +2,18 | 250,61 +0,18 | 246,62+ 1,95 | 241,04 + 3,68
1-Heksanol® 2,42 + 0,06 2,27 +0,08 2,25+0,13 2,13+ 0,01
cis-3-Heksen-1-ol™ 123,16 + 0,55 | 116,58 +2,39 | 107,74 + 1,35 | 106,05 + 0,98
2-Fenil etanol” 20,14 +2,95 17,72 +0,70 15,02+ 1,00 | 13,85+ 0,04
HLAPIVE MASNE KISELINE
Kapronska kiselina” 0,82 + 0,04 0,80 + 0,02 0,71+ 0,02 0,64 + 0,04
Kaprilna kiselina” 1,12+ 0,08 1,05+ 0,01 0,90 £ 0,02 0,84 +£0,03
Kaprinska kiselina” 0,12+ 0,01 0,11 +0,01 0,11+0,01 0,10 + 0,01

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost dvaju mjerenja + standardna devijacija.
Koncentracija spoja izrazena u pg L™,

“Koncentracija spoja izrazena u mg L. ™
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Slika 8. Utjecaj ultrazvuka visokih snaga i dodataka antioksidansa na koncentraciju ukupnih

norizoprenoida
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Slika 9. Utjecaj ultrazvuka visokih snaga i dodataka antioksidansa na koncentraciju ukupnih
etilnih estera
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Slika 10. Utjecaj ultrazvuka visokih snaga i dodataka antioksidansa na koncentraciju ukupnih

acetatnih estera
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Slika 11. Utjecaj ultrazvuka visokih snaga i dodataka antioksidansa na koncentraciju ukupnih

viSih alkohola
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Slika 12. Utjecaj ultrazvuka visokih snaga i dodataka antioksidansa na koncentraciju ukupnih

hlapivih masnih kiselina

U sastavu visih alkohola kod i-amil alkohola u odnosu na kontrolni uzorak utvrden je
neznacajan pad koncentracije U uzorku sa standardnim SO,, uzorku sa snizenim SO, i
glutationom te uzorku sa snizenim SO,. Takoder kod ostala tri visa alkohola: 1-heksanol, cis-
3-heksen-1-ol i 2-fenil etanol doslo je do blagog pada koncentracije u odnosu na kontrolni

uzorak, dok je najveci pad u odnosu na kontrolni uzorak uoéen kod uzorka sa snizenim SO,.

Na slici 11 prikazan je utjecaj ultrazvuka visokih snaga i dodataka antioksidansa na
koncentraciju ukupnih visih alkohola, gdje je u odnosu na kontrolni uzorak utvrden neznacajan
pad koncentracije uzorka sa standardnim SO, uzorka sa snizenim SO i glutationom i uzorka

sa snizenim SO,.

U sastavu hlapivih masnih kiselina, kod kapronske kiseline i kaprilne kiseline uoc¢eni su
sliéni trendovi. Naime, oba spoja u odnosu na kontrolni uzorak pokazuje blagi pad
koncentracije u uzorku sa standardnim SO, uzorku sa snizenim SO, i glutationom i uzorku sa
snizenim SO,. Suprotno, u sastavu kaprinske kiseline nisu utvrdene znacajnije razlike izmedu

kontrolnog uzorka i tretiranih uzoraka.

34



Na slici 12 prikazan je utjecaj ultrazvuka visokih snaga i dodataka antioksidansa na
koncentraciju ukupnih hlapivih masnih kiselina, gdje su u odnosu na kontrolni uzorak uocene
blago nize koncentracije u uzorku sa standardnim SO, , dok je snizenje koncentracije bilo

izrazenije u uzorku sa snizenim SO, i glutationom, kao i u uzorku sa snizenim SO, .

Iz svih navedenih rezultata moze se zakljuéiti da su u usporedbi sa kontrolnim uzorcima,
najmanje promjene u sastavu hlapivih spojeva utvrdene u tretiranim uzorcima sa standardnim
udjelom SO, . S druge strane, nesto nize koncentracije analiziranih spojeva utvrdene su u
uzorcima sa snizenim SO, i glutationom, dok su u uzorcima sa snizenim udjelom SO,
utvrdene najnize koncentracije. Dobiveni rezultati pokazuje kako dodatak antiokidansa tijekom

tretiranje vina igra kljuénu ulogu na sastav hlapivih spojeva vina.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mozemo zakljuciti sljedece:

1. Tretman ultrazvukom visokih snaga (20 %, 20 kHz, 25 °C, 6 min) u crnom vinu blago
je utjecao je smanjenje koncentracije ukupnih fenola, ukupnih i slobodnih antocijana, pri
¢emu je najveca promjena uocena kod uzorka sa snizenim SO, 1 uzorka sa snizenim
SO, uz dodatak glutationa, dok izmedu kontrolnog uzorka i uzorka sa standardnim SO,
nisu utvrdene znacajne razlike.

2. Primjena ultrazvuka visokih snaga nije znacajnije utjecala na promjene u sastavu
ukupnih tanina.

3. Tretman ultrazvukom visokih snaga u crnom vinu utjecao je na smanjenje koncentracije
ukupnih norizoprenoida, etilnih i acetatnih estera te hlapivih masnih kiselina, gdje je u
usporedbi s kontrolnim uzorkom utvrdeno smanjenje koncentracije u uzorku sa
standardnim SO, , a posebice u uzorku sa snizenim SO, i glutationom, kao i u uzorku
sa snizenim SO, .

4. Primjena ultrazvuka visokih snaga nije znacajnije utjecala na promjene u sastavu
ukupnih visih alkohola.

5. Koncentracija SO i glutationa igra vaznu ulogu prilikom tretiranja vina ultrazvukom pri
¢emu su dodani antioksidansi pokazali zastitno djelovanje na polifenolni sastav i aromu

vina.
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