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1. UVOD

Polifenolni spojevi ¢ine kompleksnu skupinu sekundarnih metabolita koji su prisutni
u grozdu, odnosno vinu. Njihov sastav u vinu ovisi u prvom redu o sastavu same sirovine
(grozda) i tehnologiji proizvodnje, ali i kemijskim promjena tijekom dozrijevanja i starenja.
U proizvodnji vina polifenolni spojevi isti¢u se viSestrukim ulogama. Imaju antioksidacijska
svojstva, a takoder, odgovorni su i za senzorske karakteristike okusa i boje vina te vecinu
razlika izmedu crnih i bijelih vina. Procesom prerade i primjenom razli¢itih enoloskih
postupaka, a kasnije i tijekom procesa dozrijevanja i starenja vina, uslijed kompleksnih
kemijskih reakcija dolazi do zna¢ajnih promjena u sastavu polifenolnih spojeva, a time i

senzorskih karakteristika vina.

Aromu vina ¢ini nekoliko stotina razlicitih spojeva te je ona jedna od najvaznijih
parametara kvalitete vina. Ovisno o fazama nastanka aromu vina dijelimo na (i) primarnu
odnosno sortnu aromu, koja nastaje u predfermentativnoj fazi; zatim (ii) sekundarnu odnosno
fermentacijsku aromu, koja nastaje tijekom procesa fermentacije pod utjecajem djelovanja
kvasca; te (iii) tercijarnu odnosno aromu starenja, koja nastaje uslijed kemijskih i

biokemijskih promjena u procesu dozrijevanja i starenja vina.

Visoki hidrostatski tlak je netoplinska metoda obrade hrane koja ima sve vecu, ali jo§
uvijek nedovoljno zastupljenu primjenu u prehrambenoj industriji. Obrada visokim tlakom
podrazumijeva podvrgavanje tekuce ili ¢vrste hrane djelovanju tlaka od 100 do 800 MPa, u
trajanju od nekoliko sekundi do 20 minuta. Ova netoplinska tehnologija ne utje¢e znacajno na
poviSenje temperature tijekom tretiranja ¢ime senzorska svojstva i sama tekstura proizvoda
ostaju u znatnoj mjeri o¢uvana. Dosada$nja istraZivanja pokazala su potencijal primjene
visokog tlaka u inaktivaciji mikroorganizama te postizanju funkcionalnosti proizvoda. S
druge strane, moguénosti ove netoplinske tehnologije u enologiji, a posebice njezin

dugoro¢ni ucinak na kvalitetu vina je nedostatno istrazen.

Cilj ovog diplomskog rada je istraziti djelovanja visokog hidrostatskog tlaka od 200
MPa tijekom 5 minuta i dodatka antioksidansa (Standardne i snizene koncentracije
sumporovog dioksida te glutationa) na sastav polifenolnih spojeva i arome bijelog vina

GraSevina i crnog vina Cabernet Sauvignon tijekom dozrijevanja u bocama.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. POLIFENOLNI SPOJEVI VINA

Fenolni spojevi su sekundarni biljni metaboliti, koji ukljucuju vise od 8000 spojeva
razli¢ite kemijske strukture (Giilgin, 2006). Sastoje se od hidroksilne skupine (-OH) izravno
vezane na skupinu aromatskih ugljikovodika. Fenolni spojevi jedan su od najvaznijih
parametara kvalitete vina, obzirom da doprinose senzorskim svojstvima, posebno boji,

trpkoci i gorcini (Monagas i sur., 2006).

Fenoli u vinu se dijele u dvije velike skupine: neflavonoide (hidroksibenzojeve i
hidroksicimetne kiseline i njihovi derivati te stilbeni) i flavonoide (antocijani, flavanoli i
flavonoli) (Monagas i sur., 2006). Hidroksicimetne kiseline, flavanoli (polimeri), antocijani i
stilbeni nalaze se uglavnom u pokozici bobice grozda, dok u pulpi i sjemenci prevladavaju

redom hidroksibenzojeve kiseline i flavanoli (monomeri i oligomeri).

2.1.1. Neflavonoidi

Neflavonoidi ¢ine vec¢inu polifenolnih spojeva u bijelim vinima. Razli¢ite enzimske
reakcije poput hidroksilacije, konjugacije i hidrolize odgovorne su za veliku kemijsku
raznolikost spojeva koje pronalazimo u vinu (Garrido i Broges, 2013).

Fenolne kiseline mogu se podijeliti u dvije osnovne grupe, a to su benzojeve kiseline,
koje sadrze sedam ugljikovih atoma (Cg-C;) i cimetne kiseline, koje sadrze devet ugljikovih
atoma (Cg-C3). Ovi spojevi postoje uglavnom kao hidroksibenzojeve i hidroksicimetne
kiseline koje se mogu pojaviti u slobodnom ili konjugiranom obliku (Garrido i Broges, 2013).
Hidroksibenzojeve kiseline razlikuju se po mjestu supstitucije na benzenskom prstenu, a u
grozdu su najéeSée zastupljene u obliku glikozida ili kao esteri. Od hidroksibenzojevih
kiselina najzastupljenije su galna, vanilinska, siringinska i protokatehinska kiselina. Galna
kiselina smatra jednim od vaznijih fenolnih spojeva, jer je prekursor za sve hidrolizirajuce
tanine. Etilni esteri ovih fenolnih kiselina takoder su identificirani u vinu (Kallithraka i sur.,
2009). Hidroksicimetne kiseline su najznacajniji predstavnici fenolnih kiselina u grozdu i
vinu opcenito. U hidroksicimetne kiseline ubrajaju se: p-kumarinska kiselina, kafeinska

kiselina, ferulinska i sinapinska kiselina. Hidroksicimetne kiseline povezane su s



posmedivanjem vina i prekursori su hlapivih fenolnih spojeva (Kallithraka i sur., 2009).
Trans-kaftarinska i trans-ferulinska kiselina su uglavnom smjeStene u pulpi grozda te u sok
prelaze tijekom presanja. Nasuprot tome, trans -i cis- izomeri p-kumarinske Kiseline su
smjesSteni u kozici grozda pa je njihova koncentracija nesto niza (Garrido i Broges, 2013).
lako bijela vina imaju niZzu koncentraciju fenolnih spojeva u usporedbi s crnim vinima, u
svom sastavu imaju visoku koncentraciju hidroksicimetnih Kkiselina, osobito kaftarinske
kiseline. Hidroksicimetne kiseline i njihovi esteri najznacajniji su fenolni spojevi bijelog

vina te glavni neflavonoidni fenoli u crnim vinima (Vanzo i sur., 2007).

Stilbeni su fenolni spojevi koji sadrze dva aromatska prstena povezana etenskim
mostom. Resveratrol je stilben koji se najce$¢e spominje u grozdu i vinu. Osim vina,
identificiran je u vinovoj lozi i u pokozici bobice te je poznato da se njegova koncentracija
znaajno smanjuje tijekom sazrijevanja grozda. Koncentracija resveratrola u vinu ovisit ¢e 0
koncentraciji u grozdu, pri ¢emu visa koncentracija moze biti posljedica gljivicne infekcije
(npr. Botrytis cinerea) ili produkt abiotickog stresa (uzrokovana UV zracenjem ili katalizom
teSkih metala) (Pezet i sur., 2003); te o primijenjenoj metodi vinifikacije, kao i uvjetima
dozrijevanja i starenja. Koncentracija ovog spoja veca je u crnim u usporedbi s bijelim

vinima (Pezet i sur., 2003).

2.1.2. Flavonoidi

Flavonoidi ¢ine veliku skupinu spojeva koji se razlikuju po polozaju i broju metilnih 1
hidroksilnih skupina (Mattivi i sur., 2006), a budu¢i da se oslobadaju tijekom maceracije,

karakteristi¢ni SU za crno vino.

Flavanoli su benzopirani koji imaju zasi¢eni ugljikov lanac izmedu C; i C; te
hidroksilnu skupinu na Cs. Najzastupljeniji flavan-3-oli u prirodi su katehin i njegov
enantiomer epikatehin, dok su u grozdu i vinu uz navedene spojeve jos§ identificirani i
galokatehin, epigalokatehin i epikatehin galat. Ovi spojevi odgovorni su za karakteristican
okus (gor€inu) crnog, ali i bijelog vina (Garrido i Broges, 2013). Takoder, flavan-3-oli

sur., 2008).

Kondenzirani tanini (proantocijanidini) su polimeri flavan-3-ola, smjesteni u pokozici

i sjemenci grozda. Ovi spojevi ekstrahiraju se u vino tijekom procesa maceracije i

3



fermentacije (Koponen i sur., 2007). Koncentracija i struktura proantocijanidina (stupanj
polimerizacije) izrazito su vazni parametri, odgovorni za 0sjet i okus vina (trpkoc¢u i gor¢inu).
Takoder, zbog sposobnosti oksidacije, kondenzacije i polimerizacije, proantocijanidini imaju

vaznu ulogu u procesu starenja vina (Cheynier i sur., 2006).

Antocijani su pigmenti odgovorni za crvenu boju vina, a u grozdu i vinu nalaze se u
obliku glukozida. Reakcije i ravnoteza antocijana ovisi o pH vrijednosti, pri ¢emu visa pH
vrijednost rezultira nastankom kionidalne forme (plavo-ljubi¢asta boja), a niza pH vrijednost
nastankom flavilijevog kation (crvena boja). U grozdu i vinu identificirano je pet osnovnih
slobodnih antocijan-glukozida: cijanidin, delfinidin, malvidin, peonidin i petunidin
(Ribereau-Gayon i sur., 2006). Ovi spojevi medusobno se razlikuju po broju metilnih i
hidroksilnih grupa na molekuli antocijana, koje takoder utje¢u na jaci ili slabiji oksidacijski
potencijal molekule. Koncentracija i sastav antocijana u grozdu uvjetovan je odredenim
¢imbenicima, kao §to su podrijetlo i sorta vinove loze, stupanj zrelosti i vremenski uvjeti
(osobito intenzitet svjetlosti i temperature) (Ferrandino i Guidoni, 2010), medutim takoder i
godinom berbe. Wang i sur. (2003) potvrdili su da su malvidin-3-O-glukozid i malvidin-3-O-
glukozid acetat glavni antocijani prisutni u ekstraktu grozda. Koncentracija ovih spojeva u
vinu ovisit ¢e o u prvom redu o koncentraciji u grozdu, duljini i temperaturi maceracije i
vinifikacije; medutim i o promjenama tijekom dozrijevanja i starenja. Naime, tijekom
dozrijevanja ovi spojevi sudjeluju u formiranju antocijan-vinil derivata (Wang i sur., 2003).
Takoder, poznato je kako se smanjenje koncentracije antocijana u vinu dogada istovremeno S
formiranjem stabilnijih oligomernih pigmenata, a novonastali produkti kondenzacije su manje
osjetljivi na pH nego antocijani (Remy-Tanneau i sur., 2003) te pokazuju izuzetnu stabilnost i

otpornost na sulfitno obezbojenje (Mateus i sur., 2001).



2.1.3. Kemijske promjene u sastavu polifenolnih spojeva tijekom proizvodnje i dozrijevanja

vina

Polifenolni sastav vina ovisi u prvom redu o sastavu samog grozda te uvjetima i
tehnikama vinifikacije. Sorta, godina berbe, okoli$ni i klimatski uvjeti, bolest biljaka, tip tla i
geografski polozaj takoder mogu utjecati na koncentraciju polifenolnih spojeva u grozdu
(Mulero i sur., 2009). Metode vinifikacije i primijenjeni tehnoloski postupci (maceracija,
fermentacija, bistrenje, starenje itd.) mogu znacajno utjecati na intenzitet promjena u sastavu

ovih spojeva (Balik i sur., 2008).

Takoder, u proizvodnji visoko kvalitetnog vina dozrijevanje u hrastovim bac¢vama je
nezaobilazan dio procesa u proizvodnji vina (Tao i sur., 2014). Dozrijevanjem vina dolazi do
modifikacije u sastavu polifenolnih spojeva, ali i spojeva arome pa vino poprima svoj
prepoznatljiv miris i okus (zaokruzeno tijelo). Naime, kako je ranije istaknuto polifenolni
Spojevi su najznacajniji sastojci vina koji su izuzetno vazni za senzorske karakteristike vina.
Antocijani, koji su odgovorni za boju crnih vina, su izrazito nestabilni spojevi koji tijekom
dozrijevanja i starenja stupaju u reakcije s drugim polifenolnim spojevima, ¢ime dolazi do
stabilizacije boje (He i sur., 2012). Osim boje, razli¢iti polifenoli poput tanina i monomernih i
oligomernih flavan-3-ola utjecu i na goréinu, trpkocu te tijelo vina. Monomeri i dimeri
flavan-3-ola su vise gorki dok su polimeri ti koji su nositelji osjeta trpkoce. Tijekom
dozrijevanja u hrastovoj bacvi i/ili u prisutnosti kisika (mikrooksigenacija) dolazi do
repolimerizacije i precipitacije, a time i smanjenja stupnja polimerizacije tanina (Tao i sur.,
2014). Kao posljedica ovih reakcija dolazi do smanjenja gorc¢ine i trpkocée vina (Arfelli i sur.,
2011).

Nadalje, starenjem vina u boci koncentracija vecine polifenolnih spojeva u vinu se
smanjuje. Na promjenu polifenolnog sastava utjetu i uvjeti skladistenja. Cimbenici poput
temperature 1 svjetlosti mogu utjecati na hidroliticke, oksidacijske 1 kondenzacijske reakcije
koje se odvijaju tijekom skladiStenja (Kallithraka i sur., 2009). Navedene kvalitativne ili
kvantitativne promjene tijekom procesa starenja vina, kako je i ranije navedeno, uglavnom

povezane su uz prisutnost hidroksicimetnih estera, antocijana i tanina.



2.2. AROMA VINA

Percepcija arome vina je rezultat mnostva interakcija izmedu velikog broja kemijskih
spojeva (kako sinergistic¢kih tako i antagonisti¢kih) i senzornih receptora. Aroma vina ovisit
¢e o brojim ¢initeljima, medu kojima su svakako najvazniji kemijski sastav sirovine odnosno
grozda,  mikroflora fermentacije (kvasac Saccharomyces cerevisiae) te sekundarna
mikroflora koja se moze pojaviti tijekom fermentacije. Medutim, i razliciti tehnoloski
postupci nakon fermentacije te postupci dozrijevanja i starenja vina imaju doprinos u

stvaranju arome vina (Styger i sur., 2011).

2.2.1. Sortna aroma

Hlapivi spojevi u grozdu karakteristika su sorte. Primjerice, aroma muskatnih sortnih vina
vezana je uz prisutnost izoprenoida i monoterpena u grozdu te spojeva poput linalola,
geraniola, nerola i citronelola (Styger i sur., 2011). Monoterpeni se mogu naci u slobodnom i
glikozidno vezanim oblicima u bobicama grozda. Tijekom fermentacije kvasci hidroliziraju
glikozidne veze monoterpena, koji doprinose mirisu vina (Hernandez-Orte i sur., 2008).
Hlapivi tioli su spojevi sortnih aroma oslobodeni cijepanjem iz prekursora pod djelovanjem
kvasaca tijekom fermentacije, koji daju vinu karakteristi¢ni bouquet. Ovi spojevi nisu prisutni
u soku grozda u hlapivom obliku, ali se pojavljuju u grozdanom mostu kao konjugati vezani
na cistein (Styger i sur., 2011). Nadalje, karotenoidi su izoprenoidi tetraterpena i imaju vaznu
ulogu u sortnoj aromi. Oksidacijom karotenoida nastaju hlapivi spojevi koji doprinose mirisu,
poznati kao Ciz-norizoprenoidi €iji su predstavnici f-damaskenon (tropsko voée), S-ionon
(miris ljubic¢ica), noizoprenoid TND (kerozin i petrolej, rajnski rizling) i vitispiren (cvjetno,

voéni miris) (Styger i sur., 2011).



2.2.2. Aroma fermentacije

Aroma fermentacije je aroma koja se razvija tijekom procesa fermentacije pod
utjecajem djelovanja kvasaca. Kvasac razli¢itim mehanizmima utjece na aromu vina: tijekom
alkoholnog vrenja biosintezom arome te nakon fermentacije putem autolize, a takoder moze
utjecati i na rast malolakti¢kih i bakterija kvarenja. Medutim, biosinteza spojeva arome je
najvaznija, buduci da hlapivi spojevi nastali tijekom fermentacije ¢ine najveci udio ukupne

arome (Polaskova i sur., 2008).

Kvantitativno, metaboliti koji su direktni proizvodi i nusproizvodi glikoze se nalaze u
najvisoj koncentraciji (etanol i glicerol). Nadalje, visoka koncentracija SeCera povecava
osmotski stres, koji kvasac mora tolerirati tijekom pocetne faze fermentacije, ali i
koncentraciju etanola i nusproizvoda, glicerola i octene kiseline. Visoke koncentracije etanola
osim $to utjeu negativno na percepciju okusa i arome, mogu povecavati percepciju trpkoce i
gor¢ine vina (Jones i sur., 2008). Glicerol koji je nakon etanola drugi kvantitativno

najznacajniji produkt fermentacije znacajno pridonosi 0sjetu vina u ustima.

Nadalje, acetaldehid je takoder vaZzan sastojak arome koji nastaje tijekom vinifikacije
i predstavlja 90 % ukupnog sadrzaja aldehida. U niskim koncentracijama pridonosi ugodnoj
vo¢noj aromi, ali u vis§im koncentracijama stvara se neugodan miris. 1z acetaldehida tijekom
malolakti¢ke fermentacije nastaje diacetil koji se metabolizira u acetoin i 2,3-butandiol.
Diacetil u niskim koncentracijama ima izraZzenu oraSastu aromu, dok u visokim
koncentracijama ima karakteristiénu masla¢nu aromu (Styger i sur., 2011). Takoder, izrazito
je reaktivan, a u reakcijama s cisteinom stvara sumporne spojeve koje znatno utjeCu na aromu

vina.

Nakon alkoholnog vrenja, najcesée slijedi jabu¢no-mlije¢na fermentacija, koju
provode bakterije mlijecne kiseline ukljucuju¢i Oenococcus oeni, Lactobacillus spp.,
Leuconostoc spp. i Pediococcus spp. (Liu, 2002). Tijekom ovog procesa jabucna kiselina
prelazi u mlijeénu kiselinu, a mijenja se sastav vina te poboljsavaju njegove senzorske
karakteristike (Moreno-Arribas i Polo, 2005). Pritom je utvrdeno da moze do¢i do izraZzenije

vocne i maslacne arome, a istovremeno do smanjenja zelene, vegetativne arome (Liu, 2002).

Esteri su najzastupljeniji od svih funkcionalnih spojeva u vinu, a otkriveno je viSe od
160 spojeva. Mogu biti prisutni u samom grozdu, ali veéina nastaje uslijed alkoholne

fermentacije. Esteri su odgovorni za svjezu, voénu aromu vina (Swiegers i sur., 2005).
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Vecina estera se nalazi u vinu u tragovima, osim acetatnih i etilnih estera koji imaju znacajan
ucinak na aromu. Etilni esteri nastaju esterifikacijom etanola s acetil-COA, uz enzim
aciltransferazu te imaju ugodan miris po vocu i medu i doprinose fino¢i bijelih vina. Do
sinteze etil estera tijekom starenja dolazi zahvaljujuéi vecoj koli¢ini etanola i prisutnosti
razli¢itih kiselina u vinu (Ribéreau-Gayon i sur., 2006). Najpozeljniji etilni esteri u vinu su
etil heksanoat te etil oktanoat koji doprinose cvjetnoj i voénoj aromi vina. Nadalje, acetatni
esteri nastaju esterifikacijom octene kiseline i etanola ili viSih alkohola. Najznacajniji spoj iz
skupine acetatnih estera je etil acetat koji nastaje tijekom alkoholne fermentacije u manjoj
koli¢ini, dok veéina nastaje djelovanjem aerobnih octenih bakterija starenjem u boci
(Ribéreau-Gayon i sur., 2006). Uz etil acetat aromatskom profilu vina doprinosi i i-amil
acetat koji takoder jedan od zastupljenijih acetatnih estera, a specificnog je voénog mirisa po

banani (Ribéreau-Gayon i sur., 2006).

Visi alkoholi su alkoholi s viSe od dva ugljikova atoma, a mogu nastati anabolickim
putem, pretvorbom iz ugljikohidrata ili kataboli¢ckim putem transformacijom aminokiselina
prisutnih u vinu (Ribéreau-Gayon i sur., 2006). Ovi spojevi imaju snazan miris i okus te
znacajno utjecu na karakter vina. Na njihovu koncentraciju u vinu mogu utjecati razli¢iti
¢imbenici poput temperature, koncentracije etanola, pH te stupnja zrelosti grozda. Pri
koncentracijama nizim od 300 mg Lt doprinose aromati¢nosti vina, dok pri viSim
koncentracijama mogu imati negativan utjecaj na kvalitetu vina (Swiegers i sur., 2005). Od
vaznijih visih alkohola isti¢u se i-amil alkohol, 1-heksanol koji daje vinima miris po travi te
2-fenil etanol kojeg karakterizira aroma ruze i meda te se smatra jedinim vis§im alkoholom

koji je uvijek pozeljan za aromu vina (Ribéreau-Gayon i sur., 2006).



2.2.3. Aroma starenja

Dozrijevanjem vina u hrastovim ba¢vama i starenjem u bocama dolazi do gubitka
karakteristi¢énih aroma vezanih za sortu grozdu i fermentaciju te formiranja nove arome
karakteristicne za dozrela vina. Tijekom starenja vina dolazi do smanjenja koncentracije
etilnih estera odgovornih za voénu aromu te povecanja koncentracije hlapivih masnih kiselina
i dugolancanih alkohola (Perez-Seradilla i Lunque de Castro, 2008). Autolizom kvasca
oslobadaju se razli¢ite komponente, poput dusika, aminokiselina, peptida i proteina. Vazan
aspekt su manoproteini koji imaju ulogu pri stabilizaciji boje (Martinez-Rodriguez i sur.,
2001). Oslobadanjem masnih kiselina dolazi do stvaranja hlapivih komponenti poput estera,
aldehida i ketona. Nadalje, karakteristike drveta, poput poroznosti i propusnosti te kemijskog
sastava, (ukljuCuju¢i tanine i druge polifenolne spojeve), mogu utjecati na slozene
biokemijske procese koji se odvijaju tijekom oksidacijskog starenja vina u hrastovim

ba¢vama.

Ekstrakcija aromatskih spojeva iz drveta pridonosi kompleksnosti arome (Jarauta i
sur., 2005), pri ¢emu vrsta hrasta te njegovo podrijetlo imaju vaznu ulogu. Nadalje, suSenje i
zrenje su izuzetno vazni jer ne samo da smanjuju vlaznost drveta kako bi se postigla
ravnoteza s vlazno$éu zraka ve¢ dovode i do smanjenja goréine i trpkoce te povecéanja

aromati¢nih svojstva drveta (Tao i sur., 2014).

23. UTJECAJ DODATKA ANTIOKSIDANSA (SUMPOROV DIOKSID |
GLUTATION) NA KEMIJSKI SASTAV VINA

Sumporni dioksid (SO,) je najcesée koristen konzervans u proizvodnji vina. Manja
koli¢ina SO, moze nastati metabolizmom kvasca, medutim najveci dio u vinu posljedica je
njegovog dodatka tijekom procesa proizvodnje. Veci dio SO, u vinu vezan je za karbonilne
spojeve, kao §to je acetaldehid, slobodni SO, uglavnom je u obliku bisulfitnog iona (HSO3),

a samo mali dio se identificira kao molekularni (slobodni) SO,.

Sumporni dioksid ima viSestruka pozitivna djelovanja, a najvaznija su antimikrobna
aktivnost ¢ime inhibira rast nepoZzeljnih bakterija te antioksidativna aktivnost ¢ime potiskuje
aktivnost nekoliko oksidaza i neenzimskih oksidativnih reakcija (Roussis i Sergianitis, 2008).

Oksidativno posmedivanje je dugogodi$nji problem u vinarstvu, a sumporov dioksid je



antioksidans koji se koristi za kontroliranje posmedivanja vina (Li, 2008). Nadalje, sprjecava
mnoge kljune oksidacijske reakcije reagiraju¢i s vodikovim peroksidom i acetaldehidom,
koji inace ulaze u reakcije kondenzacije inhibiraju¢i pritom nastanak polimernih pigmenata.
SO; se moze oksidirati u modelnoj otopini vina samo uz prisutnost katalitickih metala
(zeljezo ili bakar) koji povecavaju oksidaciju etanola u acetaldehid nakon cega slijedi
akumulacija SO, vezanog na acetaldehid. Bijelo vino, ima znatno manju koncentraciju
flavanola, preferira interakciju sa SO, putem sulfoniranja indola, dok kod crnog vina
interakcija sa SO, dovodi do nastanka sulfoniranih monomernih i oligomernih oblika
flavanola. Ta reakcija mogla bi biti klju¢ za razumijevanje pozeljnog smanjenja gorkih i
oporih nota mladih crnih vina starenjem (Arapitsas i sur., 2018). Naime, sulfonirani
monomeri i dimeri flavanola modificiraju reaktivnost spojeva koji su izlozeni izravnoj
interakciji s proteinima te time poboljSavaju senzornu kvalitetu crnog vina tijekom starenja.
Dodavanje sumporovog dioksida (tijekom procesa ekstrakcije) moze dovesti do povecanja
sadrZaja flavan-3-ola te posljedi¢nog utjecaja na boju i gor¢inu vina (Garrido 1 Broges, 2013).
Dokazano je i da sumporov dioksid ima ucinak pri povecavanju sposobnosti odredenih
polifenolnih spojeva poput kafeinske i galne kiseline u cilju zastite od oksidacije pojedinih

spojeva arome ukljucujuéi estere i terpene (Badea i Antoce, 2015).

Alergije uzrokovane spojevima dobivenim iz sumporovog dioksida postaju sve
ucestalije. Slijedom toga, zakonski propisana maksimalna koncentracija SO, dopuStena u
vinima postupno se smanjuje. Iz tog razloga, klju¢no je u konkurentnoj globalnoj strategiji
proizvodnje vina, smanjiti ili ¢ak eliminirati upotrebu SO, kao konzervansa 1 traZiti nove
zdravije i sigurnije strategije (Santos i sur., 2011). Medutim, zbog visestrukih funkcija
sumpornog dioksida u o€uvanju vina, teSko je predvidjeti njegovu potpuna zamjenu. Ipak,
glutation koji ima sli¢nu antioksidacijsku ulogu moze pridonijeti smanjenju doziranja

sumpornog dioksida u vino (Badea i Antoce, 2015).

Glutation (GSH) je tripeptid L-glutamata, L-cisteina i glicina. Ima antioksidativna
svojstva, a prirodno je prisutan u grozdu i vinu u niskim koncentracijama (Kritzinger i sur.,
2012). Koncentracija glutationa u vinu varira ovisno o nizu ¢imbenika kao Sto su sorte
grozda, termin berbe, pa sve do upotrebe razlicitih sojeva kvasaca i tehnologije proizvodnje
(Kritzinger i sur., 2012). Ukupna koncentracija GSH u vinu je pod utjecajem metabolizma
kvasca Saccharomyces cerevisiae tijekom alkoholne fermentacije. Razine GSH smanjuju se
tijekom starenja, a poznato je da pokazuju snaznu zastitu vaznih spojeva arome kao Sto su

esteri, monoterpeni i hlapivi tioli. Mehanizam zastite spojeva arome temelji se na sposobnosti
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glutationa da reagira kao nukleofil s kinonima. Medutim, dozrijevanjem vina na talogu ne
dolazi do smanjenja glutationa (Badea i Antoce, 2015). Vazno je razlikovati reducirani i
ukupni glutation, zbog toga Sto jedino reducirani glutation ima antioksidativna svojstva. GSH
kao antioksidans ima ulogu pri sprje¢avanju posmedivanja i gubitka arome vina, procesa koji
se odvijaju kao rezultat oksidacije vina. Sa svojim visokim afinitetom za Kisik, glutation
sprjecava gubitak aromati¢nih voénih nota mladih vina i sprjecava prerano starenje vina tako
Sto djeluje inhibitorno na stvaranje 2-aminoacetofenona koji doprinosi razvoju atipi¢ne arome
tijekom starenja (Badea i Antoce, 2015). Glutation ima klju¢nu ulogu i pri oksidaciji mosta,
pri ¢emu zadrzava 0-kinone nastale tijekom oksidacije i sprjeCava formiranje smedih
pigmenata. Novije studije ukazuju na blagotvoran utjecaj dodavanja glutationa pri
proizvodnji bijelog vina, posebno za ocuvanje sortnog karaktera vina dobivenih od
aromati¢nog grozda. Dokazan je izravan odnos izmedu oksidacijske stabilnosti bijelih vina,
pH vrijednosti, ukupne razine fenola i ukupne koli¢ine GSH u vinu tijekom punjenja. Vino s
dodanim GSH pri punjenju u boce ograni¢ava akumulaciju acetaldehida i nakon 12 mjeseci

starenja cuva kompleksnost i svjezinu (Nikolantonaki i sur., 2018).

Glutation ima pozitivan ucinak i na senzorska svojstva vina, a sinergistickim
djelovanjem s kafeinskom kiselinom djeluje inhibitorno na smanjenje i-amil acetata i etil
heksanoata tijekom skladiStenja vina (Roussis i Sergianitis, 2008). Nadalje, glutation moze
reagirati s vodikovim peroksidom sprjecavajuci oksidaciju polifenola. Hlapivi i nehlapivi
karbonilni spojevi u vinu ¢ine primarne produkte oksidacijskih reakcija u kiselim uvjetima
vina, a njihova reaktivnost s GSH moze sugerirati ucinkovito upravljanje oksidacijskim
mehanizmom. Takoder, glutation moze djelovati neizravno kao kofaktor za nekoliko
antioksidacijskih enzima, poput GSH peroksidaze, GSH reduktaze te GSH S-tranferaze te na

taj nacin inhibirati reakcije koje pospjeSuju posmedivanje vina (Badea 1 Antoce, 2015).
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2.4. VISOKI HIDROSTATSKI TLAK

2.4.1. Povijesni razvoj visokog hidrostatskog tlaka

Visoki hidrostatski tlak (HHP) je netoplinska metoda obrade ¢ija povijest upotrebe
datira iz 1899. g., kada je otkriveno kako je visokim hidrostatskim tlakom moguce unistiti
mikroorganizme te njegovo Koristenje u svrhu konzerviranja hrane (Elamin i sur., 2015).
Medutim, njegova vaznost U prehrambenoj industriji zapocinje tek oko 1990. g. u Japanu.
Nadalje, ova tehnologija nalazi sve vecu primjenu u prehrambenoj industriji zbog visokog
potencijala da zadovolji sve zahtjeve koje namecu novi trendovi u prehrambenoj industriji.
Potencijal primjene visokog tlaka u komercijalne svrhe je u sljede¢im podrucjima obrade
hrane: inaktivacija mikroorganizama i enzima, modifikacija funkcionalnih svojstava
biopolimera, zadrzavanje znacajki kvalitete proizvoda (boja, aroma, nutritivna vrijednost) te

postizanje funkcionalnosti prehrambenih proizvoda.

2.4.2. Princip djelovanja visokog hidrostatskog tlaka

Obrada visokim tlakom podrazumijeva podvrgavanje tekuce ili Cvrste hrane, s
ambalazom ili bez nje, djelovanju tlaka od 100 do 800 MPa. Temperatura obrade moZze se
kretati od ispod 0 °C do iznad 100 °C, a vrijeme izloZenosti djelovanju tlaka, ovisno o cilju
obrade, moZe varirati od nekoliko sekundi do preko 20 minuta (Kresi¢, 2009). Ucinak
visokog hidrostatskog tlaka slijedi Le Chatelier-Braunov zakon, u uvjetima ravnoteze, zbog
djelovanja povisenog tlaka na zatvoreni sustav bit ¢e pospjeSene one reakcije koje vode
smanjenju volumena, dok ¢e nasuprot tome one reakcije koje vode povecanju volumena
sustava biti potisnute. Upravo su zbog ovog fenomena nekovalentne kemijske veze
(vodikove, ionske i hidrofobne) osjetljive na djelovanje visokog tlaka dok su nasuprot tome
kovalentne veze neosjetljive na njegovo djelovanje. Posljedi¢no, komponente hrane velike
molekulske mase u kojima je tercijarna struktura od presudne vaznosti za izraZavanje
funkcionalnih svojstava (npr. bjelancevine, enzimi i polisaharidi) podlozne su promjenama
konformacije i funkcionalnih svojstava zbog tretiranja visokim tlakom. Nasuprot tome, kao
glavna prednost djelovanja visokog tlaka istie se ¢injenica da su komponente hrane koje su
odgovorne za specificnu nutritivnu vrijednost i senzorske znacajke hrane (npr. vitamini i
komponente arome), zahvaljuju¢i malom udjelu sekundarne, tercijarne i kvaterne strukture

prakticki neosjetljive na djelovanje visokog tlaka (Kresi¢ 1 sur. 2011). Tlak moZze utjecati na
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konformaciju makromolekula, temperature faznih prijelaza vode i lipida te na kinetiku
kemijskih reakcija. lako visoki tlak ne moze djelovati na kemijske veze u hrani, neke reakcije
koje ukljucuju cijepanje kemijskih veza mogu pod njegovim djelovanjem biti ubrzane ili
usporene. Zbog djelovanja visokog hidrostatskog tlaka, ravnoteza kemijskih reakcija pomice
se prema ,.kompaktnom stanju” (stanje manjeg obujma), a brzina kemijskih reakcija se
povecava ili smanjuje ovisno o tome je li ,,aktivacijski obujam reakcije” (razlika obujma
aktivacijskog kompleksa i obujma reaktanata) pozitivan ili negativan. Energija kompresije 1
litre vode pri 400 MPa iznosi 19,2 kJ, $to je manje u usporedbi s energijom potrebnom za
zagrijavanje 1 litre vode od 20 °C na 25 °C (20,9 kJ). Manja koli¢ina energije uklju¢ena u
tretiranje visokim tlakom objaSnjava Cinjenicu da su kovalentne veze manje osjetljive na
djelovanje visokog tlaka u usporedbi s drugim kemijskim vezama (KreSi¢ i sur., 2011).
Dodatna pogodnost ovog postupka sa stanovista potrosnje energije je da nakon postizanja
zeljenog tlaka odrzavanje tretiranog materijala pod postignutim tlakom ne zahtijeva dodatno
dovodenje energije, a vrijeme tretiranja ne ovisi o dimenzijama uzorka. Jedno od najvaznijih
svojstava djelovanja visokog tlaka je upravo njegovo brzo i ravnhomjerno Sirenje kroz sustav,
Sto posljedi¢no minorizira utjecaj mase i geometrije uzorka koji se obraduje. Uslijed

navedenog, namirnica koja se obraduje zadrzava svoj oblik i kod ekstremnih tlakova.

Primjena visokog hidrostatskog tlaka kao netoplinska metoda ima brojne prednosti.
Visokim hidrostatskim tlakom postize se antimikrobni u¢inak uz istodobnu eliminaciju ili
znatnu redukciju postupka zagrijavanja, ¢ime se izbjegava toplinska degradacija komponenti
hrane, zadrZava okus, boja i nutritivna vrijednost. Tretiranje namirnice je brzo i ravnomjerno,
a potreba za dodavanjem kemijskih aditiva je minimalna (Kresi¢ i sur., 2011). Novija
istrazivanja mjerena su na potencijal ove tehnologije za kreiranje novih struktura, okusa i

funkcionalnih svojstava hrane nakon tretmana visokim hidrostatskim tlakom.

2.4.3. Utjecaj visokog hidrostatskog tlaka na vino

Tretman obrade visokim hidrostatskim tlakom (HHP) je u¢inkovit alat za inaktiviranje
nezeljenih mikroorganizama u vinu. Utvrdeno je od strane nekoliko studija da je uz HHP pri
umjerenim pritiscima postignuto ucinkovito inaktiviranje mikroorganizama u vinu bez
izazivanja znacajnih fizikalno-kemijskih i senzorskih promjena (Morata i sur., 2012). S druge
strane, pokazalo se da je obrada HHP na 650 MPa uzrokovala promjene u fizikalno-

kemijskim i senzornim svojstvima vina (Tao i sur., 2012). Osim toga, istrazivanja koja su
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proveli Santos i sur. (2013a), pokazala su da je HHP dugoro¢no utjecao na fizikalno-kemijske
parametre crnih i bijelih vina bez sumpornog dioksida. Takoder, dosadaSnja istrazivanja
pokazuju uspjeSnu primjenu visokog hidrostatskog tlaka kao tehnologije za ubrzano
dozrijevanja vina (Santos i sur., 2013b). Jedna od mogué¢ih primjena HHP u vinarstvu
ukljucuje i tretman vina hrastovim ¢ipsom, ¢ime se ubrzava oslobadanje spojeva iz hrasta i
modificira sastav vina u kratkom vremenskom tretmanu (Tao i sur. 2015). Sa stajaliSta
starenja vina HHP se moZe potencijalno koristiti za promjenu ravnoteze kemijskih reakcija u
vinu i ubrzano mijenjanje senzorskih svojstava vina, odnosno za ubrzavanje procesa starenja
vina. Naime, nedostatak tradicionalnog dozrijevanja vina u hrastovim ba¢vama upravo je
vrijeme potrebno za starenje, medutim i drugi faktori kao §to su visoka cijena drvenih bacava,
prostor koji zauzimaju u vinariji, ograni¢eni zivotni vijek, ali i potencijalno mikrobiolosko
onecis¢enje. Stoga primjena HHP-a za starenje vina moze biti od koristi vinskoj industriji u
navedenim aspektima.. Osim toga, troSak HHP opreme takoder treba uzeti u obzir u njegovoj

primjeni (Tao i sur., 2012).

Novija istrazivanja usmjerena su na mogucnosti iskoristenja visokog hidrostatskog
tlaka i drugih tehnologija (poput pulsirajuceg elektricnog polje, ultrazvu¢nog i/ili UV
zracenja) kao alternativnih tehnologija kojima bi se potencijalno mogla smanjiti upotreba SO,
u vinarstvu. Naime, sumporov dioksid ima $iroku primjenu u vinarstvu. Jedna od njegovih
najvaznijih uloga antioksidacijsko djelovanje kojim se smanjuje aktivnost enzima
prvenstveno polifenoloksidaze, ali i oksidacijske promjene polifenolnih spojeva (Jackson,
2000). Nadalje, dodatak SO, tijekom prerade grozda u koncentraciji od 30-50 mg L™ je nuzan
jer djeluje inhibitorno na rast nepozeljnih mikroorganizama kao i enzima (Jackson, 2000 ).
Medutim, obzirom da ovaj aditiv kod osjetljivih pojedinaca moze izazvati alergijske reakcije,
posljednjih godina stvorile se potrebu za njegovim smanjenjem ili zamjenom. Primjena
visokog hidrostatskog tlaka s nizom dozom SO, pokazala se potencijalno jednako uéinkovito
kao i ve¢a doza SO, (Santos i sur., 2013b). Medutim, da bi primjena ove tehnologije zazivjela
u punoj mjeri potrebno je svakako ispitati 1 njezin dugoro¢ni u¢inak na kvalitetu vina (sastav

polifenolnih spojeva i arome) kao i njegove senzorske karakteristike.
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3. EKSPERMINETALNI DIO

3.1. MATERIJAL

3.1.1. Uzorci vina

Vina, koristena u ovom radu, bila su bijelo vino Grasevina te crno vino Cabernet
Sauvignon (Erdutski vinogradi d.o.o., Erdut, Hrvatska), proizvedena 2017. godine sa

snizenom koncentracijom sumporovog dioksida.

Tablica 1. Osnovni fizikalno-kemijski sastav vina GraSevina i Cabernet Sauvignon

Parametar Grasevina Cabgrnet
Sauvignon
Alkohol (vol %) 11,4 13,1
Ukupna kiselost (g L™ vinske kiseline) 51 5,3
Hlapiva kiselost(g L™ octene kiseline) 0,31 0,61
Reducirajuéi $eceri (g L) 2,8 4,1
pH 3,37 3,46
Jabucna kiselina (g L™) 1,2 0,1
Mlije¢na kiselina (g L™) 0,3 1,3
Ukupni sumporov dioksid (mg L™) 78 25
Slobodni sumporov dioksid (mg L™) 15 15

3.1.2. Kemikalije

Reagensi koriSteni u spektrofotometrijskim analizama bili su najmanje pro analysis (p.a.)
stupnja Cistoce, a za analizu provedenu plinskom 1 teku¢inskom kromatografijom visoke

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

e Natrijev Kklorid, Carlo Erba, Vale de Reuil, Francuska
e n-amil alkohol, Fluka, Kemika, Zagreb, Hrvatska

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

Folin Ciocalteu reagens, Reagecon, Shannon, Irska

Klorovodic¢na kiselina (37 %), Carlo Erba, Val del Reuil, Francuska
Mravlja kiselina (98-100 %), Carlo Erba, Val del Reuil, Francuska
Etanol (96 %), Gram-Mol, Zagreb, Hrvatska

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

Metanol, HPLC cistoce, J.T.Baker, Deventer, Nizozemska
Acetonitril (100 %), HPLC cistoce, J.T.Baker, Deventer, Nizozemska
Galna kiselina, SigmaAldrich, St.Louis, MO, SAD

Protokatehinska kiselina, SigmaAldrich, St.Louis, MO, SAD
Vanilinska kiselina, SigmaAldrich, St.Louis, MO, SAD

Siriginska kiselina, SigmaAldrich, St.Louis, MO, SAD

Kafeinska kiselina, SigmaAldrich, St.Louis, MO, SAD
p-Kumarinska kiselina, SigmaAldrich, St.Louis, MO, SAD
Ferulinska kiselina, SigmaAldrich, St.Louis, MO, SAD

Kaftarinska kiselina, SigmaAldrich, St.Louis, MO, SAD
(+)-Katehin, SigmaAldrich, St.Louis, MO, SAD

(-)-Epikatehin, SigmaAldrich, St.Louis, MO, SAD

Procijanidin B1, SigmaAldrich, St.Louis, MO, SAD

Procijanidin B2, SigmaAldrich, St.Louis, MO, SAD
Malvidin-3-O-glukozid klorid, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD

3.1.3. Aparatura i pribor

Aparatura:

Uredaj za visoki tlak: FPG7100 Stansted Fluid Power Iso-lab High Pressure System;
Stansted Fluid Power Ltd., Harlow, Essex, UK

Uredaj za vakuumiranje, Besser Vacuum SRL, Dignano, Italija

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

Analiticka vaga, Mettler Toledo, Columbus, OH, SAD

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

sljede¢ih 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

e Plasti¢ne vrecice za vakuumiranje, Jarden Consumer Solutions, Chesire, UK
e Plasti¢ne bocice volumena 100 mL

e Mikropipete od 100 1 1000 pL, Eppendorf, Hauppauge, NY, SAD

e Staklene tube za hidrolizu, Pirex, Corning, NY, SAD

e Pipete volumena 10, 20, 25 mL

e Odmijerne tikvice volumena 10, 25, 50, 100, 250, 500 i 1000 mL

e Staklene epruvete

e Plasti¢na ladica za vaganje

e Labaratorijske caSe volumena 100, 150, 250 mL

e Staklene kivete od 1 cm

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

e HSS bocice, 20 mL, Restek, Bellefonte, PA, USA

e Slikonski ¢epovi za HSS bocice, Diiren, Njemacka

17



3.2. METODE

3.2.1. Priprema vina za tretiranje

Vina koja su tretirana ukljucivala su nekoliko varijanti s odnosno bez antioksidansa, a
pritom su koristeni antioksidansi sumporov dioksid i glutation. Varijante tretiranih vina
obuhvatile su: (a) vino sa snizenom koncentracijom SO, (15 mg L™ slobodnog SO,) (b) vino
sa snizenom koncentracijom SO, i glutationom (15 mg L™ slobodnog SO, uz dodatak 20 mg
L glutationa) te (c) vino sa standardnom koncentracijom SO, (30 mg L™ slobodnog SO,).
Kontrolno vino je vino sa standardnom koncentracijom SO,. Primijenjene varijante bile su

jednake za crno i bijelo vino.

3.2.2. Tretman vina visokim hidrostatskim tlakom

Tretman vina visokim hidrostatskim tlakom proveden je pomocu uredaja za visoki
tlak (FPG7100, Stansted Fluid Power, Iso-lab High Pressure System, Stansted Fluid Power
Ltd., Harlow, Essex, UK). Tretiranja su izvr$ena pri tlaku od 200 MPa i trajanju tretmana od
5 minuta. Postupak HHP tretiranja vina bio je sljedeci: plasticna bocica od 100 mL napunjena
je vinom do vrha, dobro zatvorena ¢epom te vakuumirana u vre¢icu. Potom je postavljena u

radni cilindar volumena 2000 mL ispunjenim tla¢nom tekuc¢inom (propilen—glikol).

3.2.3. Punjenje vina u boce i starenje

Nakon provedenog tretmana, vina su odmah punjena u boce koje su potom zatvorene
plutenim ¢epom uz pomo¢ rucne Cepilice. Prije prelijevanja vina, boce su propuhane dusikom

(kroz 1,5 min) zbog eliminacije kisika iz unutrasnjosti boce.

Odmah nakon provedenog punjenja u boce, vina su skladiStena pri kontroliranim
uvjetima u hladnjaku. Boce s vinom su postavljene u vodoravni polozaj te su Cuvane na

suhom i tamnom mjestu. Temperatura hladnjaka za ¢uvanje vina iznosila je 12 °C.
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3.2.4. Odredivanje ukupnih fenola u bijelom i crnom vinu

Princip odredivanja:

Odredivanje ukupnih polifenola temelji se na reakciji fenolnih spojeva s Folin-
Ciocalteu reagensom kojeg Cine smjesa fosfovolframove i fosfomolibdenove kiseline
(Singleton i Rossi, 1965). Intenzitet nastalog plavog obojenja izmjeren je spektrofotometrijski
pri valnoj duljini od 765 nm. Dobiveni rezultat je izrazen kao ekvivalent galne kiseline
(GAE)umg 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 i nakon 30 sekundi dodati 15 mL 20 % otopine natrijevog karbonata. Zatim
tikvicu nadopuniti do oznake s destiliranom vodom i ostaviti 2 sata na sobnoj temperaturi.
Slijepu probu pripremiti na isti nacin, ali umjesto uzorka uzeti 1 mL destilirane vode. Nakon

2 sata izmjeriti apsorbanciju pri valnoj duljini od 765 nm.

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
za daljnje korake koristiti propis za odredivanje ukupnih fenola. Izraditi bazdarni pravac pri
Gemu koncentraciju galne kiseline (mg L) nanijeti na apscisu, a na ordinatu izmjerene

vrijednosti apsorbancije pri valnoj duljini od 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™)
R2- koeficijent determinacije
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3.2.5. 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 u obojenju zagrijanog, hidroliziranog i nehidroliziranog uzorka koji je bio 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 temperaturu
od 100 °C. Nakon 30 minuta, tuba izvaditi iz vodene kupelji te ju ohladiti ledom kako bi se
Sto prije zaustavila daljnja reakcija kiselinske hidrolize. U svaku od tuba potom dodati 0,5
mL etanola. Izmjeriti opticku gustocu pri valnoj duljini 550 nm nasuprot destiliranoj vodi kao

slijepoj probi.

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

D,-opticka gustoca nehidroliziranog uzorka
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3.2.6. Odredivanje ukupnih antocijana u crnom vinu

Princip odredivanja:

Ukupni antocijani u uzorku crnog vina odredeni metodom temeljenoj 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 bezbojni leuko oblik. Paralelni
uzorak vina istovremeno je tretiran destiliranom vodom pri ¢emu ne dolazi do promjene na
strukturi molekula antocijana. Koli¢inu prisutnih antocijana u crnom vinu pokazuje razlika
spektrofotometrijski odredenih apsorbancija u oba uzorka (Ribérecau-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.
Zatim, 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 natrij hidrogensulfita. Nakon 15
minuta izmjeriti apsorbancija oba uzorka na 520 nm pri ¢emu kao slijepu probu koristiti

destiliranu vodu.

Racun:
Koncentracija antocijana u ispitivanom uzorku izraunata je prema formuli:
A (mg L) = 875 x (D1-D5)
gdje je:
A (mg L™ — koli¢ina antocijana u ispitivanom uzorku
875 — faktor preracunavanja
D;- apsorbancija uzorka kojemu je dodana voda

D,- apsorbancija uzorka kojemu je dodana 15 % otopina natrijevog hidrogensulfita
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3.2.7. Odredivanja fenolnih kiselina i1 flavanola u bijelom vinu primjenom tekucinske

kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC)

Analiza hidroksibenzojevih kiselina (galna, protokatehinska, vanilinska i siringinska
kiselina), hidroksicimetnih kiselina (kafeinska, ferulinska, p-kumarinska, kaftarinska
kiselina), flavan-3-ol monomera [(+)-katehin i (-)-epikatehin] i flavan-3-ol dimera
(procijanidin B1 1 B2) provedena je primjenom tekucinske kromatografije visoke
djelotvornosti (HPLC) 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 um (Filter-Bio, Labex Ltd, Budimpesta,
Madarska). Injektirano je 20 pL ovako pripremljenog uzorka. Kromatografsko razdvajanje
izvrSeno je na koloni Gemini C18, dimenzija 250 x 4.6 mm (Phenomenex, SAD), pri
temperaturi od 25 °C te uz primjenu binarne mobilne faze: otapalo A (voda/mravlja kiselina;
98:2; v/v) i otapalo B (metanol). Pripremljene mobilne faze su filtrirane i odzracene.
Razdvajanje fenolnih kiselina, flavanola provedeno je primjenom gradijenta prikazanog u

tablici 2. uz protok mobilne faze od 1 mL min™.

Tablica 2. Gradijent koristen kod HPLC analize fenolnih kiselina i flavanola

Vrijeme A B Protok
(min) (%) (%) (mL min™)
0 98 2 1
20 68 32 1
30 60 40 1
40 50 50 1
50 50 50 1

Detekcija fenolnih spojeva provedena je pomo¢u DAD detektora snimanjem spektra
od 220 do 450 nm. Identifikacija fenolnih spojeva provedena je na sljede¢im valnim
duljinama: 280 nm (hidroksibenzojeve kiseline i flavanoli) te 320 nm (hidroksicimetne
kiseline). Kvantifikacija spojeva je provedena usporedbom retencijskog vremena (Rt)

razdvojenog spoja s retencijskim vremenom standarda te uvidom u UV spektar spoja.
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Koncentracija pojedina¢nih polifenolnih spojeva (galna, protokatehinska, vanilinska,
siringinska, kafeinska, ferulinska, p-kumarinska, kaftarinska kiselina, katehin, epikatehin,
procijanidin Bl i B2) izraCunate su iz jednadzbi bazdarnih pravca pripadajucih standarda.
Analiza svakog uzorka provedena je u duplikatu, a dobiveni rezultati izraZeni su u mg L™
Ukupne hidroksibenzojeve kiseline izracunate su kao suma koncentracije galne,
protokatehinska, vanilinska i siringinska kiseline, dok su ukupne hidroksicimetne kiseline
izraCunate kao suma kafeinske, ferulinske, p-kumarinske i kaftarinske kiseline. Ukupni
flavan-3-ol monomeri izracunati su kao suma katehina i epikatehina, dok su ukupni flavan-3-

ol dimeri izra¢unati kao suma procijanidina B1 i B2.

3.2.8. 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 od filtriranja uzorka vina kroz celuloza
acetat filtar promjera 25 mm i veli¢ine pora 0,45 um (Filter-Bio, Labex Ltd, Budimpesta,
Madarska). Injektirano je 20 puL. 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 i odzracene. Razdvajanje
slobodnih antocijana provedeno je primjenom gradijenta prikazanog u tablici 3. uz protok

mobilne faze od 1 mL min™.
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Tablica 3. Gradijent koristen kod HPLC analize slobodnih antocijana

Vijeme 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

Slobodni antocijani detektirani su pomo¢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 pojedinac¢nih slobodnih antocijana izrazene su kao ekvivalent malvidin-3-O-
glukozid klorida (mg L™). Ukupni slobodni antocijan-3-O-glukozidi izradunati 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 izracunati su kao suma koncentracije

peonidin-3-O-glukozid p-kumarata i malvidin-3-O-glukozid p-kumarata.
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3.2.9. Odredivanje spojeva arome bijelog i crnog vina plinskom kromatografijom s masenom

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

Za odredivanje spojeva arome koriStena je plinska kromatografija S masenom
detekcijom (GC/MS) uz prethodnu mikroekstrakciju na ¢vrstoj fazi (SPME). Pri tom su
odredeni sljede¢i spojevi arome: norizoprenoidi [f#-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) i ostali esteri (metil oktanoat i metil dekanoat)], visi alkoholi (i-amil
alkohol, 1-heksanol, cis-3-hexen-1-ol i 2-fenil etanol) i hlapive masne kiseline (kapronska,

kaprilna i kaprinska kiselina).

Princip GC/MS analize temelji se na razdvajanju spojeva arome u uzorku koji se
strujom inertnog plina nosioca unosi na kromatografsku kolonu. Na koloni se razdvajaju
sastojci 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 je 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 izrazena u mg L™,

GC/MS analiza:

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

Victoria, Australija

Uvjeti 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™
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e Mode injektiranja: ,,Splitless*

Priprema uzorka za mikroekstrakciju na ¢vrstoj 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.
Zatim, pripremljeni uzorak staviti u termostat na temperaturu od 20 °C. Izvagati 2 +/- 0,05 g
natrijevog klorida na analitickoj vagi u HSS bocicu i dodati 10 mL pripremljenog uzorka s
internim standardom. Cilj dodavanja natrijevog klorida je povecati ionsku jakost, odnosno
povecati ucinkovitost same ekstrakcije. U HSS bocicu s uzorkom dodati magnet, a potom
bocicu zatvoriti i postaviti u termoblok s magnetskom mijesalicom Kkoji je 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.

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 pojedinog uzorka
provedena je u duplikatu, a dobiveni rezultati su izrazeni 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, a ukupni ostali esteri kao suma metil
oktanoata i metil dekanoata. Ukupni visi alkoholi izracunati 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, kaprilne i kaprinske kiseline. Racunalna obrada 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

U ovom radu ispitan je utjecaj tretmana visokim hidrostatskim tlakom od 200 MPa
tijekom 5 minuta uz dodatak antioksidansa na sastav polifenolnih spojeva i aromu bijelog i

crnog vina nakon 12 mjeseci starenja u bocama.

U bijelom vinu GraSevina provedeno je spektrofotometrijsko odredivanje
koncentracije ukupnih fenola, dok je koncentracija fenolnih kiselina i flavanola odredena
primjenom tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC). U crnom vinu Cabernet
Sauvigon provedeno je spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije ukupnih fenola,

tanina i antocijana, dok je koncentracija slobodnih antocijana provedena HPLC analizom.

Analiza arome u bijelom i crnom vinu provedena je plinskom kromatografijom u

kombinaciji s masenom spektrometrijom uz prethodnu mikroekstrakciju na ¢vrstoj fazi

(SPME — GC/MS).

Dobiveni rezultati prikazani su na slikama 1-4, u obliku grafova te u tablicama 4-7 za
svaki pojedini spoj i to kao srednja vrijednost koncentracije dva ponavljanja uz standardnu

devijaciju.

41. UTIECAJ VISOKOG HIDROSTATSKOG TLAKA | DODATKA
ANTIOKSIDANSA NA POLIFENOLNI SASTAV VINA

4.1.1. Utjecaj visokog hidrostatskog tlaka i dodatka antioksidansa na polifenolni sastav vina

GraSevina

Nakon 12 mjeseci starenja nije utvrdena znacajna razlika izmedu kontrolnog uzoraka
koji nije tretiran visokim hidrostatskim tlakom i uzorka sa standardnom koncentracijom SO,
koji je tretiran visokim hidrostatskim tlakom od 200 MPa tijekom 5 minuta (slika 1). Nadalje,
kod vina sa snizenom koncentracijom SO, i dodatkom glutationa zamijecen je blagi pad
koncentracije ukupnih fenola, dok je najniza koncentracija uo¢ena u uzorku vina sa snizenim
SO,. Usporedujuéi posljednja dva uzorka moze se zakljuciti kako je dodatak glutationa imao
zaStitnu ulogu S obzirom da je veca koncentracija ukupnih fenola utvrdena u vinu s dodatkom
ovog antioksidansa. Dobiveni rezultati u skladu su s istrazivanjem Santos i sur. (2013a), u

kojem je ispitan utjecaj visokog hidrostatskog tlaka od 500 MPa i 425 MPa u trajanju

27



250,0

~ 200,0 :

" g2920:

L ) pd

S 1500

(@))

£

= 100,0

2 ‘

= ¥

5_ 50,0 \.*» %%

o " ey
00 99594

kontrola standardni SO- snizeni SO2 i snizeni SO-

glutation

Slika 1. Utjecaj visokog hidrostatskog tlaka i dodatka antioksidansa na koncentraciju ukupnih

fenola u vinu Grasevina

tretmana od 5 minuta na sastav fenolnih spojeva bijelog vina s 40 ppm SO, tijekom 12
mjeseci skladiStenja. Tretirana vina pokazala su niZzu koncentraciju ukupnih fenola te manju
antioksidacijsku aktivnost u odnosu na kontrolu, a kao razlog smatra se stvaranje visoko
reaktivnih radikala tijekom tretmana visokim hidrostatskim tlakom te oksidacije fenola
tijekom skladistenja (Santos i sur. 2013a).

Tretiranje visokim hidrostatskim tlakom od 200 MPa tijekom 5 minuta utjecalo je na
blago smanjenje koncentracije veéine hidroksibenzojevih kiselina osim vanilinske kiseline,
obzirom da su netretiranom kontrolnom vinu utvrdene neznatno vece koncentracije
navedenih spojeva od onih u tretiranim uzorcima vina (tablica 4). Takoder, navedeni tretman
vina utjecao je i na smanjenje koncentracije hidroksicimetnih kiselina u svim uzorcima,
izuzev ferulinske kiseline. Znacajniji utjecaj tretmana visokim tlakom doveo je do smanjenja
p-kumarinske kiseline u posljednja dva tretmana. Istrazivanjem utjecaja Vvisokog
hidrostatskog tlaka na fenolni sastav vina, Chen i sur. (2012) utvrdili su promjene u
koncentraciji pojedinih fenolnih kiselina. Naime, najveée promjene nakon tretmana uocene su
kod kafeinske i siringinske kiseline, dok je koncentracija ferulinske kiseline ostala gotovo
ista. Promjene su bile znacajnije pri tretmanu vi§im tlakovima odnosno pri tlaku od 400 MPa
doslo je do smanjenja koncentracije fenolnih kiselina (Chen i sur., 2012). Nadalje, u

tretiranim uzorcima utvrden je i pad koncentracije flavan-3-0l monomera, medutim samo u
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uzorcima sa snizenom koncentracijom sumporovog dioksida, pri ¢emu su najnize
koncentracije utvrdene u uzorku bez dodatka glutationa. Santos i sur. (2018) ispitali su utjecaj
visokog hidrostatskog tlaka na sastav flavanola i fenolnih kiselina, a dobiveni rezultati
ukazali su na ve¢u koncentraciju katehina i epikatehina u kontrolnim netretiranim uzorcima,
kao i nizu koncentraciju procijanidina B1 i B2 u tretiranom uzorku u odnosu na kontrolni
uzorak. Navedenim istrazivanjem takoder je utvrdeno kako tretman tlakom od 500 MPa u
trajanju od 5 minuta utjeCe na smanjenje koncentracije fenolnih kiselina, dok je u kontrolnom
vinu uocene vise koncentracije kaftarinske, vanilinske, ferulinske i sinapinske kiseline u
odnosu na tretirana vina. Smanjenje koncentracije tih fenolnih spojeva u tretiranom vinu
mogu biti povezani s proizvodnjom visoko reaktivnih radikala tijekom tlacenja, $to moze
dovesti do brze kemijske oksidacije te utjecati na polimerizaciju fenolnih spojeva tijekom

starenja (Santos i sur., 2018).
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Tablica 4. Utjecaj visokog hidrostatskog tlaka i dodatka antioksidansa na koncentraciju

fenolnih kiselina i flavanola u vinu Grasevina

UZORCI
standardni snizeni SO, i sniZeni
kontrola SO, glutation SO,
HIDROKSIBENZOJEVE KISELINE
Galna kiselina 4,11 +0,07 4,08 + 0,02 4,04 + 0,02 3,99 + 0,00
Protokatehinska kiselina 3,22+0,27 3,12+ 0,03 3,05+ 0,04 3,63+0,07
Vanilinska kiselina 4,43 £0,23 4,32 +£0,77 3,92+0,15 4,44 +£0,21
Siringinska kiselina 2,34+0,13 2,28 £0,01 2,14 +£0,01 2,13 +£0,05
Ukupne hidroksibenzojeve
Kiseline 14,10+ 0,44 | 13,80+0,77 | 13,15+0,19 | 14,20+ 0,09
HIDROKSICIMETNE KISELINE
Kafeinska kiselina 3,90 = 0,05 3,86 + 0,00 3,85+ 0,00 3,81 +£0,01
p-Kumarinska kiselina 2,33 +£0,01 2,33 £ 0,00 1,94+ 0,13 2,05+0,01
Ferulinska kiselina 2,54+ 0,01 2,60 + 0,08 2,57 +0,02 2,66 + 0,04
Kaftarinska kiselina 40,05+0,99 | 38,94+0,18 | 38,65+041 | 39,06+0,07
Ukupne hidroksicimetne
Kiseline 48,82 £094 | 47,72+0,26 | 47,01 £0,30 | 47,58 £0,04
FLAVAN-3-OL MONOMERI
(+)-Katehin 7,27 £0,22 7,97 +0,14 6,52 £2,63 3,78 £0,31
(-)-Epikatehin 11,87+0,05 | 11,36+0,70 | 10,22 +0,66 | 11,85+ 0,04
Ukupni
flavan-3-ol monomeri 19,14+ 0,18 | 19,32 +0,85 16,73 +1,97 | 15,63 +0,27
FLAVAN-3-OL DIMERI
Procijanidin B1 2,69 +0,02 2,73 +0,06 2,71 +£0,23 2,47 £0,05
Procijanidin B2 3,23+0,17 3,27 £0,06 4,59 + 0,51 4,35+0,18
Ukupni
flavan-3-ol-dimeri 5,92 +0,15 6,00 + 0,00 7,30 +0,74 6,82 +0,13

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost dvaju mjerenja + standardna devijacija. Koncentracija

spoja izrazena jeu mg L.
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4.1.2. Utjecaj visokog hidrostatskog tlaka i dodatka antioksidansa na polifenolni sastav vina

Cabernet Sauvignon
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Slika 2. Utjecaj visokog hidrostatskog tlaka i dodatka antioksidansa na koncentraciju ukupnih
fenola u vinu Cabernet Sauvignon

Tretman visokim hidrostatskim tlakom nije imao znacajan utjecaj na sastav ukupnih
fenola crnog vina. Najveci pad koncentracije ukupnih fenola uocen je pri nizoj koncentraciji
SO,, dok je kod tretiranog vina sa standardnim SO, doslo do blagog smanjenja koncentracije
u usporedbi s kontrolnim uzorkom (slika 2). Santos i sur. (2013b) proucavali su promjene u
koncentraciji ukupnih fenola u vinu tretiranom visokim hidrostatskim tlakom gdje je
kontrolni uzorak bio netretiran uzorak s 40 SO, mg L™. Na pocetku starenja nije utvrdena
znacajna razlika izmedu kontrolnog i tretiranog uzorka s obzirom na koncentraciju ukupnih
fenola i antioksidacijsku aktivnost. Medutim, nakon 9 mjeseci starenja koncentracija ukupnih
fenola smanjila se za 9 % kod tretiranih vina, dok su nakon 12 mjeseci tretirani uzorci
pokazali pad antioksidacijske aktivnosti za 15 do 27 % (Santos i sur., 2013b). Usporedbom
djelovanja visokog hidrostatskog tlaka i pulsiraju¢eg elektricnog polja na fenolni sastav, van
Wyk 1 sur. (2018) dosli su do zaklju€ka da nema znacajne razlike izmedu djelovanja ove
dvije netoplinske metode s obzirom na kontrolni uzorak. Medutim, usporedbom koncentracija
ukupnih fenola nakon 12 mjeseci skladiStenja utvrdeno je smanjenje koncentracije u

tretiranim uzorcima. Za visoki hidrostatski tlak pad koncentracije iznosio je 103-119 mg
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GAE L™, a za pulsirajue elektri¢no polje 146-213 mg GAE L™ u odnosu na netretirani
uzorak. Ova istrazivanje je pokazalo kako tretman visokim hidrostatskim tlakom moze biti

uc¢inkovit kod redukcije SO,, ali ne i njegovo potpuno uklanjanje (van WykK i sur., 2018).

Koncentracija ukupnih tanina u tretiranim uzorcima ostala je gotovo nepromijenjena u
odnosu na kontrolni uzorak, izuzev uzorka sa snizenim SO; gdje je utvrden blagi pad
koncentracije (slika 3.) MozZe se zakljuéiti da tretman visokim hidrostatskim tlakom nije
utjecao na smanjenje koncentracije ukupnih tanina. Medutim, efektivnija zastita postignuta je
dodatkom antioksidansa, odnosno glutationa kao alternative sumporovom dioksidu. Do
znaajne promjene u koncentraciji tanina nije doslo ni tijekom istrazivanja Santosa i sur.
(2018) koji su usporedivali koncentraciju kontrolnog uzorka s tretiranim vinima, sa i bez
utjecaja mikrooksigenacije tijekom dozrijevanja u hrastovim ba¢vama. Naime, velina
polifenolnih spojeva je bila u vecoj koncentraciji u vinima koja su prosla mikrooksigenaciju
dok je sastav tanina ostao gotovo isti u oba tretirana uzorka u odnosu na kontrolu (Santos i
sur., 2018).
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Slika 3. Utjecaj visokog hidrostatskog tlaka i dodatka antioksidansa na koncentraciju ukupnih

tanina u vinu Cabernet Sauvingon
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Slika 4. Utjecaj visokog hidrostatskog tlaka i dodatka antioksidansa na koncentraciju ukupnih
antocijana u vinu Cabernet Sauvingon

Tretman visokim hidrostatskim tlakom imao je izraZeniji ucinak na koncentraciju
antocijana. Uocen je blagi pad u koncentraciji antocijana u uzorku sa standardnim SO,, dok
Se u preostala dva uzroka sa snizenim SO, ta koncentracija dodatno smanjena (slika 4).
Proucavaju¢i vina tretirana visokim hidrostatskim tlakom u odnosu na kontrolni uzorak crnog
vina koje nije tretirano, Morata i sur. (2012) ustanovili su smanjenje ukupne koncentracije
antocijana u uzorcima tretiranim visokim hidrostatskim tlakom. U tretiranim vinima smanjila
se koncentracija antocijana do 15 % (Morata, 2012). Tao i sur. (2015) istrazivanje su proveli
promatrajuci utjecaj visokog hidrostatskog tlaka (250, 450 i 650 MPa kroz 45 minuta) na
vino u koje je dodan hrastov ¢ips (5 g L™). Utvrdeno je smanjenje koncentracije antocijana i
intenzitet boje tijekom prvih 5 minuta, kao i poveéanje nakon zavrsetka tretmana u odnosu na
kontrolni uzorak koji nije tretiran. Razlog je vjerojatno utjecaj visokog hidrostatskog tlaka na
pojacanu interakciju antocijana i drugih polifenolnih spojeva, te formiranja novih pigmenata.
Vrijeme tretiranja, za razliku od promjene razine tlaka, pokazalo je znacajan utjecaj na

promjene koncentracije ukupnih antocijana (Tao i sur., 2015).
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Tablica 5. Utjecaj visokog hidrostatskog tlaka i dodatka antioksidansa na koncentraciju

slobodnih antocijana u vinu Cabernet Sauvignon

UZORCI
standardni | snizeni SO snizeni
kontrola SO, glutation SO,

ANTOCIJAN-3-O-GLUKOZIDI

Delfinidin-3-O-glukozid 6,88 + 0,11 5,84 + 0,00 428 +£0,15 3,75+0,31
Cijanidin-3-O-glukozid 1,12 £ 0,05 1,44 £ 0,59 0,64 +0,16 0,72 £ 0,02
Petunidin-3-O-glukozid 6,91 £ 0,01 6,05+0.28 | 3,88+0,35 3,73 £ 0,44
Peonidin-3-O-glukozid 6,37+0,10 5,12+1,13 3,46 +£ 0,02 4,25 +0,02
Malvidin-3-O-glukozid 65,11 +0,62 | 55,62+2,93 | 39,53 +0,88 | 35,08 +1,07
Ukupni antocijan-3-O-

glukozidi 86,40 £ 0,57 | 74,06 +4,93 | 51,79+ 121 | 47,53 + 1,81

ANTOCIJAN-3-O-GLUKOZID ACETATI

Peonidin-3-O-glukozid acetat 2,12+0,10 2,04 +£0,07 1,52 + 0,58 1,29 £ 0,31

Malvidin-3-O-glukozid acetat | 18,77+0,10 | 16,77 +0,43 | 10,43+ 1,42 | 10,48 = 0,60

Ukupni antocijan-3-O-
glukozid acetati 20,88+ 0,00 | 18,81 +0,36 | 11,94+2,00 | 11,77 £0,91

ANTOCIJAN-3-O-GLUKOZID p-KUMARATI

Peonidin-3-O-glukozid p-

kumarat 0,99+0,17 | 0,94+0,04 | 0,78+0,03 | 0,87 +0,30
Malvidin-3-O-glukozid p-

kumarat 512+0,07 | 411+0,10 | 3,05+0,35 | 3,43+0,17
Ukupni antocijan-3-O-

glukozid p-kumarati 6,11 +0,10 5,05+0,13 | 3,82+0,32 | 4,30+0,47

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost dvaju mjerenja + standardna devijacija. Koncentracija
spoja izrazena jeu mg L.

Koncentracija slobodnih antocijana smanjila se u uzorcima tretiranim visokim
hidrostatskim tlakom, pri ¢emu je uglavnom najniza koncentracija zabiljezena u uzorku vina
sa snizenom koncentracijom SO,. Dobiveni rezultati su ocekivani, obzirom na
antioksidativno, a time i protektivno djelovanje sumporovog dioksida i glutationa. Malvidin-
3-O-glukozida kao najzastupljenijem slobodni antocijan u vinu, pokazao je istovremeno
najvecu osjetljivost na djelovanje visokog hidrostatskog tlaka, ali i koncentraciju
antioksidansa (tablica 5). Dobiveni rezultati u skladu su s istrazivanjem Morata i sur. (2012),
gdje je takoder utvrden veci sadrzaj slobodnih antocijana u kontrolnim uzorcima koji nisu bili
tretirani, kao i najvece sniZzenje koncentracije kod malvidin-3-O-glukozida. Takoder, nize
koncentracije monomernih antocijana u uzorcima tretiranim visokim hidrostatskim tlakom, i

to u iznosu od 45-61 % od onih u kontrolnom uzorku sa 40 mg L™ SO, utvrdena su nakon 12
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mjeseci starenja u istrazivanju Santos 1 sur. (2013b). Naime, smatra se kako tretman visokim
hidrostatskim tlakom poti¢e reakcije kondenzacije antocijana i tanina tijekom dozrijevanja
odnosno starenja vina, uslijed ¢ega je zapazena i niza koncentracija monomernih antocijana u

tretiranim vinima (Santos i sur., 2013b).

42. UTIECAJ VISOKOG HIDROSTATSKOG TLAKA | DODATKA
ANTIOKSIDANSA NA AROMU VINA

4.2.1. Utjecaj visokog hidrostatskog tlaka i dodatka antioksidansa na aromu vina Grasevina

Uvidom u tablicu 6 vidljivo kako je tretman visokim hidrostatskim tlakom u bijelom
vinu Grasevina utjecao na smanjenje koncentracije estera, visih alkohola te hlapivih masnih
kiselina nakon 12 mjeseci starenja u bocama, obzirom da je koncentracija svih navedenih
spojeva bila ve¢a u kontrolnom nego u tretiranom uzorku. Usporedbom treniranih uzoraka,
takoder je vidljivo kako su najnize koncentracije norizoprenoida, etilnih i ostalih estera i vi§ih
alkohola dobivene u vinu sa standardnim sumpornim dioksidom dok su najnize koncentracije
acetatnih estera i hlapivih masnih kiselina utvrdene u vinu sa snizenom koncentracijom

sumporovog dioksida bez dodatka glutationa.

Santos i sur. (2015) su istrazivanjem utjecaja visokog hidrostatskog tlaka tijekom
skladistenja na promjene hlapivog sastava vina, u koje nije dodan sumporov dioksid,
ustanovili da ovaj tretman ubrzava Maillardove reakcije, oksidaciju alkohola i masnih
kiselina. Navedene reakcije dovode do promjena u sastavu arome koje nalikuju brzom
starenju vina ili termicki tretiranim vinima. Nakon 2 mjeseca starenja u tretiranom vinu
prevladavali su esteri i visi alkoholi, dok je najviSa koncentracija terpena analizirana nakon 9

mjeseci skladiStenja vina u boci (Santos i sur., 2015).
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Tablica 6. Utjecaj visokog hidrostatskog tlaka i dodatka antioksidansa na koncentraciju
spojeva arome u vinu GraSevina

UZORCI
standardni snizeni SO, i sniZeni
kontrola SO, glutation SO,
NORIZOPRENOIDI
TDN™ 8,85 + 0,38 2,64 +0,75 5,74+ 0,23 7,80 + 0,52
S-Damaskenon” 1,17+0,10 1,23 + 0,04 3,93 + 0,39 3,41+0,16
Ukupni
norizoprenoidi 10,02 + 0,48 3,87+0,71 9,67 + 0,62 11,21 +0,37
ETILNI ESTERI
Etil butanoat” 1,29 + 0,02 1,08 + 0,04 1,10 £ 0,09 1,02 + 0,04
Etil heksanoat” 1,97 0,08 1,53 + 0,09 1,70 £ 0,04 1,41 £0,12
Etil oktanoat” 1,56 +0,11 0,74 + 0,04 1,13+ 0,05 0,97 = 0,08
Etil dekanoat™ 1,12 +£0,03 0,32 £ 0,06 0,49 + 0,03 0,69 + 0,01
Dietil sukcinat™ 1,79 £ 0,04 1,57 +0,18 1,83 £0,07 1,34+ 0,16
Ukupni
etilni esteri” 7,71 +0,17 523 40,22 6,24 +0,12 5,41 + 0,40
ACETATNI ESTERI
Etil acetat’ 27,63+0,47 | 21,83+039 | 23,00+2,08 | 21,29+0,12
i-Butil acetat” 24,80 + 2,48 16,94 +1,39 | 19,23 +3.83 18,75 £ 0,57
i-Amil acetat” 1,17 +0,03 0,94 % 0,06 0,88 = 0,05 0,82 + 0,06
Heksil acetat” 0,09 = 0,00 0,06 + 0,00 0,06 + 0,00 0,05 + 0,00
2-Feniletil acetat” 0,10 +£ 0,00 0,09 £ 0,01 0,09 £ 0,01 0,08 £ 0,01
Ukupni
acetatni esteri” 29,01 £0,50 | 22,93+045 | 24,04+212 | 2224+0,18
OSTALI ESTERI
Metil oktanoat 255,79 £21,87 | 140,81 £7,25 | 190,64 + 7,40 | 160,42 + 18,42
Metil dekanoat 11,76 + 0,42 3,47 +0,43 5,45+ 0,29 6,74 + 0,15
Ostali esteri 267,54 +22.29 | 14427 +6,82 | 196,08+ 7,69 | 167,15+ 18,57
VISI ALKOHOLI
i-Amil alkohol” 93,02 + 1,73 82,69 +0,57 | 86,32+2,55 86,85 + 0,78
1-Heksanol” 1,57 + 0,04 1,46 + 0,04 1,50 = 0,03 1,47 + 0,03
cis-3-Heksen-1-0l" 153,64 + 8,06 | 144,67 +0,60 | 155,14+ 1,66 | 150,41 + 6,60
2-Fenil etanol” 5,31 +0,49 435 +0,36 448 +0,33 3,52 + 0,96
Ukupni
visi alkoholi” 100,05+ 1,29 | 88,63+024 | 9245+290 | 91,99+1,70
HLAPIVE MASNE KISELINE
Kapronska kiselina™ 3,55+ 0,06 2,94+ 0,31 3,21+0,29 2,43 £0,40
Kaprilna kisleina” 9,00 + 0,24 6,89 = 0,55 6,96 + 0,21 5,92 + 0,83
Kaprinska kiselina” 1,70 £ 0,42 1,15+0,10 1,05 +0,03 1,22 £ 0,04
Ukupne hlapive
masne kiseline” 14,25 + 0,60 10,98 £ 0,76 11,22 £0,47 9,56 + 1,26

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost dvaju mjerenja + standardna devijacija. “Koncentracija
spoja izrazenau mg L™. ~ Koncentracija spoja izrazena u pg L™.
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Briones-Labarca i sur. (2017) proucavali su utjecaj visokog hidrostatskog tlaka (400
MPa, 450 MPa i 500 MPa) na spojeve arome te senzorska svojstva bijelog vina sa 15-20 mg
L™ SO,. Senzorska svojstva kao §to su okus i miris su ostala ouvana nakon tretmana tlakom
od 400 MPa. Koncentracija estera (etilnih i acetatnih) kao najznacajnije skupina kemijskih
spojeva odgovornih za aromu vina, nakon tretmana iznosila je 65-76 % ukupne arome, od
Cega 15 % acetatnih estera (Briones-Labarca i sur., 2017). Identificirano je svega nekoliko
aldehida, a uzorci tretirani visokim hidrostatskim tlakom sadrzavali su ih u vecoj
koncentraciji, pri ¢emu se moze zakljuciti da tretman visokim tlakom povecava sintezu

aldehida.

Nadalje, najvise koncentracije hlapivih spojeva (estera, visih alkohola i hlapivih
masnih kiselina) utvrdene u vinu sa snizenom koncentracijom sumporovog dioksida uz
dodatak glutationa (tablica 6). Razlog navedenog je u sposobnosti antioksidansa odnosno
glutationa koji sprjeavajuci oksidaciju stiti hlapive spojeve od degradacije. Kritzinger i sur.
(2012) istrazivanjem utjecaja glutationa na spojeve arome u vinu dokazali su antioksidacijsko
djelovanje glutationa. Naime, dokazan je inhibitorni utjecaj GSH na smanjenje koncentracije
i-amil acetata, etil heksanoata i linalola. Vino sa snizenom koncentracijom Sumporovog
dioksida (35 mg L™) s dodatkom 20 mg L™ GSH bilo je u¢inkovitije u zatiti nekoliko estera
i linalola u usporedbi s vinom s 50 mg L™ dodanog sumporovog dioksida (Kritzinger i sur.,
2012).

4.2.2. Utjecaj visokog hidrostatskog tlaka i dodatka antioksidansa na aromu vina Cabernet

Sauvignon

Tretman visokim hidrostatskim tlakom u crnom vinu Cabernet Sauvignon nije utjecao
na smanjenje koncentracije spojeva arome nakon 12 mjeseci starenja u bocama (tablica 7).
Rezultati tretiranja crnog vina pri standardnoj koncentraciji sumporovog dioksida pokazuju
kako navedeni tretman nije utjecao na koncentraciju estera, dok koncentracije visih alkohola i
hlapivih masnih kiselina u svim tretiranim vinima bile nesto vise od onih u kontrolnom vinu.
Dobiveni rezultati su u skladu s istrazivanjem Morate i sur. (2012) koji su proucavali utjecaj
visokog hidrostatskog tlaka na aromatski profil crnog vina. Koncentracija etil acetata se
tretiranim uzorcima nije se znacajno razlikovala u odnosu na kontrolni uzorak, a razlike u

koncentraciji za etil acetat i etil laktat bile su do 10 % (Morata, 2012).
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Tablica 7. Utjecaj visokog hidrostatskog tlaka i dodatka antioksidansa na koncentraciju

spojeva arome u vinu Cabernet Sauvignon

UZORCI
snizeni SO, i sniZeni
kontrola standardni SO, glutation SO,
NORIZOPRENOIDI
TDN™ 0,19 £ 0,02 0,10 + 0,02 0,11+ 0,01 0,22 + 0,04
S-Damaskenon” 2,23+0,43 1,96 + 0,27 2,04 + 0,07 2,50 + 0,24
Ukupni
norizoprenoidi 2,41 +0.45 2,06+ 0,29 2,15+ 0,06 2,72 +0,28
ETILNI ESTERI
Etil butanoat” 0,32 + 0,01 0,37 +0,10 0,44 + 0,01 0,43 +0,01
Etil heksanoat” 0,38 + 0,04 0,34 + 0,08 0,50 + 0,01 0,53 + 0,10
Etil oktanoat™ 0,24 + 0,03 0,14 = 0,04 0,22+ 0,01 0,34 +0,11
Etil dekanoat™ 0,11+0,01 0,05+ 0,01 0,06 + 0,00 0,11 + 0,04
Dietil sukcinat™ 1,16 £0,13 1,39 + 0,64 1,64 + 0,08 1,57 + 0,05
Ukupni
etilni esteri” 2,20 £ 0,21 2,29+ 0,87 2,84+ 0,08 2,97+0.21
ACETATNI ESTERI
Etil acetat’ 32,22 +0,95 31,84+037 | 41,63+0,79 | 41,68 +233
i-Butil acetat” 29,69 + 2,43 2587 +048 | 28,33+035 | 29,75+ 1,80
i-Amil acetat” 0,37 £ 0,01 0,40 + 0,10 0,50 + 0,02 0,51 + 0,04
Heksil acetat” 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,01 +0,01
2-Feniletil acetat” 0,02 + 0,00 0,03 £ 0,01 0,02 £ 0,00 0,03 £ 0,01
Ukupni
acetatni esteri” 32,63 £ 0,97 32294027 | 42,17+081 | 4224+228
OSTALI ESTERI
Metil oktanoat 182,99 +20,13 | 122,51 £31,10 | 192,60 = 3,11 | 172,86 + 30,92
Metil dekanoat 5,97 + 0,83 2,43 +0,54 3,32+ 0,18 6,60 + 2,26
Ostali esteri 188,96 20,97 | 124,94 +31,64 | 195,92 +3,30 | 179,46 + 28,66
VISI ALKOHOLI
i-Amil alkohol” 218,20+ 10,44 | 221,71 +8,80 | 219,39 +2,24 | 223,54 +4,94
1-Heksanol 2,39+0,12 2,31 £0,01 2,39 + 0,06 2,46 + 0,30
cis-3-Heksen-1-0l" 114,22 +2,96 | 104,22 +536 | 106,07 +5,30 | 114,73 + 5,43
2-Fenil etanol” 13,91 £2,13 17,95+8,44 | 18,84 +1,48 | 20,94 +2,58
Ukupni
visi alkoholi” 234,60 + 8,43 | 242,07+ 17,23 | 240,72 + 0,81 | 247,04 +2.,67
HLAPIVE MASNE KISELINE
Kapronska kiselina™ 0,66 £0,12 0,85+ 0,37 0,90 + 0,05 0,95+0,10
Kaprilna kisleina” 1,12+£0,18 1,34 £ 0,55 1,46 £ 0,06 1,54 0,16
Kaprinska kiselina” 0,15+ 0,05 0,13 +0,03 0,13 +0,00 0,20 + 0,04
Ukupne hlapive
masne kiseline” 1,92 + 0,35 2,32 +0,95 2,48 +0,11 2,68 + 0,30

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost dvaju mjerenja + standardna devijacija. “Koncentracija
spoja izrazenau mg L™. ~ Koncentracija spoja izrazena u pg L™.
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Takoder, Santos i sur. (2015) utvrdili su vise koncentracije spojeva poput ketona,
acetala, furana i aldehida u vinima tretiranim visokim hidrostatskim tlakom. Detektirani
ketoni rezultat su oksidacije masnih kiselina izazvanih tretmanom visokim tlakom. Takoder,
koncentracija heksanala u tretiranom vinu nalazila se u visestruko vecoj koncentraciji u
usporedbi s netretiranim vinom, ¢ime se dokazuje oksidacija nekih alkohola uzrokovana
tretmanom. U tretiranim vinima detektirani su spojevi koji nastaju kao posljedica
Maillardovih reakcija (2-furfural, benzaldehid), ali manje ih je bilo nego u bijelim vinima, §to
moze biti posljedica veceg sadrzaja polifenola u crnom vinu $to smanjuje brzinu Maillardovih
reakcija, zbog boljeg antioksidacijskog djelovanja (Santos i sur., 2015).

S druge strane, u vinima tretiranim visokim hidrostatskim tlakom pri snizenoj
koncentraciji sumporovog dioksida s i bez dodatka glutationa uocene su vise koncentracije
estera, visih alkohola i hlapivih masnih kiselina nego u kontrolnom uzorku. U¢inak glutationa
kao antioksidansa istrazivali su Roussis i Sergianitis (2008) dodajuci ga u vina u kombinaciji
s kafeinskom odnosno galnom kiselinom te je usporedivan njihov u¢inak na spojeve arome u
odnosu na sumporov dioksid. Utjecaj pojedinih antioksidanasa se ispitivao na vina koja su
skladiStena 8 mjeseci, a pra¢ene su koncentracije i-amil acetata, etil heksanoata te linalola.
Djelovanje glutationa i kafeinske kiseline u¢inkovitije se dokazalo od sinergije glutationa i
galne kiseline, dok su obje kombinacije pokazale ve¢u ucinkovitost od SO, koji je dodan u
koncentraciji 20 mg L™ odnosno 40 mg L. Sumporni dioksid u koncentraciji od 60 mg L™
pokazao je zastitnu sposobnost usporedivu s kombinacijom glutationa i galne kiseline

(Roussis i Sergianitis, 2008).
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenog istrazivanja 0 utjecaju visokog hidrostatskog tlaka (200 MPa, 5
minuta) na sastav polifenolnih spojeva i arome vina nakon 12 mjeseci starenja u bocama

moze se zakljuciti sljedece:

e Tretman visokim hidrostatskim tlakom nije utjecao na smanjenje koncentracije
ukupnih fenola bijelog vina Grasevina sa standardnom koncentracijom SO, dok je pri
nizim koncentracijama SO, dodatak glutationa kao antioksidansa pokazao ucinkovito

djelovanje.

e Koncentracija fenolnih kiselina u bijelom vinu nakon tretmana visokim hidrostatskim
tlakom bila je tek neznatno smanjenja, dok je niza koncentracija SO, u tretiranim

vinima utjecala na promjene u sastavu flavan-3-ol monomera i dimera.

e Tretman visokim hidrostatskim tlakom nije utjecao na smanjenje koncentracije
ukupnih fenola i ukupnih tanina crnog vina Cabernet Sauvignon sa standardnom
koncentracijom SO,, dok je pri nizim koncentracijama SO, utvrdeno blago smanjenje

koncentracije navedenih spojeva.

e Tretman visokim hidrostatskim tlakom znaCajno je utjecao na sSmanjenje
koncentracije ukupnih i slobodnih antocijana, osobito kod tretmana s nizom

koncentracijom sumporovog dioksida.

e Tretman visokim hidrostatskim tlakom u bijelom vinu rezultirao je smanjenjem
koncentracije estera, visih alkohola i1 hlapivih masnih kiselina, dok je dodatak

glutationa uz nizu koncentraciju SO, imao zastitno djelovanje.

e Tretman visokim hidrostatskim tlakom u crnom vinu sa standardnom koncentracijom

SO;, nije rezultirao znacajnijim promjenama u sastavu arome.
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IZJAVA O 1ZVORNOSTI

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

izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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