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SAZETAK

Velika raznovrsnost vinogradarskih regija i podregija Hrvatske omogucuje proizvodnju
grozda 1 vina posebnih, svojstvenih karakteristika. Cilj istrazivanja bio je utvrditi postoji li
razlika izmedu vina iz kontinentalnog i primorskog podru¢ja Hrvatske, iz tri vinogradarske zone
(B, CI i CIl), Cetiri regije uzgoja (SrediSnja bregovita Hrvatska, Slavonija i hrvatsko
Podunavlje, Hrvatska Istra i Kvarner te Dalmacija) 1 odabranih zasticenih oznaka izvornosti
(ZOl). U ovome su radu prikazani rezultati analize 22 makro- i mikroelementa spektrometrijom
opticke emisije induktivno spregnute plazme (ICP-OES) te omjera stabilnih izotopa ugljika i
kisika masenom spektrometrijom omjera izotopa (IRMS) u ukupno 190 uzoraka vina, od kojih
je dio proizveden konvencionalno, a dio mikrovinifikacijom u sklopu postupka proizvodnje
autenti¢nih vina za EU izotopnu banku podataka. Dobiveni podaci obradeni su metodama
deskriptivne i multivarijatne statisticke analize, koja je pokazala da se vina medusobno
statisticki znacajno razlikuju obzirom na boju, godinu berbe, nacin proizvodnje i zemljopisno
podrijetlo. Analiza glavnih komponenata (PCA) je pokazala da se na osnovu ispitivanih mjernih
veli€ina, vina diferenciraju s obzirom na zemljopisno podrijetlo, pri ¢emu su najznacajniji
pokazatelji bili stabilni izotopi kisika *80/*°0 i ugljika *C/*2C. Pomoé¢u PCA je postignuto
jasno razdvajanje vina kontinentalnih regija (SrediSnja bregovita Hrvatska ili zona B, Slavonija
i hrvatsko Podunavlje ili zona CI), od primorskih regija (Hrvatska Istra i Kvarner te Dalmacija
ili zona CII). Medutim, nije bilo mogucée jasno medusobno razlikovati dvije kontinentalne regije
ili zone B i CI u kojima su uzorci rasporedeni bez grupiranja. PCA je takoder pokazala da se
mikrovinificirana vina mogu Koristiti kao reprezentativni skup za ocjenu autenti¢nosti
deklariranog zemljopisnog podrijetla komercijalnih vina (konvencionalno proizvedenih)
primjenom ispitivanih stabilnih izotopa i elemenata.

Najve¢i stupanj diskriminacije vina proizvedenih u hrvatskim vinogradarskim
podru¢jima (kontinentalnom 1 primorskom) postignuta je op¢om diskriminacijskom analizom
(GDA) koja je pokazala to¢nu klasifikaciju 97,9 % svih ispitivanih uzoraka, 100,0 %
autenti¢nih uzoraka i 84,8 % konvencionalnih uzoraka u matrici unakrsne provjere valjanosti.
Najvazniji pokazatelji diskriminacije primorskog i kontinentalnog podrugja bili su §*%0 i Co te
K, Rb, Sn, Li i 8C. GDA je za vina iz tri vinogradarske zone u Hrvatskoj pokazala veéu razinu
ispravno klasificiranih uzoraka ako su u analizi upotrijebljeni samo autenti¢ni uzorci (94,9 %)
nego za sve uzorke zajedno (86,3 %) ili za konvencionalne uzorke (66,1 %) u unakrsnoj

provjeri. Pri tome su najznacajnije mjerne veli¢ine bile 820, Co, Rb, Li, K i Sn. Pomoéu GDA
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je postignuto i jasno razdvajanje vina kontinentalnih regija (Sredi$nja bregovita Hrvatska ili
zona B, Slavonija i hrvatsko Podunavlje ili zona CI), od primorskih (Hrvatska Istra i Kvarner
te Dalmacija ili zona CII). Postignuto je i vrlo dobro medusobno razdvajanje dvije primorske
regije, Hrvatske Istre i Kvarnera od Dalmacije. Kontinentalne regije SrediSnja bregovita
Hrvatska (zona B) 1 Slavonija 1 hrvatsko Podunavlje (zona CI) takoder su medusobno odijeljene,
iako u manjoj mjeri. To¢na klasifikacija uzoraka obzirom na regiju postignuta je za 93,6 %
autenti¢nih vina, za 70,0 % svih vina ukupno te 53,6 % konvencionalnih uzoraka, gdje je
statisti¢ki najznaéajniji bio omjer stabilnih izotopa kisika 820, te Sn, Fe, Cu, Cri K. GDA vina
iz Sest odabranih ZOI (Prigorje-Bilogora, Zagorje-Medimijre, Slavonija, Hrvatsko Podunavlje,
Hrvatska Istra, Srednja i juzna Dalmacija), ispravno je svrstala 93,0 % autenti¢nih uzoraka, 58,2
% svih uzoraka ukupno te 34,5 % konvencionalnih uzoraka. Najbolje su medusobno razdvojeni
zemljopisno najudaljeniji ZOI (Hrvatska Istra od Srednje i juzne Dalmacije), dok se kod onih
susjednih, koji pripadaju istoj zoni kontinentalnog podru¢ja moze primijetiti odredeno
preklapanje, iako uzorci pojedinih ZOI uglavnom tvore dobro definirane grupe, npr. ZOlI
Hrvatsko Podunavlje ili ZOI Prigorje-Bilogora. Statisti¢ki zna¢ajna klasifikacija uzoraka prema
ZOI dobivena je samo za §'80 i Sn.

Dobiveni rezultati pokazali su da odnosi izmedu izotopnih omjera i koncentracija
razli¢itih razmatranih elemenata u kombinaciji s odgovaraju¢im statistickim modelom
predstavljaju vrijedan alat u razlikovanju vina proizvedenih u razli¢itim hrvatskim vinorodnim
podru¢jima, regijama, zonama i ZOI te predstavljaju znacajne pokazatelje autenti¢nosti vina
prema zemljopisnom podrijetlu. Rezultati ukazuju na to da predlozena metodologija predstavlja
vrijedan alat koji bi mogao predstavljati dodatnu vrijednost hrvatskim vinima naglaSavajuci
vaznost autenti¢nosti vina, osobito u svjetlu rastuce turisticke industrije 1 sve vece svijesti o

znacaju vinarstva kao gospodarske djelatnosti.

Kljuéne rije¢i: makro- i mikrolementi, masena spektrometrija omjera izotopa, opti¢ka emisija
induktivno spregnute plazme, stabilni izotopi, zemljopisno podrijetlo hrvatskih vina
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SUMMARY

The great diversity of wine-growing regions and sub-regions of Croatia enables the
production of grapes and wine with special, characteristic properties. The aim of this study was
to determine whether there is a difference between wines from the continental and coastal area
of Croatia, from three wine-growing zones (B, CI and CIlI), four growing regions (Croatian
Uplands, Slavonia and Croatian Danube, Croatian Istria and Kvarner, and Dalmatia) and
selected protected designations of origin (PDO). This study presents the results of the analysis
of 22 macro and microelements by inductively coupled plasma optical emission spectrometry
(ICP-OES) and the ratios of carbon and oxygen stable isotopes by mass isotope ratios (IRMS)
in a total of 190 wine samples, part of which were produced conventionally and part by
microvinification as part of the production process of authentic wines for the EU isotope data
bank. The obtained data were processed by methods of descriptive and multivariate statistical
analysis, which showed that wines statistically significantly differ with respect to color, year of
harvest, method of production and geographical origin. The analysis of the main components
(PCA) showed that, based on the measured values, the wines were differentiated according to
their geographical origin, with the most significant indicators being the stable isotopes of
oxygen *80/'°0 and carbon 3C/*2C. The PCA enabled a clear separation of the wines of the
continental regions (Croatian Uplands or zone B, Slavonia and Croatian Danube region or zone
CI), from the coastal regions (Croatian Istria and Kvarner, and Dalmatia or zone CII). However,
it was not possible to clearly distinguish between the two continental regions or zones B and Cl
in which the samples were distributed without grouping. The PCA has also shown that
microvinified wines can be used as a representative set to assess the authenticity of the declared
geographical origin of commercial wines (conventionally produced) using the tested stable
isotopes and elements.

The highest power for discrimination of wines produced in Croatian winegrowing areas
was achieved by general discriminant analysis (GDA) showing correct classification of 97.9%
of all investigated samples, 100.0% of microvinified samples and 84.8% of commercial samples
in the cross-validation matrix. The most significant markers for discrimination of coastal and
continental areas found by GDA were 580 and Co, followed by K, Rb, Sn, Li, and §**C. GDA
showed higher levels of correctly classified samples from three viticultural zones in Croatia if
only microvinified samples were employed in the analysis (94.9%) than for all samples together

(86.3%) or for commercial samples (66.1%) in the cross-validation matrix. The discrimination



of viticultural zones B, Cl, and Cll in Croatia was achieved by §'80, Co, Rb, Li, K, and Sn. The
GDA enabled a clear separation the wines of the continental regions (Croatian Uplands or zone
B, Slavonia and the Croatian Danube region or zone ClI), from the coastal regions (Croatian
Istria and Kvarner, and Dalmatia or zone ClI).

A very good separation was achieved between the two coastal regions, Croatian Istria
and Kvarner from Dalmatia. The continental regions of Croatian Uplands (Zone B) and
Slavonia and Croatian Danube region (Zone CI) are also separated from each other, althouhg
to a lesser extent. Considering the winegrowing regions, the correct classification was achieved
for 93.6% of authentic wines, for 70.0% of all wines, and 53.6% of conventional samples, where
the statistically most significant were §'80, Sn, Fe, Cu, Cr and K. GDA for wines from six
selected PDOs correctly classified 93.0% of authentic samples, 58.2% of all samples and 34.5%
of conventional samples. Geographically most distant PDOs (Croatian Istria, Central and
Southern Dalmatia) are best distinguished from each other, while in neighboring PDOs, which
belong to the same zone of the continental area, a certain overlap can be noticed, although
samples of individual PDOs mostly form well-defined groups (i.e. PDO Hrvatsko Podunavlje
and PDO Prigorje-Bilogora). A statistically significant classification of samples according to
PDO was obtained only for 30 and Sn.

The obtained results showed that the relationships between the isotopic ratios and
concentrations of different considered elements combined with appropriate statistical model
represent a powerful tool in discrimination of wines produced in different Croatian
winegrowing areas, zones, regions and PDOs, and represent significant indicators of wine
authenticity according to the geographical origin. The results indicate that the proposed
methodology is a valuable tool that could add value to Croatian wines, emphasizing the
importance of wine authenticity, especially in light of the growing tourism industry and growing

awareness of the importance of enology as an economic activity.

Keywords: Croatian wines fingerprint, geographical origin, inductively coupled plasma
optical emission spectroscopy, isotope ratio mass spectrometry, macro- and microelements,

stable isotopes
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Vinogradarske zone Hrvatske. Kontinentalna Hrvatska = zona B (SrediS$nja
bregovita Hrvatska) + zona CI (Slavonija i hrvatsko Podunavlje). Primorska
Hrvatska = zona CIl = Hrvatska Istra i Kvarner + Dalmacija. Sivo podrucje nije
vinogradarska regija. (Uredba (EU) 1308/2013 Dodatak I; (Leder i sur., 2021).
Spektrometar opticke emisije induktivno spregnute plazme u laboratoriju
HAPIH-CVVU. Vilastita fotografija.

Automatizirani sustav za destilaciju (lijevo) i automatski volumetrijski titrator po
Karl Fischer (desno) u laboratoriju HAPIH-CVVU. Vlastita fotografija.
Analizator elemenata u laboratoriju HAPIH-CVVU. Vlastita fotografija.

Maseni spektrometar IRMS u laboratoriju HAPIH-CVVU. Detektor Delta V Plus
(lijevo dolje) i1 periferna jedinica za pripremu i uvodenje plina (desno gore).
Vlastita fotografija.

Analiza glavnih komponenata (PCA): projekcija uzoraka (A) i varijabli (B -
omjeri stabilnih izotopa ¥0/*®0 i 3C/*?C i koncentracije 22 elementa) na
faktorske ravnine PC1xPC3, razlikovanih obzirom na nacin proizvodnje vina
(autenti¢na i konvencionalna vina).

Analiza glavnih komponenata (PCA): projekcija uzoraka i varijabli (omjeri
stabilnih izotopa '0/*°0 i ¥C/*2C i koncentracije 22 elementa) na faktorske
ravnine PC1xPC2 (A — uzorci, C — varijable) i PC1xPC3 (B - uzorci, D -
varijable).

Analiza glavnih komponenata (PCA): projekcija uzoraka na faktorske ravnine
PC1xPC2xPC3, razlikovanih obzirom na zemljopisna podrucja: kontinentalna 1
primorska Hrvatska.

Analiza glavnih komponenata (PCA): projekcija uzoraka na faktorske ravnine
PC1xPC2xPC3 razlikovanih s obzirom na vinogradarske zone B, Cl i CII.
Analiza glavnih komponenata (PCA): projekcija uzoraka na faktorske ravnine
PC1xPC2xPC3, razlikovanih s obzirom na vinogradarske regije uzgoja.

Analiza glavnih komponenata (PCA): projekcija uzoraka na faktorske ravnine
PC1xPC2xPC3, razlikovanih s obzirom na ZOl.

Projekcija uzoraka (n = 190) razlikovanih obzirom na regiju u ravninama
definiranim standardiziranim kanoni¢kim funkcijama Root 1, Root 2 i Root 3.

Kontinentalno podru¢je = zona B (SrediSnja bregovita Hrvatska) + zona CI
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(Slavonija i Hrvatsko Podunavlje), Primorsko podruéje = zona CII (Hrvatska Istra

I Kvarner + Dalmacija).

Slika 13.  Projekcija uzoraka (n = 141) razlikovanih obzirom na ZOIl u ravninama
definiranim standardiziranim kanoni¢kim funkcijama Root 1, Root 2 i Root 3.
ZOl zone B: Prigorje-Bilogora, Zagorje-Medimurje. ZOI zone CI: Slavonija,

Hrvatsko Podunavlje. ZOI zone CII: Hrvatska Istra, Srednja i juzna Dalmacija.
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(Ghidini i sur., 2006).

Broj analiziranih uzoraka vina prema zemljopisnom podrijetlu (zemljopisna
podrucja, vinogradarske zone i regije uzgoja, te zaSti¢ene oznake izvornosti -
Z0I), na¢inu proizvodnje (autenti¢na - A ili konvencionalna - C), godini berbe
(2015.12016.) i sortimentu (autohtone sorte oznacene su zvjezdicom®).
Standardne otopine elemenata analiziranih ICP-OES-om.

Koncentracije mati¢nih otopina (MO), standardnih kalibracijskih otopina (C1,
C2, C3, C4 1 C5), te kontrolne otopine (QC) koristene za analize ICP-OES-
om.

Postavke spektrometra opticke emisije induktivno spregnute plazme.
Rezultati validacije metode za odredivanje elemenata ICP-OES metodom
(linearnost, kalibracijski raspon, granice detekcije i kvantifikacije,
ponovljivost, intermedijarna prediznost i to¢nost).

Rezultati validacije metode za pripremu uzorka za odredivanje 13C/12C
(ponovljivost odredivanja vode u destilatu, ponovljivost odredivanja
alkoholne jakosti destilata i ponovljivost iskoriStenja destilacije uzorka),
Rezultati validacije IRMS metode za odredivanje omjera stablinih izotopa
180/1%0 i BC/A2C (linearnost, ponovljivost, intermedijarna preciznost i
to¢nost).

Omijeri stabilnih izotopa 20/*0 i ¥C/*2C te koncentracije odredivanih
elemenata u ispitivanim uzorcima vina (n = 190).

Omijeri stabilnih izotopa #0/**0 i ¥C/*?C te koncentracije elemenata u

Ispitivanim uzorcima vina izrazeni obzirom na boju vina.

Omijeri stabilnih izotopa 20/*0 i *C/*2C te koncentracije odredivanih
elemenata u ispitivanim uzorcima vina izrazeni obzirom na godinu berbe.

Omijeri stabilnih izotopa 20/®0 i 3C/*?C i koncentracije odredivanih
elemenata u ispitivanim uzorcima vina izrazeni obzirom na nacin proizvodnje.
Omijeri stabilnih izotopa ®0/*®0 i C/*?C i koncentracije odredivanih
elemenata u ispitivanim uzorcima vina izrazeni obzirom na zemljopisna

podrucja.
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Omijeri stabilnih izotopa *20/*®0 i 3C/*?C i koncentracije odredivanih
elemenata u ispitivanim uzorcima vina izraZeni obzirom na vinogradarske
zone uzgoja.

Omijeri stabilnih izotopa ¥0/®0 i 3C/*?C i koncentracije odredivanih
elemenata u ispitivanim uzorcima vina izrazeni obzirom na vinogradarske
regije uzgoja.

Omijeri stabilnih izotopa 80/®0 i 3C/*?C i koncentracije odredivanih
elemenata u ispitivanim uzorcima vina izrazeni obzirom na ZOl.

Pearsonovi koeficijenti korelacije medu rezultatima mjerenja odredivanih
elemenata, te izotopa 3C/*2C i 80/1°0.

Svojstveni vektori (SV) korelacijskog matriksa za sve uzorke (n=190)
dobiveni analizom glavnih komponenata (PCA) za prvih 7 faktora (PC1-PC7
sa svojstvenim vrijednostima korelacijskog matriksa > 1), ukupna
varijabilnost (UV, %) za sve uzorke i ukupna varijabilnost (VV, %) dobivena
krosvalidacijom. Znacajne varijable (p-vrijednosti < 0,05) su istaknute crveno.
PC1 — PC8 sa svojstvenim vrijednostima korelacijskog matriksa > 1,
ukupnom  varijancom, kumulativnim  svojstvenim  vrijednostima i
kumulativnhom varijancom za autenti¢ne uzorke (n = 78), konvencionalne
uzorke (n = 112) i za sve uzorke ukupno (n = 190).

Multivarijatni test znacajnosti (Wilksov lambda test, crveno su oznaceni
rezultati s p < 0,05) efekata/utjecaja koncentracija odredivanih elemenata, te
omjera stabilnih izotopa ugljika i kisika na zemljopisno podrijetlo
(zemljopisna podrugja, vinogradarske zone i regije uzgoja, te ZOI).
Klasifikacijska matrica dobivena GDA-om s udjelom ispravno klasificiranih

uzoraka (%) obzirom na zemljopisno podrijetlo (podrucja, zone, regije i ZOI).
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13C/12C
180/160
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IAEA

IRMM
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Max.
Min.
m/z
QC
RS
SLAP

SNIF-NMR

Sred. vr.
Stend. dev.
VSMOW

V-PBD
§13C
%0

omjer izotopa ugljika 13 i ugljika 12 za dani uzorak

omjer izotopa kisika 18 i kisika 16 za dani uzorak

certificirani referentni materijal (engl. Greenland Ice Sheet Precitpitation)
Medunarodna agencija za atomsku energiju (engl. International Atomic
Energy Agency)

Institut za referentne materijale i mjerenja (engl. Institute for Reference
Materials and Measurements)

spektrometar masa omjera stabilnih izotopa (engl. Isotope Ratio Mass
Spectrometer)

maksimum

minimum

omjer mase i naboja

uzorak za kontrolu kvalitete mjerenja (engl. Quality Control)

radni standard

certificirani referentni materijal (engl. Standard Light Antarctic
Precipitation)

frakcioniranje prirodnog izotopa na specificnom polozaju u molekuli
odredenog metodom nuklearne magnetne rezonancije

Srednja vrijednost, prosje¢na vrijednost

Standardna devijacija, standardno odstupanje

certificirani referentni materijal (engl. Vienna Standard Mean Ocean
Water)

certificirani referentni materijal (engl. Vienna Pee Dee Belemnite)
sadrzaj izotopa ugljika 13 (**C) izrazen u promilima (%o)

sadrzaj izotopa kisika 18 (*8C) izrazen u promilima (%o)
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Patvorenje hrane i pica rastuci je globalni problem. Svijest potroSaca o vaznosti
sigurnosti i zdravstvene ispravnosti hrane takoder je posljednjih godina u stalnom porastu kao
i aktivnosti koje ukljucuju patvorenje prehrambenih proizvoda radi ekonomske dobiti. To je
potaknulo razvoj sofisticiranih analitickih postupaka za odredivanje kvalitativnih i
kvantitativnih sastojaka hrane, patogenih mikroorganizama, alergena, ostataka pesticida i
toksina, te za utvrdivanje sljedivosti sukladno zemljopisnom i botanickom podrijetlu. Razvijaju
se analiticke tehnike 1 metode za utvrdivanje patvorenja hrane i pica, koje se vrlo Cesto nazivaju
metode otiska prsta (engl. fingerprinting methods).

Glavni preduvjet razvoja analitickih postupaka za pronalazenje jedinstvenih kemijskih
pokazatelja autenti¢nosti vina u smislu zemljopisnoga podrijetla je da se kemijski sastav vina
iz razlicitih zemalja ili regija, odnosno zasticenih oznaka izvornosti moze sistemati¢no
razlikovati. Razlike moraju biti dovoljno velike da nadmase varijacije u tehnoloskim
postupcima koji se primjenjuju u proizvodnji.

Zbog velikih mogucih razlicitosti botanickog i zemljopisnoga podrijetla te primijenjenih
tehnoloskih postupaka proizvodnje uglavnom se analiti¢cke tehnike kombiniraju i primjenjuju
zajedno s kemometrijskim metodama da bi se razvili statisticki modeli kojima se moze
klasificirati podrijetlo vina.

Razlilite tehnike temeljene na atomskoj spektroskopiji trenutacno predstavljaju neke od
alata za utvrdivanje autenti¢nosti prehrambenih proizvoda koji najvise obecavaju. Kao najcesce
ispitivani pokazatelji za autentifikaciju vina posebno se istiCu anorganski elementi i stabilni
izotopi uz kemometrijske metode multivarijatne statistike.

Atomska spektroskopija obuhvaca analitiCke tehnike koje se uglavnhom temelje na
razgradnji uzorka na ione nakon ¢ega se spektroskopski odreduju njihove koncentracije. Jedna
od tehnika primijenjenih u ovome radu je ICP-OES (engl. Inductively Coupled Plasma —
Optical Emission Spectroscopy) kod koje se uzorak podvrgava vrlo visokim temperaturama
koje uzrokuju disocijaciju na atome i pojavu pobudivanja i ionizacije atoma u uzorku. loni
prilikom povratka u osnovno stanje emitiraju odredenu koli¢inu elektromagnetskog zracenja
¢iji se intenzitet pri specificnoj valnoj duljini mjeri i koristi za odredivanje koncentracije
pojedinog elementa. Druga analiticka tehnika koja se koristi u ovome radu je IRMS (engl.
Isotope Ratio Mass Spectroscopy) za mjerenje omjera stabilnih izotopa *C/*2C te ¥0/*°0. U
oba slucaja se mjeri zastupljenost glavnih masenih izotopomera uglji¢nog dioksida 44

(2C*0,), 45 (**C'%0, i 2CT0%0) i 46 (*2C0®0), koje rezultiraju iz moguéih kombinacija
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izotopa 80, 0, %0, 3C i 12C, a odreduje se iz ionskih struja mjerenih pomo¢u tri razli¢ita
kolektora izotopnog masenog spektrometra.

Poznavanje udjela makro- i mikroelemenata te omjera stabilnih izotopa ugljika 3C/*?C
i kisika '0/**0 moze posluziti kao osnova za utvrdivanje zemljopisnoga podrijetla vina, a
njihovim se odredivanjem omogucuje uspostavljanje ,, otiska prsta” utemeljenog na kemijskim

svojstvima i stvara veza izmedu vina i njihovog zemljopisnoga podrijetla.

Zahvaljujuci globalizaciji i brzoj dostupnosti informacija, slu¢ajevi patvorenja hrane i
pi¢a koji se objavljuju u medijima mogu imati dalekosezne posljedice. Aktivnosti povezane s
patvorenjem vina i otkrivanjem istoga moguce je pratiti na internetskom portalu Zajednickog
istrazivackog centra (EC, 2018), kao na primjer slucaj francuskog proizvodaca vina Medoc koji
je optuzen za nedozvoljeno dodavanje Sec¢era u most prije pocetka fermentacije. Radilo se 0 397

hektolitara vina berbe 2016. godine vrijednosti 2,3 milijuna eura.

Velika raznovrsnost vinogradarskih regija i podregija Hrvatske omogucuje proizvodnju
grozda i vina posebnih, svojstvenih karakteristika. Cilj je ovoga rada utvrditi postoji li razlika
izmedu hrvatskih vina iz razli¢itih vinorodnih podrucja, vinogradarskih zona, regija i podregija
s pripadaju¢im oznakama izvornosti. U tu svrhu primjenjene su ICP-OES tehnika za
odredivanje udjela makro- i mikroelemenata te IRMS tehnika za analize stabilnih izotopa
ugljika *C/*2C i kisika '0/*°0. Navedenim su tehnikama analizirane dvije grupe uzoraka iz
hrvatskih vinogradarskih regija, od kojih jednu ¢ine konvencionalno proizvedena vina, a drugu
tzv. autenti¢ni uzorci vina proizvedeni mikrovinifikacijom sukladno Provedbenoj uredbi (EU)
2018/274 radi popunjavanja izotopne banke podataka Europske Unije. Dobiveni podaci
obradeni su pomocu deskriptivne statisticke analize te je provedena analiza varijance (GLM-
ANOVA, engl. General Linear Model — Analysis of Variance) i post hoc Tukey test nakon ¢ega
su uslijedile dvije metode multivarijatne statisticke analize: analiza glavnih komponenata
(PCA, engl. Principal Component Analysis) i opc¢a diskriminantna analiza (GDA, engl. General
Discriminant Analysis) kako bi se ustanovila sposobnost dobivenih podataka za razlikovanje
uzoraka iz razli¢itih vinorodnih podrucja, zona i regija Hrvatske te odabranih zasti¢enih oznaka

izvornosti.
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2. OPCIDIO
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2.1  Zemljopisna podrucja uzgoja vinove loze Republike Hrvatske

Prema Zakonu o vinu (NN 32/19), zemljopisna podruc¢ja uzgoja vinove loze Republike
Hrvatske dijele se na: vinogradarske zone, regije, podregije, vinogorja i vinogradarske poloZzaje.
Vinogradarska zona je vinorodno podrucje koje karakteriziraju sli¢ni klimatski uvjeti te za koju
su u skladu s Uredbom Europske unije 1308/2013 utvrdeni posebni enoloski postupci u
granicama vinogradarskih zona A, B, C I, C 1, C Il (a) i C 1l (b). Republika Hrvatska dijeli
se u tri vinogradarske zone (B, CI i CII) i Cetiri vinogradarske regije, od kojih su dvije u
kontinentalnom (Slavonija i hrvatsko Podunavlje i Sredi$nja bregovita Hrvatska), a dvije u
primorskom podru¢ju (Hrvatska Istra i Kvarner te Dalmacija). Sukladno Uredbi (EU)
1308/2013, Dodatak I, u Republici Hrvatskoj zona B odgovara regiji Sredi$nje bregovite
Hrvatske, zona CI odnosi se na regiju Slavonije i hrvatskog Podunavlja, a zona Cll obuhvaca

dvije vinske regije: Hrvatska Istra i Kvarner i Dalmacija (Slika 1).

Slika 1. Vinogradarske zone Hrvatske. Kontinentalna Hrvatska = zona B (Sredisnja bregovita
Hrvatska) + zona CI (Slavonija i hrvatsko Podunavlje). Primorska Hrvatska = zona Cll =

Hrvatska Istra i Kvarner + Dalmacija. Sivo podrucje nije vinogradarska regija.
(Uredba (EU) 1308/2013 Dodatak I; (Leder i sur., 2021)
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Podjelu vinogradarskih podru¢ja u navedene zone omogucila je Winklerova metoda
(Winkler, 1974) kojoj je cilj utvrdivanje osnovnih podataka o moguéem uspje$nom uzgoju neke
sorte u odredenim klimatskim uvjetima. Ova metoda se temelji na izracunu sume efektivnih
temperatura uz pretpostavku da vinova loza ne raste ako je temperatura ispod 10 °C. Svakom
danu tijekom vegetacijske sezone dodjeljuju se dnevni stupnjevi rasta (GDD, engl. growing
degree-days ili winklerov indeks, WI) koji se izracunavaju prema sumi efektivnih temperatura
(iznad 10 °C) u svakom od sedam mjeseci vegetacije (na sjevernoj hemisferi je to od 1. travnja

do 31. listopada bez obzira na stvarni pocetak ili zavrSetak vegetacije) prema izrazu:

wi = g (fretTnm) _ q00¢ (1)

Tmax......maksimalna dnevna temperatura
Tmin......minimalna dnevna temperatura

GDD ili bioklimatski Winkelrov indeks daje informaciju o koli¢ini akumulirane topline
za vrijeme trajanja vegetacijske sezone. Prema ovoj su metodi zemljopisna podruéja podijeljena
u pet klimatskih Winklerovih regija u kojima su GDD sljedeci: regija I (< 1390), regija I (1391
- 1670), regija 111 (1671 - 1940), regija IV (1941 - 2220), regija V (> 2220).

Sukladno ¢lanku 30. Zakona o vinu (NN 32/19) u odnosu na zemljopisna podrucja uzgoja
vinove loze u Republici Hrvatskoj mogu se utvrditi zasti¢ene oznake izvornosti (ZOI) na razini
vinogradarske podregije, vinogorja i vinogradarskog/vinogradarskih poloZaja te zaStiene

oznake zemljopisnoga podrijetla (ZOZP) na razini vinogradarske regije.

Baza podataka eAmbrosia obuhvaca registar oznaka izvornosti i oznaka zemljopisnoga
podrijetla zasticenih u Uniji te popise oznaka zemljopisnoga podrijetla i naziva podrijetla iz

zemalja izvan Unije koje su zaSti¢ene u Uniji u okviru bilateralnih sporazuma o trgovini vinom.

U bazi eAmbrosia navedeno je sedamnaest ZOI u Republici Hrvatskoj:
e Dalmatinska zagora
e Dingac
e Hrvatsko primorje
e Isto¢na kontinentalna Hrvatska
e Hrvatska Istra

e Moslavina
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e Plesivica

e Ponikve

e Hrvatsko Podunavlje

e Pokuplje

e Prigorje-Bilogora

e Primorska Hrvatska

e Sjeverna Dalmacija

e Slavonija

e Srednja i Juzna Dalmacija
e Zagorje-Medimurje

e Zapadna kontinentalna Hrvatska

U bazi eAmbrosia nije registrirana niti jedna zastiCena oznaka zemljopisnoga podrijetla.

Navedene ZOI podudaraju se s vinogradarskim regijama odnosno podregijama navednim
u Listi zemljopisnih oznaka (NN 64/17).
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2.2  Autenti¢nost vina

Prava potrosaca za dobivanje istinitih informacija o hrani koju kupuju navedena su u
Uredbi 178/2002 Europskog parlamenta i Vije¢a od 28. sije¢nja 2002. o utvrdivanju op¢ih
nacela i uvjeta zakona o hrani, osnivanju Europske agencije za sigurnost hrane te utvrdivanju
postupaka u podrucjima sigurnosti hrane. Ona ima za cilj sprjecavanje prijevarnih i
obmanjujuéih postupaka, krivotvorenja i svih ostalih postupaka koji mogu dovesti potrosaca u
zabludu. Primjer uobicajene prijevare je zamjena jednog sastojka slicnim jeftinijim koji ¢e
potrosac tesko prepoznati ili kojega je tesko otkriti klasicnim analitickim tehnikama. Osim toga,
takvi dodaci mogu predstavljati i rizik za zdravlje potrosaca, stoga je moguénost utvrdivanja
autenti¢nosti i sljedivosti prehrambenih proizvoda od velike vaznosti u prehrambenoj industriji,
ne samo zbog ekonomskih nego i sigurnosnih razloga (Reid i sur., 2006).

Svijest potroSaa o vaZnosti sigurnosti hrane kontinuirano se povecava posljednjih
godina, kao i aktivnosti koje ukljucuju patvorenje prehrambenih proizvoda radi ekonomske
koristi (Bong i sur., 2012; Chua i sur., 2012). Slijede¢i ove trendove, analiticke metode za
utvrdivanje autenti¢nosti prehrambenih proizvoda, ukljucujuéi vino, takoder se neprestano
razvijaju i u skladu s tim nadograduju (Selih i sur., 2014; Luykx i Van Ruth, 2008). Razvijaju
se i odgovarajuce kemometrijske metode analiza podataka dobivenih tim metodama, kako za
vino (Kokkinofta i sur., 2017; Camin i sur., 2015; Dordevic i sur., 2013) tako i za druge vrste
hrane, npr. med (Soares i sur., 2017), sir (Vargas-Bello-Pérez i sur., 2018) i meso (Miedico i
sur., 2017).

U izvjestaju OIV-a (franc. Office international de la Vigne et du Vin - OIV) o stanju
vinogradarskog i vinarskog sektora iz 2021. godine (O1V, 2021a), koji obuhvaca razdoblje od
2000. do 2020. godine, prikazani su trendovi i1 promjene ukupnih povrSina vinograda,
proizvodnje 1 potroSnje vina te medunarodne trgovine vinom. Procijenjeno je da je u svijetu
2020. godine bilo oko 7,3 milijuna hektara pod vinogradima te da je iste godine proizvedeno
oko 260 milijuna hektolitara vina. Svjetska potroSnja vina je u 2020. godini procijenjena na 234
milijuna hektolitara, a medunarodna trgovina vinom na 105,8 milijuna hektolitara, Sto u
vrijednosti iznosi oko 29,6 milijardi eura. Prikazana svjetska potro$nja i trgovina vinom u
promatranom razdoblju od dvadeset godina ukazuje na ekonomsku snagu ovoga sektora i
potrebu za osiguranjem autenti¢nosti vina kao izuzetno bitnoga poljoprivrednog i

prehrambenog proizvoda.



DOKTORSKI RAD — Renata Leder 2. Opéi dio

Patvorenje vina moze predstavljati veliki ekonomski problem i to posebice za zemlje koje
su najveéi svjetski proizvodaci vina: Italija, Francuska i Spanjolska zajedno su u 2020. godini
proizvele 53 % svjetske prozvodnje vina (OIV, 2021a).

Zbog ekonomskog je znacaja vino i u proslosti bilo ¢esto patvoreno. Lachenmeier (2016)
navodi primjerice da su u 19. stolje¢u vinu bile dodavane aluminijeve soli radi bistrenja ili
ekstrakti bobiCastog voca za poboljSanje boje crnih vina. Odlezavanje vina u bacvama
simulirano je dodavanjem hrastove piljevine, $to je prete¢a suvremene metode dodatka
hrastovog Cipsa. Primjenjivane su i metode Stetne po zdravlje, kao $to je dodavanje soli olova
radi bistrenja i zasladivanja. Najzastupljeniji na¢in patvorenja vina u Francuskoj devetnaestog
stoljeca bilo je dodavanje vode i Secera (Stanziani, 2007).

Usporedno s razvojem metoda analiticke kemije kojima se omogucilo utvrdivanje
ovakvih modifikacija vina, razvijali su se i nacini patvorenja te su postajali sve rafiniraniji.
Tako je u novije doba najpoznatiji slucaj skandala u Austriji iz 1985. godine, kada je vinu dodan
dietilen glikol za poveéanje slatkoce (Tagliabue, 1985), zbog ¢ega je reputacija austrijskih vina
u narednom razdoblju bila naruSena.

Prema Holmbergu (2010) se prijevare u vinarskom sektoru mogu podijeliti u nekoliko
glavnih kategorija:

o Pogresno oznacavanje zemljopisnog podrijetla vina, kategorije kvalitete i/ili godine
koraku proizvod oznacava boljim nego §to jest. Ovdje nema opasnosti po zdravlje
potroSaca, ve¢ se samo vino nize cijene 1 loSije kvalitete prodaje kao kvalitetnije 1
skuplje.

o Proizvodnja ,,umjetnog vina — proizvodnja vina iskljuc¢ivo iz aditiva i vode, §to je
zapravo rijetko, a povezano je s problemom alergijskih reakcija na koristene aditive.

o Pojacavanje vina — uglavnom se provodi dodatkom Secera, glicerola, dietilen glikola
ili drugih zasladivaca te aroma ili mijesanjem s drugim vinima. Ovaj na¢in patvorenja
predstavlja obmanjivanje i prijevaru potrosaca, ali ukoliko se radi o dodatku toksi¢ne

tvari, kao $to je to metanol, moze biti ugrozeno i njihovo zdravlje.

Vecina istrazivanja usredotoCena je na mogucnosti otkrivanja partvorenja u smislu
kemijskog sastava vina, dok su opcenitija istrazivanja prirode i opsega prijevara vezana uz
proizvodnju i trgovinu vinom ograni¢ena. Krivotvorenje ili patvorenje kod vina odnosi se ¢esto

na ilegalne tehnike kojima je cilj zamijeniti jednu vrijednu komponentu jeftinijom kako bi se
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povecala dobit, Sto utjeCe na konacnu slika proizvoda promjenom kemijskog sastava i senzornih
svojstava vina (Holmberg i sur., 2010).

Vino je proizvod koji se relativno jednostavno patvori dodavanjem Secera i/ili vode, kao
i namjernim pogre$nim oznacavanjem podrijetla radi ekonomske dobiti (Geana i sur, 2016a;
Dordevic i sur., 2013; Kosir i sur., 2001).

Autenti¢nost i komercijalna vrijednost vina Cesto su povezane sa zemljopisnim
podrijetlom, a neke su zemlje ili regije poznate po proizvodnji vina visoke komercijalne
vrijednosti (Luykx i Van Ruth, 2008). Stoga je uporaba analitickih metoda za provjeru
deklariranog sastava i podrijetla od velikog interesa kako za proizvodace vina, tako i za
potrosace (Kokkinofta i sur., 2014; Christoph i sur., 2006). Ovo se takoder sve vi$e prepoznaje
u Hrvatskoj (Leder i sur., 2021., Zurga 1 sur., 2019; Luki¢ i sur., 2017; ReSetar 1 sur., 2016;
Leder i sur., 2015; Ca¢i¢ i sur., 2011; Rastija i sur., 2009), gdje vinogradarstvo i vinarstvo
predstavlja znacajnu gospodarsku aktivnost, posebno vezanu uz rastucu turisticku industriju
(Hanzek i Susi¢, 2019).

Autenti¢nost je vina moguce utvrditi odredivanjem raznih kemijskih tvari koje u vinu
variraju ovisno o zemljopisnom podrucju, sorti 1 berbi upravo stoga Sto vina istoga podrijetla,
sorte i berbe imaju odredeni stupanj sli¢nosti. Na temelju ovih karakteristika znanstvenici su
kontinuirano poboljsavali i razvijali inovativne tehnike i metode kojima je omogucéena
ucinkovita i to¢na identifikacija autenti¢nosti vina. Posljednjih su se godina podrijetlo i
patvorenje vina uglavnom utvrdivali analizom elemenata, izotopa, fenolnih spojeva,
komponenti arome, organskih kiselina, aminokiselina i drugih kemijskih tvari u vinu. Pri tome
su primijenjivane razne tehnike identifikacije, ukljuc¢ujuéi tehnike masene spektrometrije,
spektroskopske i kromatografske tehnike, upotpunjene odgovarajuéim kemometrijskim

metodama (Sun i sur., 2021).
2.3  Metode utvrdivanja autenti¢nosti vina

2.3.1 Metode ,,otiska prsta*

lako se tradicionalne metode temeljene na tzv. mokroj kemiji jo§ uvijek koriste,
pojavljuju se novi pristupi utvrdivanju autenti¢nosti hrane koji omogucuju rjeSavanje slucajeva
prijevare koje klasicne metode ne uspijevaju otkriti. U takve nove pristupe ubraja se i
metabolomika koja omogucuje proucavanje metabolita u stanici, tkivu ili organizmu.

Istrazivanja koja ukljuuju metabolomiku uglavnom se mogu podijeliti na dva tipa, od kojih se

10
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kod jednog primjenjuju metode za profiliranje metebolita analizama pojedinih grupa spojeva, a
kod drugog metode za utvrdivanje metabolickog ,,otiska prsta“. Kod ovog drugog pristupa nije
namjera identificirati svaki opazeni metabolit, ve¢ usporediti uzorke ili ,,otiske pristiju®
metabolita koji se mijenjaju pod utjecajem bolesti te okolisnih ili genetskih promjena (Dettmer
i sur., 2007; Hall 2006).

Napredak analitickih tehnika kao $to su to UHPLC (engl. Ultra-High Performance Liquid
Chromatography) i HR-MS (engl. High-Resolution Mass Spectrometry) uz primjenu
softverskih progama kojima se obraduju velike koli¢ine podataka, omogucio je brzi razvoj
metabolomike u posljednjih desetak godina (Wolfender i sur., 2013). Raznolikost kemijskih
struktura, veliki raspon koncentracija u kojima su metaboliti prisutni u matricama i mogucnosti
analitickih tehnika predstavljaju izazove na koje se pokusava odgovoriti metabolomikom i
metodama otiska prsta. Metode otiska prsta ukljucuju razne vibracijske spektroskopske tehnike
(infracrvena i Raman spektroskopija), nuklearnu magnetsku rezonanciju (engl. Nuclear
Magnetic Resonance (NMR), lepezu tehnika temeljenih na masenoj spektroskopiji te
kromatografske tehnike ukljucujuci plameno ionizirajuci i ostale detektore (Cubero-Leon i sur.,
2014). Ova grupa autora u svom preglednom radu navodi i desetke istrazivanja koja su
provedena raznim analiti¢kim tehnikama s ciljem utvrdivanja pojedinih aspekata autenti¢nosti
prehrambenih proizvoda kao $to su to med, ulje, vino, jaka alkoholna pié¢a, ocat, kava, ¢aj,
mlijeko i mlije¢ni proizvodi, meso, riba, plodovi mora, voce i povrée te sokovi. Kao jednu od
znacajnih karakteristika ovih istrazivanja istaknuli su relativno mali broj ispitivanih uzoraka, a
da bi primijenjene tehnike mogle biti rutinski koriStene radi utvrdivanja autenti¢nosti potrebno
je uspostaviti velike baze podataka koje uzimaju u obzir veéu varijabilnost. Dakle, skupovi
uzoraka moraju ukljucivati varijacije prisutne u stvarnom zivotu da bi se pojedina metoda
mogla koristiti kao rutinska kontrola.

U razvoju modela zemljopisne sljedivosti potrebno je razumijeti je li vrijednost pracenih
pokazatelja povezana s njihovim podrijetlom te utjecu li na njih i ‘vanjski ¢imbenici’ kao oni
koji dolaze iz njegove proizvodnje (Durante i sur., 2018). Takoder se razvoj robustnih
klasifikacijskih kemometrijskih modela mora temeljiti na dobro osmisljenim eksperimentalnim
studijama koje ukljucuju sve izvore varijacija (individualna varijabilnost, sorta, pasmina,
hranidba, gnojidba, zemljopisni polozaj, klima itd.). U tome je smislu primjena metabolomike
jos uvijek u zacecima. Kako bi se kreirali modeli s globalnom primjenjivosti, potrebne su velike
studije kod kojih se prikupljanje uzoraka i analize provode kroz dulje razdoblje na razli¢itim

lokacijama (Capuano i sur., 2013).

11
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Pristup utvrdivanja autenticnosti vina primjenom metabolomike narocito se pokazao
korisnim u istrazivanjima u kojima je koristena *H-NMR ili proton-NMR spektroskopija u
kombinaciji s multivarijatnim statistickim metodama. Na ovaj je nacin provedena
karakterizacija vina razli¢itih sorata i zemljopisnoga podrijetla (Son i sur., 2009a; Son i sur.,
2009b; Son i sur., 2008). Son i suradnici (2008) su proveli proton-NMR profiliranje vina sorata
Campbell Early, Cabernet Sauvignon i Shiraz proizvedenih u Francuskoj, Kaliforniji, Australiji
i Koreji. Prikladnim statistickim metodama, PCA i PLS-DA (engl. Partial Least Squares
Discriminant Analysisod — PLS-DA), ustanovljene su znacajne razlike obzirom na sortu, a
metaboliti koji su najvise tome doprinijeli bili su: 2,3-butandiol, mlije¢na kiselina, octena
kiselina, prolin, sukcinska kiselina, jabu¢na kiselina, glicerol, vinska kiselina, glukoza i fenolni
spojevi. Takoder su razdvojena vina sorte Cabernet Sauvignon proizvedena u Australiji,
Francuskoj i Kaliforniji. Ustanovljeno je i da je udio prolina u kalifornijskom Cabernet
Sauvignonu visi nego u australskom i francuskom, odnosno australskom Shirazu i korejskom
Campbell Earlyu, §to dovodi do zakljucka da kemijski sastav bobice grozda ovisi o sorti i regiji
uzgoja. Ova studija naglaSava primjenjivost metabolomike temeljene na NMR profiliranju uz
multivarijatne statisticke metode u odredivanju kvalitete i podrijetla vina.

Louw i suradnici (2009) proveli su karakterizaciju odabranih mladih juznoafrickih vina
pomocu FTMIR spektroskopije (engl. Fourier Transform Mid-Infra Red — FTMIR), plinske
kromatografije i multivarijatne analize podataka. Analizirano je 496 monosortnih uzoraka vina
berbi 2005. i 2006. Sorte su bile: Sauvignon Blanc, Chardonnay, Pinotage, Merlot, Cabernet
Sauvignon i Shiraz. Analizirana su mlada sortna vina da bi se eliminirale varijacije uzrokovane
tehnologijom proizvodnje (mijeSanje sorata, dozrijevanje u hrastovim ba¢vama ili bocama i
sli¢no). Cilj rada bio je istraziti sastav hlapljivih spojeva 1 spektroskopski profil u srednjem
infracrvenom podru¢ju uz primjenu kemometrijskih metoda da bi se identificirali trendovi u
pogledu sadrzaja mjerenih spojeva i da bi se rezlikovali pojedini kultivari. Podaci dobiveni
plinskom kromatografijom 1 FTMIR spektroskopijom obradeni su analizom varijance te
metodama PCA i linearna diskriminantna analiza (engl. Linear Discriminant Analysis - LDA),
a dobivene su znacajne razlike u hlapljivim spojevima sortnih vina. Narocito se sorta Pinotage
razlikuje od ostalih crnih sorti, jer je sli¢nija bijelim sortama obzirom na udjele 2-feniletanola,
maslacne kiseline, etil acetata, izoamil acetata, izoamilnog alkohola i izomasla¢ne kiseline.
Takoder su sastav hlapljivih spojeva i FTMIR spektri doprinijeli razlikovanju sorata. Najbolja
diskriminacija postignuta je izmedu bijelih vina na temelju FTMIR spektra (to¢na klasifikacija
za 98,3% uzoraka), dok je za crna vina postignuta najbolja diferencijacija kombinacijom

spektara 1 hlapljivih komponenata (to¢na klasifikacija za 86,8% uzoraka).
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Jedno od istrazivanja u kojem se za metabolomicko profiliranje koristi napredna tehnika
tekucinske kromatografje HPLC-QTOFMS (engl. High Performance Liquid Chromatography—
Quadrupole Time-Of-Flight Mass Spectrometry) u kombinaciji s kemometrijskim alatima
provedeno je na uzorcima crnih vina (Cabernet Sauvignon, Merlot i Pinot Noir) iz razli¢itih
zemalja (Australija, Bugarska, Ceska Republika, Francuska, Njemacka, Madarska, Cile, Italija,
Makedonija, Slovacka, Spanjolska i SAD) i godina berbi (2004.—2008.). Nakon statisticke
obrade podataka (PCA i PLS-DA) zaklju¢eno je da HPLC tehnika u kombinaciji s masenom
spektroskopijom omogucuje analize nepoznatih spojeva s ciljem utvrdivanja autenti¢nosti
hrane, odnosno u ovom slucaju definiranje sorte vina. Autori su naglasili da za ovu namjenu
primjenom HPLC-QTOFMS tehnike nije potrebna identifikacija pojedinih molekulskih
obiljezivaca (Vaclavik i sur., 2011).

U znanstvenoj su literaturi dostupna mnoga istrazivanja kojima je cilj bio utvrdivanje
specifi¢nih obiljezivaca za dokazivanje sljedivosti i autenti¢nosti vina i grozda. Tu su uz analize
profila hlapljivih spojeva (etil estera, izoamil estera, aldehida, acetala i dr.) prisutne i analize
aminokiselina (arginina, alanina, tirozina, valina i leucina) i polifenola. IstraZivanjima
najzastupljeniji fenolni spojevi crnih vina su antocijanini. Oni mogu biti u slobodnom obliku,
kao $to su to antocijanini i antocijanidini (malvidin, delfinidin, cijanidin, peonidin i petunidin)

te vezani u acilnim i kumarilnim spojevima (glukozidima) (Palade i Popa, 2014).

2.3.2 Kemometrijske metode

Ispitivanjem vina jednom ili viSe instrumentalnih tehnika dobivaju se ¢esto vrlo sloZeni
spektri i podaci pa je stoga nuzno primijeniti odgovaraju¢e kemometrijske metode koje
omogucuju odabir i obradu podataka te ekstrakciju skrivenih informacija iz kompleksnih
sustava. Tako se spektri i podaci dobiveni razliitim instrumentima mogu analizirati i
primijeniti za §to bolju diferencijaciju vina. Kemometrijske metode unaprijedile su primjenu
samih analiti¢kih tehnika detekcije pojedinih analita i1 postale su esencijalni dio identifikacije
vina (Sun i sur., 2021). U svrhu utvrdivanja autenti¢nosti vina, odnosno otkrivanja patvorenja,

u znanstvenoj su literaturi primjenjivane razlicite kemometrijske metode, od kojih su najcesce:

o nenadzirane metode prepoznavanja uzoraka (engl. unsupervised pattern recognition
methods) kao Sto su analiza klastera (engl. Cluster Analysis - CA) i analiza glavnih

komponenata (engl. Principal Component Analysis — PCA) itd.
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o nadzirane metode prepoznavanja uzoraka (engl. supervised pattern recognition
methods), kao $to su diskriminantna analiza (engl. Discriminant Analysis — DA),
parcijalna metoda najmanjih kvadrata (engl. Partial Least Square Method — PLS),

umjetna neuronska mreza (engl. Artificial Neural Network — ANN) i sl.

Jedan od primjera istrazivanja u kojem su predlozene kemometrijske metode primijenjene
za poboljSanje nacina otkrivanja patvorenja vina je i ono provedeno na talijanskim vinima
(Dordevic i sur., 2013). Autori su predlozili u¢inkovitiju metodu za interpretaciju EU izotopne
banke podataka s cijljem utvrdivanja autenti¢nosti vina. Primijenili su modele univarijatne
(bazirane na t-testu) i multivarijatne statisticke obrade podataka (bazirane na Mahalanobisovoj
udaljenosti) da bi utvrdili dodatak Secera i vode vinima. U istrazivanje su bili ukljuéeni rezultati
5220 talijanskih vina iz EU izotopne baze podataka koji su prikupljeni u razdoblju od 2000-
2010. Eksperimentalni se model sastojao od jednog dijela uzoraka kojima su dodane
promjenljive koli¢ine Secera i vode, dok je za sve ostale uzorke patvorenje simulirano
statistickim modelom prema eksperimentalnim rezultatima. Zaklju¢eno je da ucinkovitost
otkrivanja patvorenja ovisi 0 izotopskim vrijednostima pojedinog uzorka, Mahalanobisovom
udaljenosti od sredista dobivenom multivarijatnom obradom te vrsti patvorenja. Koristeci
informacije dostupne u europskoj banci izotopnih podataka i simuliranjem realisti¢nih uzoraka
i falsifikata, postignuta su znacajna poboljSanja u otkrivanju patvorenja koriStenjem
multivarijatnih metoda, koje su se pokazale u¢inkovitijim u odnosu na univarijatne metode, tj.
njihovom se primjenom moze utvrditi ukupno veci broj patvorina, a i patvorenje dodatkom
manjih koli¢ina Secera 1 vode.

Pisano i suradnici (2015) su proveli kemometrijsko modeliranje rezultata dobivenih
analizom antocijanina teku¢inskom kromatografijom s masenom spektroskopijom.
Antocijanini su im posluzili kao markeri za klasifikaciju argentinskih vina prema botanickom 1
zemljopisnom podrijetlu. Kemometrijskim modelima, koriste¢i multivarijatnu rezoluciju
krivulje (engl. multivariate curve resolution), PLS i diskriminantnu rasklopljenu PLS (engl.
Discriminant Unfolded Partial Least Squares - D-UPLS), postignuto je razlikovanje sorata
Malbec, Merlot i Cabernet Sauvignon od ostalih sorata u istrazivanju, a takoder su se 1 tri regije
(isto¢na Mendoza, juzna Mendoza i San Juan) razlikovale od ostalih. Za oba tipa diskriminacije
odgovorni su bili sljede¢i antocijanini: malvidin-3-O-glukozid, malvidin-3-(6-O-
acetilglukozid), malvidin-3-0-glukozid-4-vinilgvajakol (@il malvidin-3-(6-O-p-
kumaroilglukozid)). Ipak su najéesce u istrazivanjima antocijanini koristeni kao markeri sorte

vina na temelju omjera aciliranih i neaciliranih te acetiliranih i kumariliranih antocijanina, $to
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je otezano jer se njihovi omjeri znatno mijenjaju primjenom razliitih tehnoloSkih postupaka
kao Sto su primjena enzima, temperatura i trajanje maceracije (Fischer i sur., 2006).

Geana i suradnici (2016a) predstavili su model provjere patvorenja crnih vina pomocu
izotopnih i kromatografskih tehnika u kombinaciji s multivarijatnim statistickim metodama
interpretacije podataka. Primijenjene su LDA i standardna hijerarhijska analiza klastera (engl.
Hierarchical Cluster Analysis - HCA). Analizirano je 29 uzoraka nabavljenih na trzistu,
pakiranih u PET ambalazu. Dodatak Secera i vode dokazan je u sumnjivim uzorcima mjerenjima
stabilnih izotopa 8*3C i 520 te je dodatno potvrden ostalim klasi¢nim parametrima, kao §to su
to alkoholna jakost (% vol.), prisutnost 5-(hidroksimetil)-2-furaldehida (HMF) i sinteti¢kih
zasladivaca 1 bojila koristenih za korekciju manjkavosti u okusu i boji vina. Dodatno je istrazen
i antocijaninski profil uzoraka, kao indikator autenti¢nosti crne boje vina, koji je usporeden s
autenti¢nim vinima dobivenim mikrovinifikacijom. Razni postupci patvorenja otkriveni su u
osam uzoraka kojima su dodavai Secer i/ili voda te umjetna sladila. Ustanovljeno je i da razlike
u udjelu medu antocijaninima, kao §to su delphinidin-3-O-glukozid, petunidin-3-O-glukozid,
peonidin-3-O-glukozid, malvidin-3-O-glukozid, kao i relativni udjeli izmedu pojedinac¢nih
omjera antocijanina predstavljaju vazne markere za razlikovanje crnih vina po kategoriji.
Rezultati ove studije pokazali su da je medu ispitanim stolnim vinima bilo 28% patvorenih, a
kod 17% je utvrdena sumnja na patvorenje, §to ukazuje na alarmantan porast nedopustenih
postupaka u vinskoj industriji poput dodavanja prirodnih ili umjetnih Secera, vode i sredstava

za bojenje.

2.3.3 Metode atomske spektroskopije

Kao najcesce ispitivani pokazatelji za autentifikaciju hrane i vina posebno se isti¢u
anorganski elementi i stabilni izotopi uz primjenu razli¢itih tehnika temeljenih na atomskoj
spektroskopiji (Georgiou i Danezis, 2015; Laursen i sur., 2014). Atomska spektroskopija
obuhvaca viSe analitickih tehnika koje omogucuju multiclementne analize sastava
prehrambenih proizvoda. Ove se tehnike uglavnom temelje na razgradnji uzorka (krutina ili
teku¢ina) na ione nakon cCega se spektroskopski odreduju njihove koncentracije, a dijele se
prema nacinu atomizacije i ionizacije (plamen, peénica, plazma) odnosno prema vrsti
spektroskopije (apsorpcijska, emisijska, fluorescentna i masena). Kombinacije navedenih
tehnika omogucuju brojne analiticke metode razli¢itih mogucénosti (Laursen i sur., 2014).

Trenutacno su najcesce koriStene atomska apsorpcijska spektroskopija (AAS, engl.

Atomic Absorption Spectroscopy), ICP-OES i ICP-MS. Jednu od podvrsta spektrometrije masa
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u grupi tehnika atomske spekroskopije predstavlja spektroskopija masa omjera izotopa (IRMS,
engl. Isotope Ratio Mass Spectroscopy). Vecina istrazivanja autenti¢nosti hrane u kojima se
koriste analize stabilnih izotopa temelje se na IRMS analizi elemenata malih masa (Laursen i
sur., 2014).

Jedna od tehnika primijenjenih u ovome istrazivanju je ICP-OES kod koje se uzorak
podvrgava temperaturama koje su vrlo visoke, tako da ne uzrokuju samo disocijaciju na atome,
vec 1 pojavu pobudivanja i ionizacije atoma u uzorku. Kada se atomi i ioni jednom nadu u
pobudenom stanju, oni prilikom povratka u osnovno stanje emitiraju odredenu koliCinu
energije. Intenzitet emitirane svjetlosti pri specifi¢noj valnoj duljini se mjeri i koristi za
odredivanje koncentracije pojedinog elementa (Boss i Freeden, 2004).

Druga analiticka tehnika koja je koristena u ovome radu je IRMS, i to sa dvije
konfiguracije instrumenta, za mjerenje omjera stabilnih izotopa *C/*?C te 0/*0. Kod
konfiguracije za mjerenje *C/*2C je na IRMS spojen analizator elemenata, a **C/*2C odreduje
se iz uglji¢nog dioksida dobivenog potpunim sagorijevanjem uzorka etanola (OIV-MA-AS312-
06:R2009, OIlV, 2021b) dobivenog iz vina destilacijom (OIV-MA-AS311-05:R2011, OIV,
2021b).

Kod konfiguracije za mjerenje omjera izotopa kisika '0/*°0 na IRMS je spojena
periferna jedinica za pripremu i uvodenje plina s kontinuiranim protokom, a metoda se temelji

na uspostavljanju ravnoteze izmedu omjera izotopa kisika vode sadrZanih u uzorku s izotopima

kisika CO- u standardnom plinu (OIV-MA-AS2-12:R2009, OIV, 2021b).

2.3.3.1 Metode odredivanja udjela makro- i mikroelemenata

Makro- i mikroelemente vinova loza uzima preko korijenskog sustva iz tla i rasporeduje
ih u organe gdje ih koristi prema potrebi za raznovrsne zivotne funkcije. Oni ulaze u sastav
mnogih spojeva koji ¢ine gradu biljne stanice 1 tako utjecu na razvoj bobice grozda. Takoder
ulaze i u sastav mnogih spojeva koji imaju veliki utjecaj na odvijanje biokemijskih procesa u
bobici. Dio ovih tvari kasnijom preradom prelazi u most i vino (Mullins i sur., 2007).

Sadrzaj elemenata u vinu rezultat je djelovanja brojnih ¢imbenika i moze ih se podijeliti
na primarni i sekundarni sadrzaj (Eschnauer, 1986). Primarni sadrzaj obuhvaca elemente u vinu

koji su prirodnog porijekla i na ¢iji se udio u vinu ne moze utjecati te ¢ine najveci udio ukupnog
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sadrzaja elemenata u vinu. Sekundarni sadrzaj ¢ine oni elementi koji dospijevaju u vino
prirodnom ili umjetnom kontaminacijom.

Prirodna kontaminacija vezana je uz mjesto uzgoja vinove loze i ne moze se izbjec¢i. Na
nju utjecu blizina mora, slanih jezera, kao i zivih i ugaslih vulkana te ulaze u vino uglavnom
preko povrsine bobica, a manje preko korijena vinove loze. Prirodni kontaminanti mogu biti
aluminij, barij, bizmut, bor, olovo, fluor, mangan, stroncij i cink, i to u obliku soli ili drugih
spojeva (Eschnauer, 1982).

Umjetna kontaminacija nije vezana uz prirodne uvjete uzgoja vinove loze i moguce ju je
izbjeci ili barem umanjiti. Ovaj tip kontaminacije vezan je uz uvjete zagadenosti okoline zbog
blizine industrije i prometnih autocesta te uz kontaminaciju u vinogradu koja obuhvaca
primjenu sredstava za gnojidbu i zastitu, zatim postupke branja grozda, ali i kontaminaciju
tijekom proizvodnje, skladistenja i disribucije vina (Eschnauer, 1982). Primjerice, fosfatna
gnojiva povecavaju sadrzaj kadmija, a pesticidi bakra, arsena i cinka (Pietrzak i McPhail, 2004;
Ramachandran i D*Souza, 1998). Takoder je ustanovljeno i da sadrzaj bakra u vinu znacajno
raste sa starosti vinograda, buduci da je glavni izvor ovoga elementa uporaba sredstava za
zastitu vinove loze (Rusjan i sur., 2006). Onecisc¢enja okolisa koja nisu direktno povezana s
vinogradarskom praksom povezana su uglavnom sa suspendiranim sitnim ¢esticama koje mogu
biti prirodnog porijekla, a uzrokuju povecanje sadrzaja litofilnih elemenata (stroncija, mangana,
aluminija i titana), ili antropogenog porijekla, sto dovodi do povecanja udjela olova, vanadija,
cinka, nikla i kadmija (Almeida i Vasconcelos, 2003). Na sadrZaj elemenata u vinu ima utjecaja
i dodatak prehrambenih aditiva, primijenjena tehnologija i drugi postupci proizvodnje vina
(Frias i sur., 2001; Jakubowski i sur., 1999).

Suhaj i Koreniovska u preglednom radu 2006. godine navode brojna istrazivanja u kojima
je udio elemenata temelj za utvrdivanje autenti¢nosti vina. Autori navode da neka od navedenih
istrazivanja datiraju ¢ak iz sedamdesetih godina proslog stolje¢a, kao na primjer istrazivanje
koje su 1977. godine proveli Siegmund i Bachmann za razlikovanje 18 njemackih vina s
obzirom na udjele devet elemenata (Na, K, Rb, Cs, Cr, Fe, Co, Zn i Ag). Naveden je i primjer
istrazivanja iz 1979. godine u kojem su Kwan i suradnici diferencirali francuska od americ¢kih
vina na temelju 17 elemenata.

Pregledom dostupne literature moze se vidjeti da odredivanje elemenata radi utvrdivanja
autenti¢nosti s vremenom ne gubi na aktualnosti, ve¢ se naprotiv broj istrazivanja u ovom
podrucju povecava, §to je i razumljivo jer je sastav makro- i mikroelemenata vina odraz

regionalne geokemije tla, klime i tehnoloskih procesa. Dobrim pokazateljima zemljopisnoga
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podrijetla mogu se smatrati oni elementi koji se ne metaboliziraju niti modificiraju za vrijeme
proizvodnje vina (Geana i sur., 2014). Razlikovanje vina prema regiji kroz udjele elemenata u
tragovima moguce je zbog uske veze s njihovom prijenosom iz stijena u tlo te iz tla u grozde.
Na multielementni sastav vina snazno utjeCe topljivost anorganskih spojeva u tlu. U nacelu,
multielementni sastav vina odrazava geokemiju tla regije uzgoja grozda (Almeida i
Vasconcelos, 2003). Medutim, ¢imbenici poput onecis¢enja okolisa, agrotehnic¢kih postupaka,
klimatskih promjena i postupaka vinifikacije mogu znacajno promijeniti multielementni sastav
vina i1 poremetiti odnos izmedu sastava vina i tla. Jos jedan ¢imbenik koji moze utjecati na taj
odnos je unos i translokacija elemenata unutar same biljke, §to je povezano s bioloskim
specificnostima sorte vinove loze. Poznavanje procesa unosa i translokacije elemenata u
tragovima kod razlicitih sorti vinove loze vazno je za predvidanje moguce kontaminacije grozda
i vina i razumijevanje tolerancije pojedinih kultivara prema okoli$nim uvjetima (Vystavna i
sur., 2014).

Sustav klasifikacije utemeljen na kemijskim svojstvima bio bi dobra podrska postoje¢im
nacinima utvrdivanja podrijetla vina koji se ve¢ koriste u brojnim vinorodnim zemljama ¢iji bi
glavni cilj bio sprje¢avanje prijevara/patvorenja u vinskoj industriji (van der Linde i sur., 2010).
Nedavno su provedena istrazivanja u kojima se odredivanje zemljopisnoga podrijetla temelji
na sastavu elemenata uz pretpostavku da kemijski sastav vina odrazava sastav tla (Coetzee i
sur., 2014) i u kojima se njihovim odredivanjem omogucuje uspostavljanje ,,otiska prsta® za
svaki element i stvara mogucénost uspostavljanja veze izmedu vina i njihovog zemljopisnoga
podrijetla (Geana i sur., 2013). Istrazivanja koja su provedena u mnogim zemljama, kao npr. u
Portugalu (Cabrita i sur., 2018; Pérez Trujillo i sur., 2011, Rodrigues i sur., 2011; Almeida i
Vasconcelos, 2003), Italiji (di Martino i sur., 2013; Galgano i sur., 2008), Slovackoj (Suhaj i
Korenovska 2006), Hrvatskoj (Leder i sur., 2015; Kruzlicova i sur., 2013), Spanjolskoj (Garcia-
Rodriguez i sur., 2011; Paneque i sur., 2010; Gonzalvez i sur., 2009; Frias i sur., 2003),
Rumunjskoj (Oroian, 2015; Geana i sur., 2014; Geana i sur., 2013), Cipru (Kokkinofta i sur.,
2017; Kokkinofta i sur., 2014), Sloveniji (Selih i sur., 2014), Srbiji (Purdié¢ i sur., 2017),
Makedoniji (Ivanova-Petropulos i sur., 2013), Ukrajini (Vystavna i sur., 2014), Turskoj (Sen i
Tokatli, 2013), Argentini (Fabani i sur., 2010), Juznoafrickoj Republici (Coetzee i sur., 2014;
van der Linde i sur., 2010; Minnaar i sur., 2005; Coetzee i sur., 2005) i drugima, pokazala su
potencijal tehnika ,,otiska prsta“ za identificiranje zemljopisnoga podrijetla vina.

U Portugalu su Almeida i Vasconcelos (2003) istrazili utjecaj tla i postupaka vinifikacije
na multielementni sastav vina. Pokus je proveden u dva razlicita vinograda iz vinorodne regije

Douro. U prvom je, 10 godina starom vinogradu, proizvedeno crno monosortno stolno vino u
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vrlo modernoj vinariji. Drugi je vinograd bio 60-70 godina star, a proizvedeno je pojac¢ano vino,
slicno portu, sukladno tradicionalnim tehnoloskim postupcima. Analiziran je multielementni
sastav (Al, As, B, Ba, Be, Ca, Cd, Co, Cr, Cs, Cu, Fe, Ga, Hf, Li, Mn, Mo, Nb, Ni, Pb, Rb, Sb,
Sc, Sr, Ti, Th, TI, U, V, W, Y, Zn, Zr, La, Ce, Pr, Nd, Sm, Eu, Gd, Th, Dy, Ho, Er, Tm, Yb,
and Lu) tla, grozdanog soka i uzoraka izuzetih iz svih faza proizvodnje vina. Uzorci su
analizirani ICP-MS tehnikom nakon odgovarajuce pripreme (za tekuce uzorke UV zracenjem,
a za tlo mikrovalna digestija pod visokim tlakom). Ustanovljeno je da su oba postupka
vinifikacije imala utjecaja na multielementni sastav vina. Veéina je elemenata imala slicne ili
nize koncentracije u vinu nego u grozdanom soku, vjerojatno zbog taloZenja za vrijeme
fermentacije i/ili odlezavanja vina. Primijec¢eno je oneé¢isé¢enje odredenim elementima u tijeku
tehnoloskog procesa proizvodnje (kod presanja, fermentacije i/ili bistrenja vina), i to Cd, Cr,
Cu, Fe, Ni, Pb, Vi Zn u poja¢anom vinu te Al, Cr, Fe, Ni, Pb, i V u stolnom vinu. Dobivene su
znacajne korelacije izmedu multielementnog sastava vina i grozda (R = 0.997 za pojacano i R
= 0.979 zastolno vino, n =31, p <0.01). Za oba proucavana vina dobivena je i visoka korelacija
s tlom vinograda (R = 0.994, n = 19, p < 0.01) za set elemenata koji je analiziran. Dobiveni
rezultati su obecavaju¢i u pogledu primjene multielementnog sastava tla i vina kao ,,otiska
prsta® odnosno pokazatelja podrijetla proucavanih vina.

Rodrigues i suradnici su 2011. godine validirali ICP-MS metodu i primijenili je za
odredivanje koncentracija 17 elemenata (Al, As, B, Ba, Ca, Co, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, P,
Pb, Sr, Zn) u vinima iz Portugala. Promatran je odnos izmedu koncentracija elemenata i dviju
varijabli: boja vina (crna i bijela) te oznaka podrijetla (‘‘Alentejo’’, ‘‘Bairrada’’, ‘‘Dao”’, ili
““Vinho Verde’”). Analizom varijance dobivenih rezultata dobiveno je da se uzorci crnih vina
znacajno (p < 0.05) razlikuju od bijelih vina. Koncentracije B, Ba, Fe, K, Mg, Mn, Ni i Sr su
vece U crnim vinima, dok su u bijelim vinima vece koncentracije Al, Ca i Na. Razlikovanje
crnih vina prema oznakama izvornosti omogucio je element B koji je imao najvisu
koncentraciju u regijama “Alentejo”, “Dao”, i “Bairrada”. U regiji “Alentejo” koncentracija Al
je bila niza, a Mg visa nego u “Dao”, i “Bairrada”. Vece koncentracije K dobivene su u regiji
“Dao” nego u “Alentejo” i “Bairrada”, dok su koncentracije Ba i Mn bile nize u vinima oznake
“Bairrada”, nego kod “Alentejo” i “Dao”. Diskriminantnom su analizom takoder postignuti
visoki postotci to¢nog prepoznavanja uzoraka (98,2%) prilikom klasifikacije prema oznaci
izvornosti.

Pérez Trujillo i suradnici su 2011. godine postigli razlikovanje vina s oto¢ja Madeire i
Azora analizirajuéi udjele Na, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn, Mn, Sr, Li i Rb. Primjenom ANOVA-a

su utvrdili da postoje elementi sa znacajnim razlikama u koncentracijama za vina s oba otocja,
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izmedu stolnih 1 likerskih vina Madeire te izmedu vina s otoka Pico 1 Terceira koji pripadaju
Azorskom oto¢ju. PCA metodom su pronasli razlike obzirom na proizvodni proces i/ili
koriStenu opremu, dok su LDA metodom u stupnjevitom modelu postigli dobru klasifikaciju
vina obzirom na oto¢je podrijetla te obzirom na pojedine otoke u slu¢aju vina Azorskog oto¢ja.

Cabrita i suradnici su 2018. godine proveli istrazivanje na vinima proizvedenim u
amforama u portugalskoj regiji Alentejo s ciljem odredivanja multielementnog sastava radi
utvrdivanja zdravstvene ispravnosti, ali i zemljopisnoga podrijetla. Promatrana vina bila su iz
Cetiri susjedne podregije (Vidigueira, Vila Alva, Vila de Frades i Cuba), a analize 30 elemeneta
provedene su ICP-MS tehnikom. Rezultati su pokazali razlike u multielementnom sastavu
izmedu uzoraka obzirom na boju i zemljopisno podrijetlo. U smislu zdravstvene ispravnosti,
samo je jedno crno vino imalo koncentraciju Zn visu od propisane od strane OlIV-a. Primjenom
statisticke metode LDA uzorci vina iz podregije Vidigueira jasno su odvojeni od ostalih.
Rezultati dobiveni kanonskom analizom pokazali su da je uprkos maloj udaljenosti promatranih
podregija, moguce razlikovati vina prema boji i zemljopisnom podrijetlu na temelju njihovog
multielementnog sasava. Dobiveno dobro razlikovanje prema zemljopisnom podrijetlu moze se
pripisati ¢injenici da se kod proizvodnje vina u amforama nisu koristila nikakva dodatna
tehnoloska sredstva ili aditivi koji bi mogli utjecati na koncentracije multielemenata te se stoga
mineralni sastav moze direktno povezati sa geolosSkim svojstvima tla.

Galgano i suradnici (2008) su karakterizirali vina iz tri regije s juga Italije (Basilicata,
Calabria i Campania) s obzirom na sadrzaj makro- i mikroelemenata i lantanida. Analiziran je
61 element u 120 crnih vina proizvedenih od 2000. do 2002. godine, odnosno po 40 uzoraka iz
svake regije. Rezultati su pokazali da analiza elemenata pruza dobru moguc¢nost diskriminiranja
vina po regijama, ¢ak i neovisno o godini proizvodnje vina. Diskriminacija vina prema
njihovom zemljopisnom podrijetlu temeljena je na sljede¢im elementima: Ag, B, Ca, Cd, Eu,
Fe, Ga, La, Lu, Mn, Nd, Pr, Sm, Th, Tm, V, Yb, i Zr za Basilicatu; Al, B, Fe, Mg, Mn, Ti, TlI,
Sc i Zn za Calabriju; Ba, Eu, K, I, Rb, i Tl za Campaniju.

Moguénost karakteriziranja 1 sljedivosti podrijetla grozda, listova i vina dva kultivara
(Barbera 1 Nebbiolo) uzevsi u obzir i utjecaj razli¢itih podloga (420A 1 Kober 5BB) istrazili su
Cugnetto i suradnici 2014. godine na uzorcima prikupljenim u sjeverozapadnoj Italiji. Zakljucili
su da je u tu svrhu pogodna tehnika ICP-OES uz primjenu multivarijatne statisticke analize, ¢ak
1 kada se radi o slicnim geoloSkim podlogama. Mineralni elementi liS¢a, bobica 1 vina koji su
pokazali najvecu diskriminirajuéu snagu bili su Ba, Mn 1 Sr, a neSto manje Si 1 Ti. Udjeli Ca,
Cr i Ti u listovima te Co, K, Mg, Mo, Ni, Sb, Si i Ti u bobicama grozda uglavnom su ovisili o

vrsti podloge za obje proucavane regije. Ba, K, Sb 1 V u listovima te Ba i Sb u bobicama su
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uglavnom bili povezani s kultivarom. Mineralni sastav grozda je uglavnom bio povezan sa
sortom i podlogom i pokazao je ve¢u moc¢ razlikovanja uzoraka nego mineralni sastav listova.
lako su elementi Ba, Si i Ti pokazali razlike u udjelima obzirom na sortu i podlogu, oni su ipak
omogucili identificiranje podrijetla uzoraka te se tako potvrdili kao dobri obiljezivaci
zemljopisnoga podrijetla.

Suhaj i Korenovska su 2006. godine proveli analize elemenata u tragovima (As, Ba, Ca,
Co, Cr, Li, Mg, Rb, Sn, Sr, i V) koji su se pokazali kao vrijedan alat za razlikovanje regije
podrijetla Slovackih vina. Navedeni elementi su analizirani metodom AAS u 37 uzoraka tla iz
Sest slovackih vinogradarskih regija (Srednja Slovacka, Nitra, Mali Karpati, Juzna Slovacka,
Isto¢na Slovacka i Tokaj), 34 uzoraka grodza i 69 komercijalnih uzoraka vina (Miiller-Thurgau,
Veltlinac zeleni, Welschriesling). Analizirana je korelacija udjela As, Ba, Ca, Co, Cr, Li, Mg,
Rb, Sn, Sr, 1V sa tlom vinograda, groZzdem i vinima. Prou¢avan je u€inak proizvodnog procesa
na distribuciju odabranih pokazatelja u svim fazama proizvodnje vina (u grozdu, mostu,
mladom vinu, talogu kvasaca i komini) te je ustanovljena zna¢ajna korelacija izmedu odabranih
pokazatelja tla i pojedinih proizvoda od grodza do vina ukljuéujuci i talog kvasaca i kominu.
Dobiveni rezultati ukazivali su na minimalne promjene odabranih markera u proizvodnom
procesu te omogucuju njihovu primjenu kao sredstva za odredivanje zemljopisnoga podrijetla
vina.

Multielementna analiza 272 slovenska vina provedena je tehnikama ICP-MS i ICP-OES
(Selih i sur., 2014). Za klasificiranje analziranih uzoraka prema zemljopisnom podrijetlu
primijenjene su razne statisticke metode. Najbolji je model dao ispravna predvidanja za 82%
uzoraka, Sto su vrlo dobri rezultati uzevs$i u obzir malu veli¢inu ukupnih slovenskih
vinogradarskih podrucja. | za crna je i bijela vina bilo moguce provesti klasifikaciju i obzirom
na podregije uzgoja, iako je ipak za to¢niju klasifikaciju potreban ve¢i broj uzoraka. Za crna
vina koja su uglavnom bila iz jedne regije bila je moguca i visoka preciznost klasifikacije
izmedu podregija.

U radu Friasa i suradnika (2003) analizirano je jedanaest elemenata K, Na, Ca, Mg, Fe,
Cu, Zn, Mn, Sr, Li i Rb u suhim i slatkim vinima s Kanarskih otoka El Hierro, La Palma i
Lanzarote primjenom tehnika AAS i FAAS (engl. Flame Atomic Absorption Spectrometry). Za
uzorke sa sva tri otoka ustanovljene su znacajne razlike u srednjim vrijednostima ispitivanih
elemenata, osim za Zeljezo i bakar. CA i PCA pokazale su razlike izmedu vina obzirom na otok
podrijetla 1 stanje zrelosti grozda. Za Rb, Na, Mn i1 Sr je LDA pokazala 100% sposobnosti
prepoznavanja i 95,6% sposobnosti predvidanja. Multivarijatnom metodom modeliranja

,mekano neovisno modeliranje analogije razreda® (engl. Soft Independent Modelling of Class
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Analogy - SIMCA) dobivena je 100%-tna osjetljivost i specificnost za otoke El Hierro i
Lanzarote te 95 % za La Palmu.

ICP-OES tehniku su 2009. godine Gonzalvez i suradnici kombinirali s razli¢itim
kemometrijskim metodama da bi potvrdili zemljopisno podrijetlo razli¢itih uzoraka crnih vina
iz Spanjolskih regija zasti¢enih oznaka izvornosti: Utiel-Requena, Jumilla, Yecla i Valencia.
Istrazena je sposobnost razli¢itih multivarijatnih metoda analize podataka za klasifikaciju vina
obzirom na njihov sadrzaj elemenata. Provedeni su izra¢uni obzirom na 38 varijabli (udjeli Al,
Ba, Be, Ca, Cd, Ce, Co, Cr, Cu, Dy, Er, Eu, Fe, Gd, Ho, K, La, Li, Lu, Mg, Mn, Mo, Na, Nd,
Ni, Pb, Pr, Sc, Se, Sm, Sr, Th, Ti, Tm, V, Y, Yb i Zn). Rezultati dobiveni HCA i PCA metodama
pokazali su da se crna vina iz Utiel-Requene i Jumille mogu vrlo lako razlikovati od ostalih
ZOl-a u njihovoj blizini, dok se ovim metodama vina iz Valencie i Yecle nisu mogla razlikovati.
Pomoc¢u CART (engl. classification and regression trees) metode su se vina Utiel-Requene i
Jumille takoder dobro razlikovala, i to na temelju koncentracija Li i Mg. Ovom metodom su se
dosta dobro razlikovala i vina iz Valencie. Najbolju sposobnost razlikovanja vina iz
promatranih ZOl-a pokazala je metoda DA.

Koncentracije elemenata Ca, Mg, Fe, Cu, Mn i Zn analizirane su FAAS metodom
(Paneque i sur., 2010) te Na, K, Al i Sr metodom plamene atomske emisijske spektrofotometrije
(engl. flame atomic emission spectrophotometry — FAES) u $panjolskim vinima s dvije oznake
podrijetla (engl. denomination of origin — DO) iz andaluzijske provincije Cordoba. Analizirano
je 26 uzoraka bijelih vina s DO ,,Montilla—Moriles* i 21 uzorak bijelih vina s DO ,,Vinos de la
Tierra de Villaviciosa“. Univarijatnom analizom su ustanovljene znacajne razlike u dobivenim
srednjim vrijednostima za elemente Na, Mn, Mg, Fe i Zn. LDA je za ove varijable dala tocno
prepoznavanje u 97,9% slucajeva i toénog predvidanje u 95,7% slucajeva.

Garcia-Rodriguez i suradnici (2011) su takoder istraZzivali mogucnosti razlikovanja vina
iz $panjolskih regija Ribera del Guadiana i Méntrida pomocu sastava elemenata i obradom
podataka odgovaraju¢im statistickim metodama. Analizirano je 19 elemenata ICP-OES
tehnikom, a dobiveno je izvrsno razlikovanje dviju regija s As, Cd, Cu, Li, Pb i Sr kao
najtocnijim pokazateljima pripadnosti.

Kao koristan alat za razlikovanje vina i tala dvije glavne vinorodne regije jugoisto¢ne
Rumunjske (Valea Calugareasca i Murfaltlar) te Moldavije (regije isto¢ne Rumunjske)
primijenjena je ICP-MS tehnika (Geana i sur., 2013) uz odgovarajuée metode statisticke
analize. Rezultati su pokazali da je diferencijacija Rumunjskih vina obzirom na zemljopisno
podrijetlo moguéa na temelju ovih elemenata: Ni, Ag, Cr, Sr, Zn, i Cu za Valea Calugareasca,
Rb, Zn, i Mn za Murfatlar te Pb, Co, i V za Moldaviju.
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Multivarijatnom statistikom temeljenom na koncentracijama kemijskih parametara
postignuto je razlikovanje vina iz dvije vinorodne regije Rumunjske: Dragasani i Recas.
Koristene su razne analiticke tehnike HPLC (engl. high-performance liquid chromatography),
ICP-MS, FAAS, a analizirana su 22 elementa i sedam fenolnih spojeva. Za diferencijaciju
zemljopisnoga podrijetla i sorte vina su kao najbolji istaknuti Ba, Be, Cr, Cs, Li, Mg, Na, Ni,
Sr, U, i Zn te (+)-katehin, (-)-epikatehin, p-kumarinska kiselina, ferulinska kiselina i resveratrol.
Postignuto je zadovoljavajuce razdvajanje uzoraka vina iz dvije zemljopisne regije (Recas i
Dragasani), ¢ak i za vrlo bliska podruc¢ja unutar same regije Dragasani. Takoder je dobiveno i
dobro razlikovanje ispitivanih sorta V. Vinifera sp. iz regije Dragasani uklju¢enih u ovo
istrazivanje (Geana i sur., 2014).

Karakterizaciju srpskih vina obzirom na koncentracije raznih elemenata proveli su
DPurdi¢ i suradnici (2017). Rad je uklju¢io 63 uzorka crnih i bijelih vina iz Cetiri vinogradarske
regije u Srbiji (Beograd, sredis$nja Srbija, Vojvodina i juzna Srbija). Analiziran je dvadeset i
jedan element primjenom ICP-Q-MS (engl. Inductively Coupled Plasma Quadrupole Mass
Spectrometry) i ICP-OES tehnika. Statisticki alat za klasificiranje i razlikovanje vina obzirom
na boju, godinu berbe i zemljopisno podrijetlo bila je metoda razlikovanja obrazaca (engl.
pattern recognition method). Najvazniji obiljezivaci za razlikovanje crnih od bijelih vina bili
su Be, Al, Rb, Mg, K, Cu, Mn i Na. Najve¢i utjecaj na razlikovanje crnih vina obzirom na
godinu berbe imali su Cd, Pb, As, Sh, V, Na, K i Zn. Statisticki model je otkrio tri grupe
deskriptora za razlicite regije proizvodnje. Svi dobiveni statistiCki modeli potvrdili su da se
podaci multielementnog sadrzaja uzoraka vina mogu koristiti za to¢no predvidanje boje vina,
godine berbe i regije podrijetla.

U istrazivanju provedenom u Makedoniji (Ivanova-Petropulos i sur., 2013) primjenom
ICP-MS i ICP-OES tehnika analizirana su ukupno 42 elementa (Ag, Al, Au, B, Ba, Be, Bi, Ca,
Cd, Ce, Co, Cu, Dy, Er, Eu, Fe, Ga, Gd, Ge, Ho, La, Lu, Mg, Mn, Mo, Na, Nd, Ni, P, Pb, Pr,
S, Sm, Tb, Ti, Tl, Tm, U, V, Yb, Zn, Zr) u 25 makedonskih bijelih, ruzi¢astih i crnih vina iz
razliitih regija. Statistickom analizom dobiveno je zna¢ajno razlikovanje uzoraka obzirom na
boju i zemljopisno podrijetlo i to najvise na temelju udjela B, Ba, Ca, Fe, Mg, Mn, P i S.

U turskim vinima 13 razlicitih sorti iz Cetiri godine berbi su pomoc¢u ICP-OES i ICP-
MS provedene analize elemenata te su statistickom obradom podataka proucavane razlike
obzirom na godinu berbe, sortu i regiju. Rezultati su pokazali da vina iz zapadnih regija
karakterizira poviseni udio olova. Crna vina dviju autohtonih sorti (Bogazkere i Okiizgdzii)
razdvojila su se od ostalih sorti na osnovu viSeg udjela Ca te niZzeg udjela B 1 Cu. Znacajni

elementi za razlikovanje vina bili su Sr, Li, Al, Ba i B, koji su prirodno prisutni u vinu te
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elementi koji u vino dospijevaju primjenom agrotehni¢kih mjera, u tijeku proizvodnje ili
zagadenjem (Ca, Cu, Mg, Co, Pb i Ni). Postignuto je razdvajanje isto¢nih od zapadnih
vinorodnih regija na temelju Sr, Li, Ni, Ba, B, Pb, Ca i Al, a primjeéeno je i da je za vina iz
zapadne Turske, gdje je razvijena industrija, karakteristi¢an poviseni udio olova, iako jo$ uvijek
ispod maksimalno dopustenih koncentracija (Sen i Tokatli, 2013).

Fabani i suradnici (2010) takoder su primijenili profil multielemenata zajedno s
kemometrijskim metodama za utvrdivanje zemljopisnoga podrijetla argentinskih vina iz tri
proizvodne regije. Istrazili su i utjecaj tla regije podrijetla na sastav elemenata vina. Provedene
su analize jedanaest elemenata u trideset i jednom uzorku vina i 137 uzoraka tla iz promatranih
regija (Cordoba, La Rioja i San Juan) tehnikom FAAS. Primijenjene su razli¢ite multivarijatne
statisticke metode LDA i kanonska korelacija (engl. Canonical Correlation - CC) za
razlikovanje izmedu kategorija (podrijetlo vina ili tla). LDA metodom je postignuto 100%
to¢no razlikovanje analiziranih vina iz tri regije primjenom samo sedam parametara (K, Fe, Ca,
Cr, Mg, Zn i Mn) te to¢no razlikovanje tla regije podrijetla za 92% uzoraka primjenom sedam
varijabli (Ca, Cr, K, Fe, Cu, Zn i Mg). Primjenom CC je skoro 85% varijabilnosti primije¢enih
izmedu uzoraka vina bilo mogucée pripisati tlu na kojem je loza bila uzgojena.

U Juznoafrickoj je Republici provedeno nekoliko istrazivanja s ciljem razlikovanja
zemljopisnoga podrijetla vina proizvedenih u provinciji Western Cape na temelju sadrzaja
elemenata. U jednome je analizirano ukupno 96 crnih i bijelih vina razli¢itih sorata ICP-OES
tehnikom. Multivarijatna analiza dobivenih rezultata omogucila je uoc¢avanje slicnosti izmedu
vina i regije podrijetla te sorte i to najvise na temelju Mg, K, Fe, Zn, Ba, Sn, B, Al, Se, Cu, P,
Na and Sr (Minnaar i sur., 2005).

U drugome istrazivanju vina provincije Western Cape su van der Linde i suradnici 2010.
godine koristili ICP-MS tehniku da bi odredili koncentracije 26 elemenata (Li, B, Al, Sc, V, Cr,
Mn, Co, Ni, Cu, Zn, Rb, Sr, Zr, Nb, Mo, Cd, Sn, Sh, Ba, Ce, Nd, W, Tl, Pb i U) u 67 uzoraka
vina i tala iz 22 vinograda iz regija Robertson, Stellenbosch, Swartland i Walker Bay.
Primjenom statisticke metode PCA su se kao najbolji indikatori za razlikovanje vina i tala
razli¢itog zemljopisnoga podrijetla pokazali elementi Li, B, Sc, Mn, Co, Ni, Cu i Rb. Osim
toga, potvrdena je korelacija izmedu sadrZaja elemenata vina i tla regije iz koje vino potjece,
Sto je osnovni preduvijet za primjenu metodologije ,,otiska prsta“.

U jo$ jednom istrazivanju na podru¢ju Juznoafricke Republike (Coetzee i sur., 2014)
takoder je istrazena mogucnost primjene sadrzaja elemenata kao metode ,,otiska prsta® za
utvrdivanje podrijetla vina na relativno malom zemljopisnom podrucju vinogradarskog okruga

Stellenbosh koje se nalazi u regiji Western Cape, a zauzima povrsinu nesto manju od 1000 km?.
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Prikupljeni podaci o 120 vina iz 23 vinograda uputili su na zakljuc¢ak da je klasifikacija vina
primjenom sadrzaja elemenata i multivarijatne statistike zaista moguca. Kao prikladni
indikatori identificirani su B, Ba, Cs, Cu, Mg, Rb, Sr, Tl i Zn. Bijela i crna vina odvojeno su
razmatrana da bi se dobila tocna kalsifikacija. Primijecena je korelacija izmedu klasificiranja
vina i tipa tla za ovu regiju.

U istrazivanju provedenom na 140 hrvatskih vina (Leder i sur., 2015) je pomocu
odredivanja sadrzaja 16 elemenata ICP-OES tehnikom i primjenom multivarijatnih statistickih
metoda (analiza klastera i analiza glavnih komponenata) postignuta diferencijacija hrvatskih
bijelih i crnih vina iz kontinentalne i primorske regije. Kao najbolji obiljezivaci zemljopisnoga

podrijetla pokazali su se sljede¢i elementi: Al, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Na, Ni, Pb, Sni Zn.

2.3.3.2 Metode odredivanja omjera stabilnih izotopa

Izotop (gr¢. isos: isti, topos: mjesto) je atom istoga kemijskog elementa (isti atomski broj
7) koji se medusobno razlikuje po broju neutrona u atomskoj jezgri, pa prema tome i po
masenome broju, odnosno masi. Pojedini izotopi oznacuju se pripadaju¢im masenim brojem,
koji se kao eksponent stavlja uz simbol elementa (kao npr. 2H, 3C ili $0). Veéina kemijskih
elemenata u prirodi smjese su prirodnih izotopa, koji su bilo stabilni bilo radioaktivni
(nestabilni). Mnogi elementi imaju vise stabilnih izotopa, a to je razlogom §to njihove relativne
atomske mase nisu cijeli brojevi. Vodik je, na primjer, smjesa stabilnih izotopa *H (procija) i
2H (deuterija), ugljik sadrzi stabilne izotope *?C i 3C, kisik izotope 1°0, 'O i 80 i tako dalje
(LZMK, 2018).

Kako bi se olakSalo koriStenje inace vrlo malih brojeva, uvedena je ,,delta* notacija. Ona
u sebi sadrZzava uz omjer stabilnih izotopa teZeg prema lakSem, i normalizaciju prema

medunarodnom standardu definirano izrazom 1 (IAEA/UNESCO, 2001; Lide, 2002).

§%o = (29 — 1) x 1000 )

Rstandard

Ruzorak je omjer broja atoma tezeg izotopa prema broju atoma lakseg izotopa u uzorku kao na

primjer u izrazu 2:
R = 13C/*2C ili 2H/*H ili O/**0 (2)
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Rstandard predstavlja omjer broja atoma tezeg izotopa prema broju atoma lakSeg izotopa u

medunarodnom standardu.

Jedan od tri medunarodna standarda za analizu §'®0 i 8°H je VSMOW (engl. Vienna
Standard Mean Ocean Water), standardizirani uzorak morske vode ¢ija je vrijednost 0%o za
5180 i 52H. Osim njega koriste se SLAP (engl. Standard Light Antarctic Precipitation) i GISP
(engl. Greenland Ice Sheet Precipitation). Sva tri standarda koriste se za analizu 580 i §°H iz
tekuce vode te za umjeravanje laboratorijskih radnih standarda, a dostupni su u Medunarodnoj
agenciji za atomsku energiju (engl. International Atomic Energy Agency - IAEA) u Becu
(Austrija).

Glavna referenca za mjerenje prirodnih varijacija sadrzaja izotopa ugljika &3C je
Vienna Pee Dee Belemnite, ili V-PDB. To je kalcij karbonat koji potjeée iz krednog
fosiliziranog belemnita (Belemnitella Americana) iz Pee Dee formacije u Juznoj Carolini
(SAD). Uobicajeno se prirodni sadrzaj izotopa ugljika 13 izrazava preko V-PDB. lzvor PDB-a
je odavno iscrpljen, ali poznat je njegov prirodni sadrzaj ugljika *C. Njegov omjer izotopa
13¢c/12C ili Reps je Repe= 0,0112372. Certificirani referentni materijali kalibrirani su na osnovu
ovog sadrzaja i takoder su dostupni u IAEA i u Institutu za referentne materijale i mjerenja

(engl. Institute for Reference Materials and Measurements - IRMM) u Geelu (Belgija).

U Tablici 1. navedeni su stabilni izotopi koji se najcesc¢e koriste pri utvrdivanju
autenti¢nosti hrane, njihova zastupljenost u prirodi te medunarodni standardi koji se koriste za

njihovu analizu (Ghidini i sur., 2006).

Odredivanje omjera stabilnih izotopa deuterija i procija (D/H) na specificnom mjestu u
molekuli etanola, odnosno (D/H); za deuterij u metilnoj skupini (CH2D CH2 OH) i (D/H)i za
deuterij u metilenskoj skupini (CH3 CHD OH), te omjera *C/*2C (5'3C) etanola i #0/*0
(8*80) vode provodi se u vinima od 1987. godine (Martin i Brun, 1987) radi utvrdivanja
prijevara, odnosno patvorenja dodatkom Secera, vode ili pogresnog deklariranja podrijetla.
Varijabilnost ovih izotopnih omjera zaista je povezana s botani¢kim podrijetlom Secera (grozde,
SeCerna trska ili Se€erna repa) 1 s klimatskim 1 geografskim karakteristikama podruc¢ja uzgoja

biljke (Christoph i sur., 2015).
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Tablica 1. Stabilni izotopi koji se naj¢esce koriste pri utvrdivanju autenti¢nosti hrane, njihova
zastupljenost u prirodi te medunarodno priznati standardi za analizu (Ghidini i

sur., 2006).
Element Izotop Zastupljenost (%) Standard
. H 99,985 VSMOW, SLAP,
Vodik 2 0,015 GISP
.. 12C 98,89
Ugljik 130 111 V-PDB
. “N 99,63 .
Dusik 15N 0.37 Atmosferski zrak
150 99,759
Kisik 170 0,037 VSMOW, SLAP,
GISP
80 0,20

VSMOW...engl. Vienna Standard Mean Ocean Water
SLAP...engl. Standard Light Antartic Precipitation
GISP...engl. Greenland Ice Sheet Precitpitation
V-PDB... Vienna Pee Dee Belemnite

Odnos izmedu izotopnih podataka vina i fizikalnih varijabli vezanih uz klimu i geografiju
proizvodnog podruc¢ja vrlo je zanimljiva tema, kao Sto je vidljivo u brojnim objavljenim
radovima u posljednjih dvadesetak godina (Camin i sur., 2015). U tim je istrazivanjima
ustanovljena pozitivna korelacija (D/H);, (D/H)i, i 8'C etanola vina sa srednjom
temperaturom, a negativna korelacija s koli¢inom oborine u vrijeme akumulacije Secera i
dozrijevanja grodza u vinima iz 34 regije §irom svijeta. 80 vode vina je takoder pokazao
linearnu korelaciju s temperaturom i koli¢inom oborine, ali je takoder primijecen i utjecaj
ostalih klimatskih parametara (Martin i Martin, 2003). Isti je obrazac raspodjele omjera
stabilnih izotopa utvrden i u manjim razmjerima, u istraZivanju izotopnih i meteoroloSkih
parametara provedenom u ltaliji (Aghemo i sur., 2011).

Utvrdivanje autenti¢nosti vina i drugih prehrambenih proizvoda analizama omjera
stabilnih izotopa temelji se na inter- i intra-molekulskoj distribuciji stabilnih izotopa ugljika
(*3c/*2C), vodika (2H/*H) i kisika (*80/*%0). Distribucija izotopa u biomolekulama seéera,
organskim kiselinama, vodi te produktima fermentacije kao sto su etanol i glicerol, ovisi o tzv.
biotickim i abiotickim procesima frakcionacije (Christoph i sur., 2015).

Frakcionacija ili izotopna frakcionacija promjena je relativne proporcije razlicitih izotopa
istog elementa u spojevima. Frakcionacija se uocava kao promjena u izotopnom sastavu pri

prijelazu iz jednog agregatnog stanja u drugo (npr. tekucina — para/plin). Posljedica razlike u
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masi je da izotopno teze molekule imaju manju mobilnost, posljedi¢no 1 manju difuzivnost.
Takoder, tekucine koje sadrze molekule s tezim izotopima imaju nizi tlak pare od onih s lakim
izotopima.

Poznata su tri frakcionacijska procesa ovisna o masi, a to su termodinamicka, kineti¢ka i
transportna frakcionacija. Kod termodinamicke frakcionacije dogada se uravnotezena reakcija
izmjene, a dogada se u zatvorenim sustavima u ravnotezi (IAEA/UNESCO, 2001). Na ovom se
procesu temelje mjerenja §'®0 provedena u ovom istrazivanju. Kineticka i transportna
frakcionacija odvijaju se pod utjecajima parametara vezanih uz regiju, kao §to su vlaznost,
temperatura, tlak, vjetrovi, nadmorska visina i drugi (Kolesnov i sur., 2017). Samo je
poznavanjem mehanizama odgovornih za uspostavljanje tih karakteristi¢énih uzoraka raspodjele
moguce interpretirati izotopne podatke u pogledu autenti¢nosti odnosno patvorenja (Christoph
i sur., 2015). Abioticki procesi frakcioniranja uglavnom su inducirani termodinami¢kim i/ili
kinetickim izotopnim ¢imbenicima. Vazni procesi frakcionacije su evaporacija i kondenzacija
vode i uravnotezenje ‘20 izotopa izmedu vode i CO>. Sljedeéa glavna pravila se moraju uzeti u
obzir kod obogaéivanja odnosno osiromasivanja tezih izotopa 2H i 0 u oborinskim vodama
(Schmidt, 2003; Dunbar, 1982; Craig, 1961):

e Utjecaj zemljopisne Sirine — osiromasSenje s poveéanjem Sirine zbog gubitka tezih
izotopa kiSom

e kontinentalni utjecaj — osiromasenje od obale prema unutrasnjosti

e Utjecaj temperature — obogacéenje s porastom prosjecne temperature

e utjecaj koli¢ine oborine — osiromasenje s pove¢anjem oborine

e Utjecaj nadmorske visine — osiromasenje s porastom nadmorske visine

Op¢i fenomen povezanosti izotopnih omjera i okolisnih uvjeta istrazili su Martin i Martin
(2003) te su potvrdili da atomi vodika i kisika ugradeni u organske molekule lista prenose
klimatski profil vode koju biljka koristi. Sadrzaj izotopa u vodi lista ne ocrtava direktno
klimatski profil vode koju je biljka crpila iz okolisa, ve¢ je dodatno obogacéen tezim izotopima
zbog pojave evapotranspiracije koja ovisi o okolisnim uvjetima. Obogacéivanje evaporacijom
teorijski se modelira obzirom na parametre frakcionacije povezane s difuzijom kroz stomatu i
uvjete u grani¢nom sloju lista (Roden i sur., 2000; Flanagan, 1993). Posljedi¢no, fotosinteza
ugljikohidrata i biotransformacije kojima nastaje npr. celuloza, takoder su odgovorni za

biokemijske izotopne frakcionacije.
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Abioticki procesi frakcionacije odvijaju se u vodi grozda i listovima vinove loze.
Evapotranspiracijom kroz pugi ili kroz pokozicu bobice obogacuju se i 2H i 180 u vodi bobice
ili lista. Opseg obogacivanja ovisi o mikroklimatskim uvjetima kao §to su relativna vlaznost i
njezin izotopni sastav, ali i izlozenost vinograda suncu, zadrzavanje vode u tlu, navodnjavanje,
doba zriobe i datum berbe (Christoph i sur., 2015).

Prethodno navedeni utjecaji istrazeni su i na velikom broju uzoraka vina iz Italije. U
istrazivanju objavljenom 2015. godine su Camin i suradnici uzeli u obzir odnose izmedu (D/H),
(D/H)i1 i 8'3C etanola te 5'80 vode vina i varijabli koje opisuju klimu i geografiju proizvodne
regije, koristeci razne alate statistiCke obrade podataka. U ovome je istrazivanju po prvi puta
obraden tako veliki broj uzoraka (¢ak oko 4000) vina prikupljenih kroz razdoblje od 11 godina
na podrucju cijele Italije. Uz sve je sluzbene izotopne parametre razmatran i Vveliki broj
klimatskih i geografskih deskriptora (datum berbe, zemljopisna Sirina, duljina, nadmorska
visina, udaljenost od mora, koli¢ina oborina, maksimalna, minimalna i srednja dnevna
temperatura, 8:3C i §°H). Pokazalo se da 80 i potom (D/H)i imaju najjadu povezanost s
klimom i zemljopisnim podrijetlom. Dominantnu negativnu korelaciju je pokazala zemljopisna
Sirina, dok su pozitivno korelirane bile vrijednosti 50 i §?H u oborinama te temperatura. Ovim
se istrazivanjem otvorila moguc¢nost da se pomocu identificiranih korelacija i modela predvidi
izotopni sastav autenti¢nih vina, ¢ime se povecavaju mogucnosti otkrivanja prijevare I
pogresnog oznacavanja (Camin i sur., 2015).

Najpoznatiji i najvazniji bioticki proces frakcionacije je razlika u procesima vezanja CO2
fotosintezom u tzv. Cz i C4 biljkama. Cs biljke se tako nazivaju prema broju atoma ugljika
fosfoglicerinske kiseline, koja je prvi produkt fotosinteze, a ima veliki izotopni utjecaj na
reakciju ribuloza-bifosfat-karboksilaze, $to rezultira jakim osiromasenjem *C izotopima
(Schmidt, 2003; Bender, 1971). Cs biljke predstavljaju najrasprostranjeniju skupinu biljaka
kojoj pripadaju gotovo sve vocne vrste koje se uzgajaju u Europi, ukljucujuéi i vinovu lozu,
grozde 1 Secernu repu.

Pojam Cj4 biljke izveden je iz Cetiri ugljikova atoma oksalacetata, proizvoda fotosinteze
iz reakcije fosfoenolpiruvat-karboksilaze. Zbog manje izrazenog izotopnog efekta, 13C je manje
osiromasen nego u Cs biljkama. Najpoznatije Cs biljke su Secerna trska, kukuruz i proso.

Paralelno s razli¢itim procesima vezanja CO,, tu je i odgovarajuéi izotopni utjecaj za 2H
sa osiromasenjem za C3 biljke i obogacenjem za Secere iz C4 biljaka. Deutrij iz molekule Secera
11z molekule vode se za vrijeme alkoholne fermentacije prenosi na razli¢ite nac¢ine do metilne
(-CHas), odnosno metilenske (-CH2-) skupine etanola. Priblizno se 85% deuterija iz molekule

Secera prenosi u metilnu skupinu, a oko 75% deuterija iz vode grozda se prenosi u metilensku
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skupinu. Prema tome, izotopni omjer metilne skupine (D/H), predstavlja botani¢ko podrijetlo
fermentiranog Secera, dok izotopni omjer metilenske skupine (D/H)y predstavlja vodu grozda,
koja odrazava klimatske uvijete povezane sa zemljopisnim podrijetlom i godinom berbe.

Spoznaja ovih ¢injenica omoguéila je razvoj SNIF-NMR® metode (Martin i sur, 1982;
Martin i Martin, 1981) za otkrivanje dodavanja Secera iz Se€erne repe prije fermentacije. Ovom
se metodom s velikom preciznos¢u kvantificiraju razlike izotopnih sadrzaja na svakom mjestu
molekule 1 na taj nacin mjeri specificno prirodno frakcioniranje izotopa za svako mjesto
molekule etanola. SNIF-NMR® metodu je, zajedno s IRMS metodama za odredivanje §*°C
Sedera, etanola, glicerola i ugljiénog dioksida te metodom za odredivanje 530 vode vina
prihvatio OIV i objavio kao sluzbene metode analize omjera stabilnih izotopa sastojaka vina u
Kompendiju medunarodnih metoda za analize mosta i vina (OIV, 2021b; Christoph i sur.,
2015).

U cilju omoguc¢avanja ucinkovitih sredstava drZzavama c¢lanicama Europske Unije za
rjeSavanje rizika od prijevarne manipulacije vinom uspostavljena je analiticka banka izotopnih
podataka, kojom upravlja Europski referentni centar za kontrolu u sektoru vina u okviru
Zajednickog istrazivac¢kog centra u Geelu u Belgiji. Namjena izotopne banke podataka je da se
osiguraju uc¢inkovite kontrole povezane s obogacivanjem vina ili dodavanjem vode vinima i
vinskim proizvodima. Ti se podaci dobivaju iz uskladene izotopne analize komponenti etanola
i vode u vinskim proizvodima te omogucavaju odgovarajuce kontrole tijekom cijelog trzenja,
u skladu s metodama analize utvrdenima u skladu s Clankom 80. stavkom 5. Uredbe (EU)
1308/2013, Delegiranom uredbom (EU) 2018/273 te pravilima i postupcima utvrdenima u
Clancima 27., 28. i 29. Provedbene uredbe (EU) 2018/274.

Christoph 1 suradnici su 2003. godine objavili istraZivanje o moguénostima i
ograni¢enjima utvrdivanja autenti¢nosti vina primjenom stabilnih izotopa, meteoroloskih
podataka, banki podataka 1 statistickih testova. Autori su istaknuli da metode odredivanja
omijera stabilnih izotopa D/H, C/*2C i 80/*®0 koje su postale sluzbene metode analize
Europske Komisije imaju kljuénu ulogu u otkrivanju patvorenja nedozvoljenim dodatkom
SeCera dobivenog od Secerne repe ili Secerne trske. Prikazali su podatke prikupljene na
autentiénim uzorcima iz dvije vinorodne regije Njemacke (Frankonija i Bodensko jezero) u
razdoblju od 1992. do 2001. godine, na kojima se mogu vidjeti utjecaji zemljopisnoga
podrijetla, godine berbe, kultivara grozda i specifi¢nih meteoroloskih uvijeta. Oborine tijekom
rasta i dozrijevanja te neposredno prije i za vrijeme berbe utjeCu na obogacenje odnosno
osiromasenje izotopa 2H, 3C i 0 u etanolu i vodi vina. Na odabranim su primjerima

razmatrani osnovni preduvjeti i moguc¢nosti te ograni¢enja sigurnog dokaza patvorenja
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primjenom EU banke podataka autenti¢nih vina u kombinaciji sa prikladnim statistiCkim
alatima. Zakljucili su da je pri utvrdivanju autenti¢nosti vina opcenito vazno Koristiti sve
izotopne omjere te da je vazno uzeti u obzir i sve bitne meteoroloske 1 vinogradarske parametre
kao §to su to oborine, datum berbe, sorta grozda te koristiti reprezentativni broj referentnih
uzoraka $to blizih uzorku kojem se utvrduje autenti¢nost. Takoder je zaklju¢eno da ima smisla
nastaviti godiSnje prikupljanje grozda u svakoj vinorodnoj regiji EU uzevsi u obzir statistic¢ki
zadovoljavajucu distribuciju prema zemljopisnom podrijetlu, sorti i datumu berbe.

Ovo istrazivanje je nastavljeno na vinima iz Madarske, Hrvatske 1 drugih Europskih
zemalja (Christoph i sur., 2004). Takoder su provedene analize stabilnih izotopa i to u
madarskim vinima za berbe 1997. do 2001., a u hrvatskim vinima za berbe od 1999. do 2001.
Srednje vrijednosti omjera (D/H), etanola madarskih vina kretale su se izmedu 100,0 i 101,3
ppm, dok su znadajnije razlike uoéene za omjere (D/H)i (od 124,9 do 128,4 ppm) i §*°C
vrijednosti (od -26 do -27,9 %o, V-PBD) etanola, a $*80 vode vina su bile izmedu -2,4 i +2,8 %o
V-SMOW). Kod hrvatskih su vina najznacajnije razlike izotopnih omjera uocene izmedu
kontinentalne i primorske regije. Ekstremno vruca i suha 2000. godina vjerojatno je kod vina
iz juznih dijelova Jadranske obale uzrokovala i ekstremne vrijednosti $'80 od &ak +9 %o
VSMOW u vodi vina te -23.1 %o V-PDB za §'3C, 107.8 ppm za (D/H),, i 134 ppm za (D/H)y
etanola vina. Nasuprot je tome 2001. godina bila vrlo ki$na, s ¢ak 190 mm oborine unutar ¢etiri
tjedna prije berbe, §to se o¢itovalo relativno niskim vrijednostima (D/H)u i $'80 u pojedinim
vinima iz Hrvatske.

Austrija je kao i ostale zemlje ¢lanice EU u obvezi svake godine analizirati izotopni sastav
odredenog broja uzoraka vina. Philipp i suradnici objavili su 2018. godine rezultate za austrijska
vina berbi od 1997. do 2004. Prikazane su prosje¢ne vrijednosti za (D/H);, (D/H)y, 580 i 813C
za podruéje Beca, Donje Austrije, Stajerske i Gradis¢a. Zakljuéeno je da su topografske i
klimatske karakteristike austrijskih vinorodnih regija uzrok trendovima u dobivenim podacima.
Primijecen je gradijent u smjeru sjever-jug za omjere (D/H), i (D/H)u, s vis§im vrijednostima u
toplijim podru¢jima Austrije (Gradis¢e) 1 nizim u hladnijim podrucjima (Donja Austrija i
Stajerska). Za diferencijaciju austrijskih vina prema zemljopisnom podrijetlu izotopskim
metodama potrebno je uzeti u obzir i godinu berbe.

Magdas i suradnici (2012) proveli su istraZivanja o izotopskom otisku prsta (za 120 i 1*C)
vina pripremljenih od autohtonih rumunjskih sorti grozda (Feteasca Alba i Feteasca Regala) te
Cabernet Sauvignona dobivenih u razli¢itim berbama (2002, 2003, 2004, 2007 1 2008). Ova su
vina dobivena iz razli¢itih vinograda koji imaju znacajnu ulogu na rumunjskom trzistu, a

proizvedena su mikrovinifikacijom sukladno EC Uredbi 2729/2000. Dobivena su zapazanja
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vezana uz ovisnost omjera izotopa o zemljopisnom podrijetlu i Kklimatskim uvjetima.
Autenti¢na vina dobivena od sorte grozda Feteasca Alba iz Sest razlicitih vinograda pokazala
su vrijednosti 880 u rasponu od +3,28 (regija Cotesti) do —2,60 %o (regija Aiud). §°C
vrijednosti su bile vrlo slicne za sve uzorke s prosjekom od oko -26 %o.. Zakljuceno je da su
razlike izmedu vrijednosti §'80 nastale zbog toga $to su uzorci podrijetlom iz razli¢itih
klimatskih zona, a one imaju utjecaj na vrijednosti 'O vode vina. Za sortu Cabernet Sauvignon
podrijetlom iz vinograda Dealu Mare — Tohani, berbi 2003. i 2004., opazena je veca razlika u
vrijednostima 520, i to u rasponu od + 1,89 (u 2004.) do + 5,35 %o (u 2003.). Ova je razlika

objasnjena razli¢itim srednjim godiSnjim temperaturama u 2003. i 2004. godini.

Omjere stabilnih izotopa kao ,,otiska prsta“ regije podrijetla primijenili su Raco i suradnici
(2015) na 41 uzorku vina komercijalno dostupnih u Italiji, ali i na uzorcima povrsinskih voda i
vode grozda. U svome su istrazivanju povezali globalnu i lokalnu liniju meteorske vode s
linijjama vode vina i grozda primijenivs$i opazanja Craiga (1961) koji je uocio da su vrijednosti

52H i 5180 iz oborine linearno povezane jednadzbom (3).
2H =8 x 5180 + 10 3)

Taj izraz poznat je pod nazivom globalna linija meteorske vode, (engl. Global Meteoric
Water Line, GMWL). 5°H i 5180 &esto se mjere i razmatraju zajedno, ¢ime se dobivaju dodatne
informacije. Kada se gleda linearna povezanost §°H i 3'80 iz oborine na nekoj pojedina¢noj
lokaciji, dobiva se lokalna linija meteorske vode, sto su Raco i sur. (2015) primijenili u svom
istrazivanju. Bez obzira na izotopne vrijednosti pojedine godine, linija za §?H%o= 4,19 x §*0%.
+ 11,46 koja predstavlja vina istraZivane regije, ista je za dvije proucavane godine, neovisno o
temperaturi ili vlazi i tako pokazuje da je ta linija bolji ,,otisak prsta“ ovih vina, neosporno
dokazuju¢i zemljopisno podrijetlo. Evaporacijska linija vode iz bobica grozda imala je nagib
2,8 sto je indikacija maksimalne kinetiCke frakcionacije. Ova transpiracijska linija presjeca
lokalnu liniju meteorske vode unutar izotopnog raspona lokalnih izvorskih voda, potvrdujuci
zemljopisno podrijetlo ovih talijanskih vina. Takoder su uocili da sorte koje ranije dozrijevaju
(npr. Cabernet i Merlot) imaju vise 880 vrijednosti od sorti kasnijeg doba dozrijevanja (npr.
Sangiovese). Skromni raspon 8*3C vrijednosti nije omoguéio razlikovanje izmedu sorti ili
zemljopisnoga podrijetla, ali zato kombinacija sva tri omjera izotopa (C, O i H) predstavlja

snazan alat za otkrivanje patvorenja.
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2.3.3.3 Zajednicka primjena metoda za odredivanje udjela makro- i mikroelemenata i omjera
stabilnih izotopa

Da bi se poboljsale mjere kontrole autenti¢nosti, 2002. godine pokrenut je projekt naslova
,,Uspostava banke podataka vina za analiticke parametre vina iz tre¢ih zemalja*“ (WINE-DB
project, GBRD-CT-2001-00646-WINE-DB). Projekt je financirala Europska Komisija u sklopu
petog okvira ,,Konkurentski i odrzivi rast“, a prikupljeni su uzorci komercijalnih i autenti¢nih
vina iz tada novih zemalja ¢lanica EU (Ceska Republika, Madarska i Rumunjska) i
prekomorskih zemalja (Juzna Afrika i Australija). Analizirano je vise od 1800 uzoraka iz tri
godine berbi (Schlesier i sur., 2009). Najprije je za svaku zemlju osmisljen plan za proizvodnju
autenticnih uzoraka, uzevsi u obzir sorte i1 vinogradarske povrSine te su sukladno tome
prikupljeni i komercijalni uzorci za tri godine berbi. Svaka je zemlja osigurala po 50 autenti¢nih
i komercijalnih uzoraka za svaku godinu berbe. Autenti¢ni su uzorci ukljuceni da bi se
eliminirali svi antropogeni utjecaji te bi trebali odrazavati podrijetlo bez obzira na uvjete
vinifikacije, dok komercijalni uzorci ukljucuju sve antropogene utjecaje. U svim su uzorcima
inicijalno analizirana 104 parametra, ukljucujuéi Cetiri omjera stabilnih izotopa, 34 anorganska
parametra, 19 rijetkih zemnih elemenata, 9 biogenih amina i 38 klasi¢nih parametara kvalitete
vina. Nakon prve godine istraZivanja, broj parametara je statistickom obradom smanjen na 58
najznacajnijih. Elementi su analizirani ICP-MS tehnikom, a izotopi IRMS i NMR tehnikama.
Za ostale su parametre koriStene tehnike plinske 1 tekuc¢inske kromatografije te enzimatske
metode i ostale uobicajene analiticke metode.

Drugi dio ovoga istrazivanja (Smeyers-Verbeke i sur., 2009) obuhvatio je deskriptivnu
i istrazivacku analizu podataka i dao prikaz univarijatnih statistickih rezultata. Za svaku su
zemlju najvazniji izvor varijacija razlike izmedu komercijalnih 1 autenti¢nih uzoraka, nakon
Cega slijedi razlika izmedu crnih i bijelih vina. Pokazalo se da je juZznoafri¢ka vina lako
razlikovati od vina iz ostalih zemalja na temelju pojedinog izotopskog omjera bilo da je to
(D/H);, (D/H)1 etanola ili !0 vode vina, dok je razlikovanje EU vina, a posebno uzoraka iz
Madarske i Ceske, malo sloZenije jer su prisutna brojna preklapanja rezultata. Zakljuéeno je da
je za diferencijaciju vina iz europskih zemalja potrebno primijeniti multivarijatne statisticke
metode. Ipak, ovdje je bilo moguce identificirati varijable koje bi mogle biti vazne za
diskriminaciju, kao Sto su to uranij, vanadij i rijetki zemni elementi, koji su najvazniji za
razlikovanje madarskih od rumunjskih te ¢eskih od rumunjskih autenti¢nih bijelih i crnih vina.

Ove varijable nisu omogucile diferencijaciju komercijalnih uzoraka.
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U trecem dijelu ovoga istrazivanja (Rémisch i sur., 2009) dani su rezultati odabranih
multivarijatnih metoda diskriminacije i klasifikacije uz poseban naglasak na razvijanje modela
koji su ucinkoviti i u smislu moguénosti predvidanja i broja potrebnih varijabli. Takoder je i
primjena CART (engl. Classification And Regression Trees) metode pokazala da je
juznoafricka vina vrlo lako razdvojiti od isto¢noeuropskih pomocu samo jednog izotopnog
parametra, ali su dobiveni slabiji rezultati za razlikovanje vina isto¢ne Europe. Za ova su vina
dobiveni modeli koji su omogu¢ili to¢nu klasifikaciju u 88 do 100% slucajeva primjenom
metoda RDA (engl. Regularized Discriminant Analysis), PLS-DA i PLS-UVE (engl. Partial
Least Squares-Uninformative Variable Elimination). U svim je slu¢ajevima za razlikovanje
komercijalnih vina iz Madarske, Ceske i Rumunjske bilo potrebno vise parametara od
autenti¢nih vina, a takoder i za razlikovanje bijelih vina od crnih. Ovi rezultati se mogu uzeti

kao temelj za analizu daljnjih problema utvrdivanja sljedivosti vina iz razli¢itih zemalja.

Brojni su istrazivaci primijenili izotopne i multielementne metode za odredivanje
zemljopisnoga podrijetla vina. Jedno od najstarijih takvih istrazivanja provedeno je na
francuskim vinima (Martin i sur., 1999) s podrué¢ja Bordeauxa. Uzorci su prikupljeni u sklopu
posebnog programa koji od 1982. godine provodi tvrtka Eurofins Scientific sukladno
standardiziranim postupcima. Rezultati izotopnih ispitivanja su okupljeni u specifi¢noj banci
podataka te kasnije koristeni kao referenca. Na sli¢an naéin su se prikupljali podaci od 1991.
godine u Europskoj izotopnoj banci podataka kojom je tada upravljao Zajednicki istrazivacki
centar Europske Unije u Ispri (ltalija), i to za rezultate analize etanola vina SNIF-NMR®
tehnikom, a pristup kojima je ograni¢en samo na sluzbene eksperte zemalja ¢lanica. U ovome
Su istrazivanju analizirana 162 uzorka iz 10 regija (Bergerac, Bordeaux, Cote de Blaye, Cote
de Bourg, Entre deux Mers, Graves, Médoc, Premiére Cote de Bordeaux, Sauternes i St.
Emilion) te su uzete u obzir etiri godine berbi (1990., 1991., 1992.11993.). Osim toga, dodatno
je uzorkovano 97 uzoraka iz regije Pauillac. Omjeri vodika D/H na metilnoj (1) i metilenskoj
(11) skupini etanola mjereni su SNIF-NMR® tehnikom, a 5!3C etanola te $'80 i §°H vode vina
IRMS tehnikom, dok su elementi u tragovima mjereni ICP-MS tehnikom. Kombinacija analiza
elemenata u tragovima i izotopa pruzila je korisne kriterije za karakterizaciju i vinograda i
godina berbi, ¢ak i u razmjerima relativno malih podrucja. Zakljuceno je da bi za razlikovanje
godine berbe bilo dovoljno iz jedne regije prikupiti svake godine samo desetak uzoraka za
banku podataka te da ovaj pristup omogucuje otkrivanje proizvoda koji odstupaju od zahtjeva

kvalitete pojedinih oznaka izvornosti (franc. appellation contrélée).
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Karakterizacija Svicarskih vinograda provedena primjenom izotopnih podataka u
kombinaciji s elementima u tragovima i klasi¢nim parametrima pokazala je takoder i
mogucnosti multidimenzionalne statistiCke obrade podataka (Gremaud i sur., 2004). Najbolja
diskriminacija je postignuta pomoéu varijabli *80/*%0 vode vina, stroncija, rubidija i % etanola
u slucaju monovarijatne obrade, dok je primjenom multivarijatnih statistickih metoda
postignuta podjela vina Svicarske u &etiri glavne proizvodne zone (Tessin, Valais, Romandie i
Alemanique) sa separacijskom snagom koja nikada prije nije postignuta. Peta je zona,
Graubiinden, definirana samo za 2001. godinu. Medutim, zakljucili su da tako veliki broj
varijabli nije u praksi moguce jednostavno primijeniti i iz ekonomskih 1 iz statistickih razloga
te da bi se buduca istrazivanja trebala usredotociti na najperspektivnije varijable, kao $to je to
element stroncij.

Na Cipru je provedeno nekoliko istrazivanja u kojima Su promatrane varijacije u
izotopima i elementima u odnosu na sortu grozda, okolisne uvjete i geografsko podrijetlo.
Koristene su tehnike IRMS, ICP-OES i NMR za analizu autenti¢nih vina koja su dio ciparske
banke autenti¢nih vina te ciparskih komercijalnih vina. Analizirana su vina iz razli€itih regija
(Lemesos, Larnaca and Pafos) i vise godina berbi (2006-2010) te nekoliko autohtonih
(Xynisteri, Maratheftiko, Oftalmo, Mavro, Giannoudi) i ostalih sorti (Cabernet Sauvignon,
Shiraz). Dobiveni su vrijedni podaci koji mogu upotpuniti banku podataka ciparskih vina i
omoguditi bolje definiranje svojstava vina odredenih oznaka izvornosti ¢ime se pruza podrska
promociji ciparskih vina i vinara i unapreduje status ciparskih vina na svjetskom trzistu. Ovim
su istrazivanjima ciparska znanstvena zajednica i lokalna uprava dobili nove alate za zastitu
potrosaca od patvorenja, a proizvodac¢i mogu dobiti priznanje na trzistu i potencijalno vece
cijene svojih proizvoda (Kokkinofta i sur., 2014; Kokkinofta i sur., 2017).

Moguénosti izotopnih 1 multielementnih tehnika kao ,,otiska prsta® pri regionalnom
razlikovanju rumunjskih vina istraZzena su za dvije godine berbe i1 razliite autohtone i
introducirane svjetske sorte (Dinca i sur., 2016). Elementi Mn, Ni, Cu, Zn, Pb, V i §'80 su
identificirani kao prikladni pokazatelji sa sposobnos$¢u diskriminacije vina prema njihovoj
regiji proizvodnje. Pokazalo se da §%0 ima najjadu povezanost s klimatskim uvjetima i
zemljopisnim podrijetlom, dok je 8*3C manje znacajan za zemljopisnu diskriminaciju na razini
zemlje. Najvazniji je zakljucak da je kombiniranom primjenom izotopnih i multielementnih
metoda s multivarijatnim statistickim metodama dobiven obecavajuci statisticki model za
klasifikaciju vina obzirom na zemljopisno podrijetlo.

Razlikovanje uzoraka vina iz pograniénih podrugja Austrije, Ceske, Slovacke i Srbije,

istrazeno je primjenom razli¢itih tehnika (npr. IRMS, NMR, ICP-MS, ICP-OES, EPR, HPLC,
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UV-VIS), a dobivene su obecavajuc¢e moguénosti za utvrdivanje geografskog podrijetla (Roca
i sur., 2019).

Multielementne i izotopne tehnike su takoder primijenjene u istrazivanju hrvatskih vina
iz kontinentalnih i primorskih vinogorja, odnosno iz tri vinogradarske zone (B, CI i CII).
Dobiveni rezultati su potvrdili da su stabilni izotopi kisika i ugljika najvazniji pokazatelji
geografskog podrijetla vina iz hrvatskih vinorodnih podrucja i zona, a posebno u kombinaciji s
multielementnim sastavom (Leder i sur., 2021).

Nisu se samo u Europi provodila istrazivanja s ciljem utvrdivanja geografskog podrijetla
vina. U znanstvenoj su literaturi dostupni i radovi koje su objavili brazilski (Dutra i sur., 2013),
argentinski (Di Paola-Naranjo i sur., 2011), pa ¢ak i kineski autori (Fan i sur., 2018).

Dutra i sur. (2013) istrazili su razlike izmedu brazilskih vina proizvedenih
mikrovinifikacijom iz grozda dvije sorte (Cabernet Sauvignon i Merlot), godina berbi 2007. i
2008. te iz tri regije uzgoja (Serra Gaucha, Campanha i Serra do Sudeste) s ciljem njihovog
razlikovanja. Takoder je istrazen utjecaj godine berbe na izotopni sastav. Analize izotopa §°C
i 5180 provedene su IRMS tehnikom, a odredivanje mineralnog sastava (Mg, Mn, Ca, Rb i Li)
plamenom atomskom apsorpcijom. Najbolji parametri za klasifikaciju vina berbe 2008. bili su
Rb i Li. Rezultati za §*3C etanola vina, Rb i Li pokazali su znacajne razlike izmedu sorti, bez
obzira na regiju podrijetla. Vrijednosti §'80 vode vina i §*3C etanola vina pokazali su znacajne
razlike bez obzira na sortu. Diskriminantna analiza izotopa i minerala omogucila je tocno
klasificiranje oko 80 % vina obzirom na regiju podrijetla.

Kod argentinskih je vina (Di Paola-Naranjo i sur., 2011) postignuto dobro razlikovanje
izmedu regija podrijetla na temelju geokemijskih omjera K/Rb i Ca/Sr. Najbolji pokazatelji
podrijetla bili su koncentracija magnezija i omjer 8Sr/%°Sr,

U istrazivanju provedenom na kineskim vinima zakljuceno je da je za potvrdivanje
pripadnosti pojedinoj od tri promatrane regije najbolja kombinacija §*20 i profila elemenata s

multivarijatnim metodama statisticke analize (Fan 1 sur., 2018).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
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3.1 Materijali

3.1.1 Uzorcivina

U ovome su radu prikazani rezultati analize makro- i mikroelemenata te omjera stabilnih

izotopa ugljika i kisika u ukupno 190 uzoraka vina, i to za 2015. i 2016. godinu berbe.

Dio je uzoraka proizveden mikrovinifikacijom sukladno Uredbi EU (2018/274) i
pripada hrvatskoj bazi izotopnih podataka autenti¢nih vina. Za pripremu svakoga uzorka ubrano
je 25 kg grozda, koje je muljano 1 presano. Nakon presanja dobiveni most je sumporen, a
alkoholna fermentacija je pokrenuta dodatkom selekcioniranih kvasaca (Saccharomyces
cerevisiae, Uvaferm™, Danstar Ferment AG, Fredericia, Danska). Niti za bijele niti za crne
sorte nije provedena maceracija. Po zavrsetku fermentacije, vino je odtoeno od taloga,

filtrirano, sulfitirano i punjeno u boce zapremnine 0,75 L te oznaceno na odgovarajuci nacin.

Dio uzoraka je konvencionalno proizveden i prikupljen od raznih proizvodac¢a u sklopu
postupka za stavljanje vina na trziste u Centru za vinogradarstvo, vinarstvo i uljarstvo, Hrvatske
agencije za poljoprivredu i hranu (HAPIH-CVVU). Budué¢i se radi o komercijalnim

proizvodacima, detaljni postupci proizvodnje pojedinog uzorka nisu poznati.

Radom su obuhvaceni uzorci vina iz kontinentalnog i primorskog podrucja Hrvatske, iz
tri vinogradarske zone (B, CI i CII), Cetiri regije uzgoja (SrediSnja bregovita Hrvatska, Slavonija
i hrvatsko Podunavlje, Hrvatska Istra i Kvarner te Dalmacija) (NN 32/19) i dvanaest zaSti¢enih
oznaka izvornosti (ZOIl) koje su registrirane u EU (eAmbrosia — the EU geographical
indications register). Broj analiziranih uzoraka vina obzirom na zemljopisno podrijetlo, na¢in

proizvodnje (autenti¢na ili konvencionalna), godinu berbe i sortiment naveden je u Tablici 2.

U analizu su bila uklju¢ena vina autohtonih i medunarodnih sorti vinove loze:

e Autohtone sorte bijelog grozda: Bogdanusa, Cetinka, Kraljevina, Malvazija istarska,
Marastina, Posip bijeli, Skrlet, Vugava i Zlahtina.

e Autohtone sorte crnog grozda: Babi¢, Plavac mali crni i Plavina.

e Medunarodne sorte bijelog grozda: Chardonnay, Grasevina, Muskat Zuti, Pinot bijeli,
Pinot sivi, Rajnski rizling, Rizvanac, Sauvignon, Silvanac zeleni i Traminac.

e Medunarodne sorte crnog grozda: Cabernet Franc, Cabernet Sauvignon, Frankovka,
Merlot i Zweigelt.
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Tablica 2. Broj analiziranih uzoraka vina prema zemljopisnom podrijetlu (zemljopisna
podrucja, vinogradarske zone i regije uzgoja te zasti¢ene oznake izvornosti - ZOl),
nacéinu proizvodnje (autenti¢na - A ili konvencionalna - C), godini berbe (2015. i
2016.) i sortimentu (autohtone sorte oznacene su zvjezdicom*).

zeml] opvlrc,no Kontinentalna Hrvatska Primorska Hrvatska >n
podrucje
n (podrudje) 120 70 190
n (A) 42 36 78
n (C) 78 34 112
n (2015.) 53 38 91
n (2016.) 67 32 99
Zona B Cl Cll
Sredinia bregovita Slavonijai | Hrvatska
Regija J g hrvatsko Istra i Dalmacija
Hrvatska .
Podunavlje | Kvarner
n (regija) 78 42 29 41 190
n (A) 25 17 13 23 78
n (C) 53 25 16 18 112
n (2015.) 31 22 16 22 91
n (2016.) 47 20 13 19 99
=,
o = = ® @ © .g
— B > e o} = £
o = © o S) o) S =
= : 2 5§ £ 5 =|B E & E &
S 2 5@ 2 ¢ §|lg 8 £ 8 &
N %2} X D : > ] o 2 p N
S z © T 4o 9 Ry © 5 = c =4
S A~ o o D 0 n S = < = -
2 9 ® T > £ 2 s
- (o)) S I c = 5 o—
o © 1S I 1] " — =
N T ) 75) 51
&
n (ZOl) 10 22 2 20 25 13 29 24 5 7 4 30 190
n (A) 2 3 2 9 9 5 12 8 5 5 4 14 78
n (C) 8 18 0 11 16 8 17 16 0 2 0 16 112
N Chardonnay 9), Graéevipa (47)., Bogdanusa* (1), Cetinka* (1),

SOF'[% bijelog Kraljevina* (1), Muskat zuti (1), Pinot Chardonnay (6), Malvazija
grozda (n) bijeli (4), Pinot sivi (5), Rajnski rizling (7), istarska* (8), Marastina* (1) 120
*autohtone Rizvanac (1), Sauvignon (8), Silvanac S VS L s: i

sorte zeleni (5), Skrlet* (2), Traminac (3), Muskat Zut; (1), I:OSIP . bl-]*eh
mjeSavina bijelih sorti (1). (6), Vugava* (1), Zlahtina* (1).

Sorte crnog . Babi¢* (1), Cabernet Franc (1),
arosda () | et saanaren O Fankouke .| Cabernet Sauvignon (2), Pl | 1
*autohtone S h sorti ' mali crni* (22), Plavina* (1),

mjesavina crnih sorti (1). ey . . .
sorte mjesavina crnih sorti (2).

39



DOKTORSKI RAD — Renata Leder 3. Eksperimentalni dio

3.1.2 Kemikalije

3.1.2.1 Kemikalije za analize makro- i mikroelemenata ICP-OES tehnikom

Za analize makro- i mikro elemenata koristeni su plinovi argon, CAS 7440-37-1 i dusik,
CAS 7727-37-9 (99,999 vol %, Messer Croatia plin d.o.o0., Zapresi¢, Hrvatska) te standardne

otopine elemenata koje su navedene u Tablici 3.

Tablica 3. Standardne otopine elemenata analiziranih ICP-OES-om.

Element vy (g/L) Kkat. br. CAS Proizvodaé

Al 1,0 PAL2A2  7429-90-5 Reagecon, Shannon, County Clare, Irska

As 1,0 N9300180 7440-38-2  Perkin Elmer, Waltham, Massachusetts, SAD
B 1,0 195861000 7440-42-8  Acros Organics, New Jersey, SAD

Ba 1,0 PBA2A2  7440-39-3 Reagecon, Shannon, County Clare, Irska

Ca 1,0 N9303763 7440-70-2  Perkin Elmer, Waltham, Massachusetts, SAD
Cd 1,0 N9300176 7440-43-9  Perkin Elmer, Waltham, Massachusetts, SAD
Co 1,0 PCO2A2  7440-48-4 Reagecon, Shannon, County Clare, Irska

Cr 1,0 195911000 7440-47-3  Acros Organics, New Jersey, SAD

Cu 1,0 PCU2A2  7440-50-8 Reagecon, Shannon, County Clare, Irska

Fe 1,0 PFE2A2 7439-89-6  Reagecon, Shannon, County Clare, Irska

K 10,0 N9304120 7440-09-7  Perkin Elmer, Waltham, Massachusetts, SAD
Li 1,0 PLI2A2 7439-93-2  Reagecon, Shannon, County Clare, Irska

Mg 1,0 N9300179 7439-95-4  Perkin Elmer, Waltham, Massachusetts, SAD
Mn 1,0 PMN2A2  7439-96-5 Reagecon, Shannon, County Clare, Irska

Mo 1,0 N9303784 7439-98-7  Perkin Elmer, Waltham, Massachusetts, SAD
Na 1,0 N9303785 7440-23-5 Perkin Elmer, Waltham, Massachusetts, SAD
Pb 1,0 N9300175 7439-92-1 Perkin Elmer, Waltham, Massachusetts, SAD
Rb 1,0 PRB2A2  7440-17-7 Reagecon, Shannon, County Clare, Irska

Sn 1,0 PSN2A13  7440-31-5 Reagecon, Shannon, County Clare, Irska

Sr 1,0 PSR2A2 7440-24-6  Reagecon, Shannon, County Clare, Irska

\Y 1,0 PV2A19  7440-62-2 Reagecon, Shannon, County Clare, Irska

Zn 1,0 N9300178 7440-66-6  Perkin Elmer, Waltham, Massachusetts, SAD

Iz 60 % HNO3 (kat. br. UN 2031, CAS 7697-37-2, Merck, Darmstadt, Njemacka)
razrjedivanjem s ultraCistom vodom (18 MQ/cm) pripremljena je 2% HNO3 koja je koristena
kao slijepa proba te za pripremu mati¢nih 1 standardnih kalibracijskih otopina, a 1 za
razrjedivanje uzorka. Iz standardne otopine itrija koncentracije 1,0 g/L (kat.br. N9303810, CAS
7440-65-5, Perkin Elemer, Waltham, Massachusetts, SAD) je s 2% HNO3 pripremljena mati¢na
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otopina koncentracije 5 mg/L te je kao interni standard dodana u svaku standardnu otopinu za

kalibraciju i uzorak u kona¢noj koncentraciji od 100 pg/L.

Iz originalnih standardnih otopina pripremljene su mati¢ne otopine (MO) svakog
elementa iz kojih su nadalje pripremljene multielementne standardne otopine za kalibraciju C1,
C2, C3, C4 i C5 te jedna kontrolna otopina (QC) kojom se za vrijeme provodenja analiza

pomocu kontrolne karte pratila kvaliteta rezultata (Tablica 4).

Tablica 4. Koncentracije mati¢nih otopina (MO), standardnih kalibracijskih otopina (C1, C2,
C3, C4i C5) te kontrolne otopine (QC) koristene za analize ICP-OES-om.

Element (7) MO C1 C2 C3 c4 C5 QC
Al (mg/L) 100 0.1 05 1 15 2 1
As (ug/L) 15000 15 75 150 225 300 150
B (mg/L) 250 0,25 1,25 2,5 3,75 5 2,5
Ba (mg/L) 50 0,05 0,25 05 0,75 1 05
Ca (mg/L) 1000 5 25 50 75 100 50
Cd (ug/L) 1000 1 5 10 15 20 10
Co (ng/L) 500 0,5 25 5 75 10 5
Cr (ug/L) 500 0,5 25 5 75 10 5
Cu (mg/L) 50 0,05 0,25 05 0,75 1 05
Fe (mg/L) 500 0,5 25 5 75 10 5
K (mg/L) 10000 100 500 1000 1500 2000 1000
Li (ng/L) 1000 1 5 10 15 20 10
Mg (mg/L) 1000 5 25 50 75 100 50
Mn (mg/L) 250 0,25 1,25 2,5 3,75 5 2,5
Mo (ng/L) 500 05 25 5 75 10 5
Na (mg/L) 1000 1 5 10 15 20 10
Pb (ug/L) 15000 15 75 150 225 300 150
Rb (mg/L) 250 0,25 1,25 2,5 3,75 5 2,5
Sn (mg/L) 50 0,05 0,25 05 0,75 1 05
Sr (mg/L) 50 0,05 0,25 05 0,75 1 05
V (ng/L) 5000 5 25 50 75 100 50
Zn (mg/L) 250 0,25 1,25 2,5 3,75 5 2,5

3.1.2.2 Kemikalije za analize omjera stabilnih izotopa *3C/*?C

Za analize omjera stabilnih izotopa *C/*2C koristen je certificirani referentni materijal
BCR-656 (etanol 96 vol%, Institut za referentne materijale i mjerenja, Geel, Belgija) i plinovi:
helij (CAS 07440-59-7), kisik (CAS 07782-44-7) te uglji¢ni dioksid kao sekundarni referentni
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plin za mjerenje (CAS 00124-38-9), 99,999 vol %, Messer Croatia plin d.o.o., Zapresic,
Hrvatska.

Oksidacijski reagensi za reaktor i sustav za izgaranje uzorka: bakrov (Il) oksid (CAS
7440-50-8), kromov (I11) oksid granulirani, 25-60 mash (CAS 1308-38-9), srebro kobaltov
(11,111) oksid (CAS 1308-38-9), Thermo Fischer Scientific, Bremen, Njemacka. Kao reagens za
susenje odnosno eliminiranje vode nastale u procesu izgaranja koriSten je magnezij perklorat —
anhidron (CAS 10034-81-8), Thermo Fischer Scientific, Bremen, Njemacka.

Reagensi za odredivanje vode po Karl Fischer-ovoj metodi: Titrant 5 (kat. br. 1.88010
Merck, Darmstadt, Njemacka), Solvent (kat. br. 1.880515, Merck, Darmstadt, Njemacka),
standard vode 1%, 1 g = 10 mg H2O za volumetrijsku Karl Fischer titraciju (kat.br. 188052,
Merck, Darmstadt, Njemacka).

Uzorci su na IRMS-u mjereni prema certificiranom referentnom materijalu BCR-656

(Institut za referentne materijale i mjerenja, Geel, Belgija).

3.1.2.3 Kemikalije za analize omjera stabilnih izotopa 20/'°0

Za analize omjera stabilnih izotopa *0/*°0 koristeni su:

e certificirani referentni materijali: VSMOW (engl. Vienna-Standard Mean Ocean Water) i
SLAP (engl. Standard Light Antarctic Precipitation), Medunarodna agencija za atomsku
energiju, Be¢, Austrija;

e plinovi: helij (CAS 07440-59-7), uglji¢ni dioksid kao sekundarni referentni plin za
mjerenje (CAS 00124-38-9) i uglji¢ni dioksid za izotopno uravnotezenje (mjesavina 0.3 %
CO2 u heliju), 99,999 %, Messer Croatia plin d.o.0., Zapresi¢, Hrvatska.

3.2.3 Instrumenti i pribor
3.1.3.1 Instrumenti i pribor za analize makro- i mikroelemenata ICP-OES tehnikom

Spektrometar opticke emisije induktivno spregnute plazme, Optima 2000 DV (Perkin
Elmer, Shelton, Connecticut, USA) opremljen peristaltickom pumpom za unos uzoraka i
staklenom komorom po Meinhardtu za prevodenje uzorka u oblik aerosola (Slika 2.).
Spektrometrom se upravlja putem softwarea WinLab32 (Perkin Elmer, Shelton, Connecticut,
USA).

Uredaj za proizvodnju ultraciste vode Simplicity (Millipore, Molsheim, Francuska).
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Slika 2. Spektrometar opti¢ke emisije induktivno spregnute plazme u laboratoriju HAPIH-
CVVU. Vlastita fotografija.

3.1.3.2 Instrumenti i pribor za pripremu uzorka za analize omjera stabilnih izotopa *C/**C

Automatizirani sustav za destilaciju (engl. Automated Distillation Control System —
ADCS) za pripremu uzorka za analize omjera stabilnih izotopa *C/**C (Eurofins, Nantes,
Francuska) opremljen raCunalom sa softverom (ADSC V1.1.9.0) koji podrzava ADCS sustav,
elektronickim suceljem koje omogucuje automatizirano kontroliranje procesa destilacije

pomocu softvera i Cetiri destilacijska mjesta (Slika 3).

Automatski volumetrijski titrator po Karl Fischer-u DL31 (Mettler Toledo, Greifensee,
Svicarska) koristen je za odredivanje udjela vode u dobivenom destilatu (Slika 3). Za
upravljanje titratorom Kkoristi se softver LabX light. Softver Eurokarl Windows v.1.0.0.0 je
primijenjen za prijenos rezultata alkoholne jakosti destilata u ADCE softver u kojem se
izraCunava iskoriStenje destilacije. Anton Paar Alcolyzer (Anton Paar, Graz, Austrija) i
denzimetar su primijenjeni za odredivanje alkoholne jakosti uzoraka vina (Benes i sur., 2008)

prije destilacije.
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Slika 3. Automatizirani sustav za destilaciju (lijevo) i automatski volumetrijski titrator po Karl
Fischeru (desno) u laboratoriju HAPIH-CVVU. Vlastita fotografija.

3.1.3.3 Instrumenti i pribor za analize omjera stabilnih izotopa *C/*?C

Spektrometar masa omjera stabilnih izotopa Delta V Plus (Thermo Fischer Scientific,
Bremen, Njemacka) koji omogucuje odredivanje relativnih udjela izotopa ugljika *C/*2C u
COo, opremljen analizatorom elemenata FlashEA 1112 Series (Thermo Fischer Scientific,
Bremen, Njemacka) u kojem uzorak etanola sagorijeva do ugljicnog dioksida te izmjenjivacem
uzoraka Al 1310 (Thermo Scientific, Bremen, Njemacka), (Slika 4).

3.1.3.4 Instrumenti i pribor za analize omjera stabilnih izotopa 80/*%0

Spektrometar masa omjera stabilnih izotopa Delta V Plus (Thermo Fischer Scientific,
Bremen, Njemacka) koji omoguéuje odredivanje relativnih udjela izotopa kisika 80 u CO,,
opremljen sustavom za provedbu izotopnog uravnotezenja izmedu CO2 i vode u vinu koji se
sastoji od drzaca uzoraka sa kontroliranom temperaturom (£ 1 °C) i periferne jedinice za
pripremu i uvodenje plina (GasBench Il, Thermo Fischer Scientific, Bremen, Njemacka).
Sustav ima kontinuirani protok kojim se pomocu automatskog izmjenjivaca uzoraka
kvantitativno prenosi CO2 iz bocica s uzorcima u kojima se odvijalo uravnotezenje, ali i

referentni CO2 u spektrometar masa (Slika 5).
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Slika 5. Spektrometar masa IRMS u laboratoriju HAPIH-CVVU. Detektor Delta V Plus
(lijevo dolje) i periferna jedinica za pripremu i uvodenje plina (desno gore). Vlastita

fotografija.

Uredaj za proizvodnju demineralizirane vode Elix Advantage 15 UV (Millipore,

Molsheim, Francuska).
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3.2  Metode rada
3.2.1 ICP-OES metoda odredivanja 22 elementa

Tehnikom ICP-OES odreden je sadrzaj Al, As, B, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Li,
Mg, Mn, Mo, Na, Pb, Rb, Sn, Sr, V i Zn u vinima na uredaju Optima DV, Perkin Elmer, Shelton,
Connecticut, SAD.

3.2.1.1 Priprema uzorka za odredivanje elemenata

Budu¢i da prisustvo organskih tvari onemogucuje gorenje plazme, uzorcima je potrebno
ukloniti etanol. Stoga je za analizu koriSten ostatak nakon destilacije (dakle vino iz kojeg je
uklonjen etanol) prilikom pripreme uzorka za odredivanje omjera izotopa 3C/*?C kako je

opisano u radu Milos i suradnika (2018).

U destilacijsku tikvicu se unese 200 mL vina i destilira dok se etanol u potpunosti ne
prebaci u prihvatnu tikvicu. Ostatak nakon destilacije se iz destilacijske tikvice kvantitativno
prenese u odmjernu tikvicu te se volumen ponovno podesi na 200 mL s 2% HNOs. Uzorak se
razrijedi s 2% HNO3 u omjeru 1:1 uz dodatak 100 ug/L itrija kao internog standarda i potom
mjeri na ICP-OES-u.

3.2.1.2 Identifikacija i kvantifikacija elemenata

Za identifikaciju pojedinih elemenata primijenjene su valne duljine koje su
karakteristi¢ne za svaki element (Larcher i Nicolini, 2001), a za kvantifikaciju je provedena
integracija povrsine ispod pika s odredenim brojem tocaka integracije po piku. Za vecéinu
elemenata je za integraciju koriSteno sedam toc¢aka, osim za As, Co, Mo i V (5 tocaka) te jedna

tocka za Pb.

Za eliminaciju utjecaja pozadinskog zracenja i spektralnih interferencija primijenjena je
metoda BGC (engl. background correction) koju omoguéuje software u odgovaraju¢em broju
tocaka za pojedini element. Za Cr i Pb je primijenjena BGC u jednoj, a za sve ostale elemente
u dvije toc¢ke. Ovisno o koncentraciji pojedinih elemenata u uzorku, primijenjen je radijalni
(plazma se promatra bo¢no, okomito na smjer plazme, $to je pogodno za visoke koncentracije)
ili aksijalni nacin rada optike instrumenta (plazma se promatra kroz rep, vodoravno, a to je
pogodno za niske koncentracije). Tako su radijalnim na¢inom promatrani makroelementi Ca,

K, Mg i Na, a svi ostali aksijalnim naéinom.
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3.2.1.3 Postavke spektrometra opticke emisije induktivno spregnute plazme

Postavke spektrometra opticke emisije induktivno spregnute plazme koje ukljucuju
glavni i pomo¢ni protok argona za odrzavanje plazme te protok za rasprSivanje uzorka dane su
u Tablici 5. zajedno sa snagom generatora radiofrekvencije, frekvencijom elektromagnetskog

polja te brzinom unosa uzorka u instrument pomocu peristalticke pumpe.

Tablica 5. Postavke spektrometra opti¢ke emisije induktivno spregnute plazme.

Parametar Vrijednost
glavni 15 L min'?
protok argona pomo¢ni 0,2 L min?
za raspriivanje uzorka 0,8 L mint
shaga generatora 1300 W
frekvencija 40 MHz
brzina unosa uzorka 1,5 mL min*t

3.2.2 IRMS metode odredivanja omjera stabilnih izotopa

Tehnikom IRMS odredeni su omjeri stabilnih izotopa ugljika i kisika na spektrometru
masa omjera stabilnih izotopa Delta V Plus opremljenim analizatorom elemenata FlashEA 1112
Series i ConFlo 1V (za °C/*?C) i perifernom jedinicom za pripremu i uvodenje plina (Gasbench
II) (za '®0/*®0), Thermo Fischer Scientific, Bremen, Njemacka. IRMS-om se zajedno s
perifernim instrumentima upravlja pomocu softvera Isodat 3.0 (Thermo Fischer Scientific,
Bremen, Njemacka). Izotopni omjeri *C/*2C i 80/*°0 izrazeni su delta notacijom: §3C i §*80,

kao dijelovi na tisucu (%o).

Svi aspekti spektrometra masa kontroliraju se softverom lIsodat 3.0, ukljucujuci
stvaranje iona, razdvajanje masa i detektiranje iona. Upravljanje ionskim izvorom omogucuje

podesavanje snopa i koraka magneta sa ciljem postizanja optimalnog signala.

Plinoviti uzorak koji se analizira uvodi se u ionski izvor putem ulaznog sustava
iglicastih ventila. U ionskom izvoru, ioni se stvaraju u visokom vakuumu zbog sudaranja s
elektronima. Ioni se tada akceleriraju do energija 3 keV i fokusiraju pomocu elektrostatickih

le¢a u snop. Ionski snop napusta izvor i ulazi u magnetno polje pod kutom od 26,5° 1 zakrece
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pod kutom od 90° unutar magnetnog polja ovisno o omjeru m/z. Dio ionskog snopa postoji i
dalje pod istim kutom od 26,5°.

Magnetno polje se generira pomocu elektromagneta sa maksimalnom jac¢inom od 0,75
T, Sto pokriva raspon masa od m/z 10 do m/z 96 za najveci napon akceleracije.

Odabir mase postize se podesavanjem jac¢ine magnetskog polja i/ili napona akceleracije,
¢ime se omogucuje analiziranje razlicitih plinova.

Zastupljenost glavnih masenih izotopomera uglji¢nog dioksida 44 (*?C'®0,), 45
(13C0; i 2CT0*%0) i 46 (*2C0*0), koje rezultiraju iz moguéih kombinacija izotopa 20,
170, 180, 13C i 12C, odreduje se iz ionskih struja mjerenih pomoéu trostrukog detektora s tri

Faradayeva kolektora izotopnog masenog spektrometra.

3.2.2.1 Priprema uzorka za odredivanje omjera izotopa **C/**C

Ekstrakcija etanola iz vina provedena je pomo¢u ADCS sustava za destilaciju
opremljenog s Cetiri Cadiotove destilacijske kolone (Eurofins, Nantes, Francuska) sukladno
OIV metodi (OIV-MA-AS311-05:R2011, OIV, 2021b) kojom se iz uzorka moze ekstrahirati
izmedu 96,0 — 98,5% etanola vina bez dodatne izotopne frakcionacije uz dobivanje destilata
alkoholne jakosti do 95 vol%. Svi pripremni postupci moraju biti provedeni bez znacajnijeg
gubitka etanola isparavanjem, §to bi promijenilo izotopni sastav uzorka.

Ovako pripremljen destilat sluzi za odredivanje omjera izotopa deuterija tehnikom
SNIF-NMR® kao i za odredivanje omjera izotopa ugljika *C/*2C tehnikom IRMS. ADCS
sustav automatizira cijeli proces, potpuno kontrolira destilaciju i preko softvera omogucuje
pohranjivanje i obradu rezultata.

Za svaki je uzorak izraCunato iskoriStenje destilacije iz podataka za alkoholnu jakost
vina i alkoholne jakosti destilata koja je dobivena posredno, odredivanjem vode u destilatu
titracijom po Karl Fischer-u (ASTM E203-16). To je kemijska metoda (Fischer, 1935.) za
odredivanje vode u razli¢itim medijima, a temelji se na specifi¢noj i kvantitativnoj reakciji
izmedu vode sadrzane u uzorku i Karl Fischer-ovog reagensa koji se sastoji od joda, SO2,

piridina i metanola (stehiometrijska reakcija izmedu jednog mola vode 1 jednog mola joda).

3.2.2.2 Odredivanje omjera izotopa **C/**C

Odredivanja omjera izotopa *C/*2C u dobivenom etanolu provedeno je kako je opisano
u OIV metodi (OIV-MA-AS312-06:R2001, OIV, 2021b). Pripremljeni uzorci spremljeni su u

odgovaraju¢e bocice i injektirani u analizator elemenata pomocu izmjenjiva¢a uzoraka.
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Obzirom na osjetljivost spektrometra masa 1 potrebnu koli¢inu ugljika, bilo je potrebno
injektirati 0,05 pL destilata za svaku analizu (3,84 mg apsolutnog etanola ili 4,17 mg destilata
s 92 % m/m alkohola potrebno je da bi se dobilo 2 mg ugljika).

U seriju uzoraka sistemati¢no su umetnuti radni referentni materijali i kontrolni uzorci

radi osiguravanja kvalitete rezultata ispitivanja.

Izotopni omjer ugljika 13 (8'°C) izradunava se na delta skali na tisu¢u usporedbom
rezultata dobivenih za uzorak u odnosu na prethodno kalibrirani radni referentni materijal

temeljem primarnog referentnog materijala (\V-PDB).
Vrijednosti §1°C izrazavaju se najprije u odnosu na radni referentni materijal:
613Cuz/ref %0 = 1000 x (RUZ'Rref)/Rref (4)

Ru:  omjer izotopa *C/**C uzorka

Rref  omijer izotopa 3C/*?C radnog referentnog materijala
Vrijednosti & 13C se izrazavaju zatim preko primarnog referentnog materijala V-PDB:
8 B3Cuzv-poB%0 = & B*Cuairet + 8 P*Cretiv-pos + (8 “*Cuziret % 8 **Crefiv-pog) /1000 (5)

8 BCrefiv-rpe  0dstupanje izotopa prethodno odredeno za radni referentni materijal u odnosu

na V-PDB

3.2.2.3 Odredivanje omjera izotopa kisika **0/*°0

Odredivanje omjera izotopa kisika 80/*0 u uzorcima vina provedeno je sukladno
OIV metodi (OIV-MA-AS2-12:R2009, OIV, 2021b). Odredivanje omjera izotopa kisika
80/%0 (izrazen kao &0 u %o prema IAEA-VSMOW) u vinima, mostevima, voénim
sokovima 1 uzorcima vode, temelji se na uspostavljanju ravnoteze izmedu omjera izotopa
kisika vode sadrzanih u uzorku sa izotopima kisika CO2 u standardnom plinu, primjenom
periferne jedinice za pripremu i uvodenje plina (GasBench II, Thermo Scientific, Bremen,

Njemacka).

Nakon uspostavljene ravnoteze izmedu tekuce i plinovite faze analizira se CO> iz
plinovite faze pomoéu IRMS-a. Mjere se struje iona m/z 46 (**C*0*0) i m/z 44 (**C**0y) iz
ugljikovog dioksida dobivenog nakon izotopnog uravnoteZenja sa vodom iz vina prema

reakciji:

49



DOKTORSKI RAD — Renata Leder 3. Eksperimentalni dio

C¥®0,(g) + H2**0(l) «> C1*0™0(g) + H2*0(l) (6)

Certificirani referentni materijali (CRM) ili radni standardi (RS) sa sljedivos¢u do

CRM-a primjenjuju se za kalibraciju instrumenta i za korekciju rezultata mjerenja.

Pripremljena su dva RS i imaju vrijednost 880 sljedivu do CRM-a SLAP i VSMOW.
RS-i se cuvaju u spremnicima od nehrdajuceg celika u atmosferi dusika kako bi se sprijecila
frakcionacija izotopa. Jedan RS je demineralizirana voda pripremljena u uredaju Elix®
Advantage 15 UV (Millipore, Molsheim, Francuska). Drugi je RS pripremljen uparavanjem
demineralizirane vode s ciljem dobivanja vode viseg relativnog udjela izotopa kisika 80. Za
provjeru to¢nosti analize i to¢nosti primijenjene korekcije rezultata u istom intervalu s
uzorcima analizira se i kontrolni uzorak poznate vrijednosti §'80 (iz medulaboratorijske
usporedbe koju organizira Eurofins, Nantes, Francuska).

Uzorci vina i referentnih materijala analizirani su bez pripreme. Borosilikatne bocice
se napune s 500 pL uzorka i odmah zatvore cepom sa septumom. Bocice se poredaju u drzac
uzoraka prema zadanom rasporedu te se sukladno softverskoj metodi pomocu izmjenjivaca
uzoraka i igle za punjenje u bocice unosi mjesavina helija i uglji¢énog dioksida (3 % v/v CO>
u He). CO: ostaje u prostoru iznad povrsine uzorka da bi se postigla ravnoteza izmedu
izotopa 80 vode uzorka i O uglji¢nog dioksida u mjesavini He i CO; iznad uzorka.
Ravnoteza se postize nakon 24 sata pri 24°C (= 1°C).

Nakon procesa uspostavljanja ravnoteze, dobiveni izotopomeri uglji¢énog dioksida
prenose se pomocu periferne jedinice za pripremu i uvodenje plina s kontinuiranim
protokom (Gasbench I1) u ionski izvor spektrometra masa.

Intenziteti za m/z = 44, 45, 46 mjere se za svaki uzorak i referentni materijal koji se
analiziraju u zadanoj seriji. Zatim se pomocu softvera IRMS-a izra¢unavaju izotopni omjeri
180/1%0 u odnosu na referentni plin CO2 koji je prethodno kalibriran prema VSMOW. Tako
dobiveni rezultati se dodatno preracunavaju u odnosu na radni standard koji je mjeren u istoj
sekvenci s uzorcima, a koji je takoder prethodno kalibriran prema VSMOW. Krajnji rezultat
izrazava se kao relativna vrijednost §¥Ovsmow u %o.

Za izratun 8¥Ovsmow vrijednosti koristi se jednadzba:

180 180
160 160
uzorak

<180>
16
° vSMow

8180VSM0W = VSMOW x 1000 [%0] (7)
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3180 vrijednost normalizirana prema VSMOW/SLAP skali izra¢unava se prema

jednadzbi:

5180 k—=880y_smow
5180,_ = |Azore | % 55,5[%0 8
V—-SMOW /SLAP 5180y _spow—0180sL.4p [ ] ( )

3.2.3 Validacija primijenjenih analitickih metoda

Kako bi se utvrdilo da su primijenjene analiticke metode pogodne za namijenjenu svrhu,
a to je odredivanje elemenata ICP-OES metodom i odredivanje omjera omjera stabilnih izotopa

IRMS metodom, provedena je njihova validacija.

Validacija metode za odredivanje 22 elementa ICP-OES tehnikom provedena je
pomocu sljedec¢ih validacijskih parametara sa svaki element: linearnost, kalibracijski raspon,
granica detekcije i kvantifikacije, ponovljivost, intermedijarna preciznost te to¢nost (Leder i
sur., 2021).

Validacija pripreme uzorka za odredivanje omjera stabilnih izotopa *C/*?C pomoéu
ADCS automatiziranog sustava za destilacije provedena je utvrdivanjem ponovljivosti
odredivanja vode u destilatu, ponovljivosti odredivanja alkoholne jakosti destilata i
ponovljivosti iskoriStenja destilacije uzorka. Ova metoda ujedno predstavlja i pripremu uzorka
za odredivanje elemenata ICP-OES tehnikom, buduci da se elementi odreduju u ostatku nakon
destilacije, odnosno vinu kojem je ekstrahiran etanol, a postupak validacije je objavljen u radu
Milos i suradnika (2018).

Validacija IRMS metoda za odredivanje omjera stabilnih izotopa *C/*2C i 80/*%0
provedena je pomoc¢u parametara linearnosti, ponovljivosti, intermedijarne preciznosti i
to¢nosti. Nakon uspjesnog sudjelovanja u medulaboratorijskim uspodredbama obje metode za
odredivanje omjera stabilnih izotopa su prije pocetka provedbe analize uzoraka i akreditirane
sukladno HRN EN ISO/IEC 17025 u laboratoriju HAPIH-CVVU-a (Prilog potvrdi o
akreditaciji br. 1022).
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3.2.4 Statisticka obrada podataka

Rezultati mjerenja izotopnih omjera i elemenata ucitani su u softverski paket Statistica
10.0 (Statsoft, Tulsa, Oklahoma, USA) i obradeni pomocu deskriptivne statisticke analize
(odredene su prosjecne vrijednosti i standardne devijacije) te je provedena analiza varijance
(General Linear Model — Analysis of Variance, GLM-ANOVA i post hoc Tukey test, nakon
Cega su uslijedile dvije metode multivarijatne statisticke analize, PCA i GDA, kako bi se
ustanovila sposobnost dobivenih podataka za razlikovanje uzoraka iz razlicitih vinorodnih
podrucja, zona i regija Hrvatske te odabranih zasti¢enih oznaka izvornosti. PCA je provedena
primjenom Unscrambler® softverskog paketa (verzija 11.0, CAMO AS, Norveska), a GDA
pomocu Statistice 10.0 (Statsoft, Tulsa, Oklahoma, USA). Za statisticku obradu, rezultati
elemenata s vrijednostima ispod granice detekcije (GD) postavljeni su na GD / 2 (EPA, 2006).
Za vizualnu prezentaciju rezultata koristen je MS Excel® (Microsoft Office Professional Plus
2019, Microsoft Excel 2019 MSO (16.0.10354.20022)).
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4. REZULTATI
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4.1 Rezultati validacije metoda za odredivanje elemenata (ICP-OES) te omjera stabilnih izotopa ugljika i kisika (IRMS)

Tablica 6. Rezultati validacije metode za odredivanje elemenata ICP-OES metodom (linearnost, kalibracijski raspon, granice detekcije i
kvantifikacije, ponovljivost, intermedijarna prediznost i to¢nost).

Intermedijarna

Element (7) Linearnost Kalibracijski Grani(_:_a Grgr_lica__ Ponovlj i(:/ost oreciznost Toénost (%)
(9] raspon detekcije  kvantifikacije (RSD, %) (RSD, %)

Al (mg/L) 0,996 01-20 0,0004 0,0015 0,7 2,4 93,2
As (ng/L) 0,997 15 - 300 9 28 2,1 5,4 97,1
B (mg/L) 0,997 0,25-5,0 0,001 0,002 0,9 6,2 94,3
Ba (mg/L) 0,998 0,05-1,00 0,00001 0,00005 0,2 2,5 98,9
Ca (mg/L) 0,995 5,0-100,0 0,004 0,014 1,1 7,4 100,8
Cd (ng/L) 0,999 1-20 0,3 0,9 0,9 2,2 100,5
Co (ng/L) 0,997 0,5-10,0 0,4 1,2 4,7 54 105,8
Cr (ng/L) 0,996 0,5-10,0 0,3 1,2 4,4 8,1 106,5
Cu (mg/L) 0,997 0,05-1,00 0,0004 0,0013 0,3 2,3 97,6
Fe (mg/L) 0,999 0,5-10,0 0,003 0,009 0,1 3,6 101,3
K (mg/L) 0,999 100 - 2000 0,05 0,16 0,4 4,0 105,6
Li (ug/L) 0,993 1-20 0,004 0,014 0,3 3,3 93,1
Mg (mg/L) 0,999 5-100 0,002 0,005 0,4 33 99,5
Mn (mg/L) 0,999 0,25-5,00 0,00004 0,00014 0,6 2,9 100,9
Mo (ug/L) 0,991 0,5-10 0,1 0,2 6,5 16,7 107,3
Na (mg/L) 0,996 1,0-20,0 0,003 0,01 0,4 3,3 98,4
Pb (ug/L) 0,999 15-300 5 16 0,6 2,6 101,0
Rb (mg/L) 0,996 0,25 -5,00 0,0003 0,0009 0,2 4,3 95,8
Sn (mg/L) 0,998 0,05-1,00 0,004 0,012 0,7 2,6 98,5
Sr (mg/L) 0,999 0,05-1,00 0,000004 0,000014 0,6 34 100,2
V (ng/L) 0,995 5-100 0,3 1,1 0,2 3,8 107,5

Zn (mg/L) 1,000 0,25 - 5,00 0,0005 0,0018 0,8 3,3 101,3
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Tablica 7. Rezultati validacije metode za pripremu uzorka za odredivanje *C/*?C
(ponovljivost odredivanja vode u destilatu, ponovljivost odredivanja alkoholne
jakosti destilata i ponovljivost iskoristenja destilacije uzorka),

Validacija pripreme uzorka za odredivanje **C/*2C

Ponovljivost odredivanja vode u destilatu (RSD, %) 0,3
Ponovljivost odredivanja alkoholne jakosti destilata (RSD, %) 0,2
Ponovljivost iskoriStenja destilacije uzorka (RSD, %) 0,4

Tablica 8. Rezultati validacije IRMS metode za odredivanje omjera stablinih izotopa 30/*%0
i ¥C/*2C (linearnost, ponovljivost, intermedijarna preciznost i to¢nost).

Validacija IRMS IRMS metode za odredivanje omjera stablinih izotopa
18Q/160 | 13C/12C

Omjeri izotopa (%o) 180/%0 BCrC
Linearnost (r) 0,9999 0,9989
Ponovljivost (RSD, %) 2,5 0,3
Intermedijarna preciznost (RSD, %) 55 0,4
Tocnost (%) 98,2 100,0
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4.2

4, Rezultati

Rezultati mjerenja koncentracija odredivanih elemenata te omjera

stabilnih izotopa ugljika i Kisika

Tablica 9. Omijeri stabilnih izotopa 80/*%0 i *C/*2C te koncentracije odredivanih elemenata
u ispitivanim uzorcima vina (n = 190).

Mjerna veli¢ina Sred. Vr. Min. Max. Varijanca Stand. K.‘.)Ef'
Dev. varijance
3180 (%0 VSMOW) 1,37 -7,28 7,79 6,54 2,56 186,67
813C (%o V-PDB) -27,57 -30,28 -23,55 2,17 1,47 -5,34
Al (mg/L) 0,59 0,11 3,59 0,27 0,52 87,81
As (ng/L) 7,5 4,5 27,9 29,1 5,4 71,5
B (mg/L) 2,98 0,66 7,35 1,31 1,14 38,41
Ba (mg/L) 0,11 0,03 0,36 0,00 0,05 43,58
Ca (mg/L) 85,0 44,7 149,0 517,3 22,7 26,8
Cd (ng/L) 0,7 0,2 5,0 1,0 1,0 135,2
Co (ng/L) 59 1,0 34,5 19,3 4,4 74,5
Cr (ng/L) 19,0 4,7 161,0 290,2 17,0 89,6
Cu (mg/L) 0,18 0,05 1,50 0,02 0,14 79,24
Fe (mg/L) 1,91 0,25 8,55 1,94 1,39 72,85
K (mg/L) 788 392 1475 51046 226 29
Li (ug/L) 4,6 1,3 25,9 10,0 3,2 68,7
Mg (mg/L) 81,3 47,1 140,0 320,2 17,9 22,0
Mn (mg/L) 0,96 0,19 3,32 0,27 0,52 54,47
Mo (ng/L) 43 0,1 11,0 4,5 2,1 49,1
Na (mg/L) 14,3 2,7 196,5 3275 18,1 126,3
Pb (ung/L) 30,2 2,5 111,0 348,1 18,7 61,8
Rb (mg/L) 1,08 0,37 2,79 0,17 0,41 38,16
Sn (ug /L) 55,0 2,0 129,0 9184 30,3 55,1
Sr (mg/L) 0,46 0,10 1,92 0,05 0,21 46,61
V (ung/L) 83,6 49,0 133,0 281,8 16,8 20,1
Zn (mg/L) 0,69 0,13 2,84 0,13 0,37 52,77
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4.3 Utjecaj boje vina, godine berbe, na¢ina proizvodnje te zemljopisnoga
podrijetla na koncentracije odredivanih elemenata te omjere stabilnih
izotopa ugljika i kisika

Tablica 10. Omijeri stabilnih izotopa 80/*°0 i 3C/*2C te koncentracije elemenata u
ispitivanim uzorcima vina izraZeni obzirom na boju vina.

Bijela vina (n = 120)

Crnavina (n =70)

x{ieéri?lz Sred. vr. Min. Max. S(tjeg\;i. Sred. vr. Min. Max. Séaew'
(%ovfgiﬂoom 071 B 530 7,79 224 250 A 7.8 7,34 2,69
WS, 2809 B 3028 2445 119 2667 A 2933 2355 148
Al(mg/l) 055 A 012 2,89 042 066 A 011 3,59 0,65
As(ugl) 76 A 45 27,2 5,3 75 A 45 27,9 5,6
B(mg/l) 273 B 066 5,05 099 342 A 127 7,35 1,26
Ba(mg/L) 011 A 003 0,36 005 011 A 005 0,24 0,04
Ca(mg/ll) 892 A 453 149,0 23 778 B 447 148,0 21,8
CdugL) 06 A 02 5,0 1,0 09 A 0,2 5,0 1,0
Coqugl) 56 A 10 285 4,0 65 A 1,0 345 49
Crugl) 180 A 47 161,0 171 208 A 6,7 91,5 16,9
Cu(mgll) 018 A 005 1,50 015 017 A 006 0,75 0,11
Fe(mg/l) 170 B 0,25 8,55 143 228 A 04l 6,07 1,5
K(mgll) 720 B 392 1475 187 906 A 436 1465 239
LigL) 49 A 15 25,9 3,4 41 A 1,3 153 25
(m'\g?L) 786 B 471 139,0 161 8.1 A 534 140,0 19,9
(m'\g/”L) 09 A 0,9 3,32 056 09 A 025 2,08 0,46
Mo(ugL) 45 A 10 11,0 2,2 41 A 0,1 8,5 2,0
Na(mg/L) 123 B 34 70,4 90 178 A 2,7 196,5 27,2
Pb(ugl) 269 B 25 67,7 163 358 A 4,1 111,0 21,0
Rb(mg/lL) 100 B 037 2,04 035 121 A 043 2,79 0,47
Snqug/) 511 B 20 119,0 306 619 A 2,0 129,0 28,8
Sr(mgll) 044 A 010 1,16 016 049 A 022 1,92 0,28
V@gl) 811 B 490 133,0 154 878 A 580 132,0 18,4
Zn(mgll) 071 A 020 2,84 038 067 A 013 1,98 0,34

Rezultati su obradeni ANOV A-om. Razli¢ita slova u istom retku oznacavaju statisticki znac¢ajne razlike izmedu
prosje¢nih vrijednosti prema post hoc Tukey testu. Vise srednje vrijednosti mjernih veli¢ina istaknute su crveno.
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Tablica 11. Omijeri stabilnih izotopa 80/*®0 i *C/*2C te koncentracije odredivanih
elemenata u ispitivanim uzorcima vina izrazeni obzirom na godinu berbe.

2015. (n=91) 2016. (n=99)

x{ieérizz Sred. vr. Min. Max. Sézr\w/(.j. Sred. vr. Min. Max. Séaec(.j'
(%.,\?sliﬂ%m 190 A 7,28 7,34 258 089 B 430 7,79 2,45
(%ﬁi?DB) 2733 A 3019 2422 144 2779 B  -3028  -2355 147
Al(mgll) 063 A 011 3,59 064 05 A 0,12 2,89 0,38
As(ugll) 80 A 45 27,9 5,7 71 A 45 27,2 5,1
B(mglL) 296 A 066 7,35 130 300 A 113 5,72 0,99
Ba(mg/L) 011 A 0,03 0,36 005 011 A 005 0,27 0,04
Ca(mg/L) 778 B 447 1360 190 915 A 453 1490 240
Cdugl) 09 A 02 2,7 0,8 06 B 0,2 5,0 1,1
Comgl)y 77 A 10 345 5,1 42 B 1,0 14,0 2,7
Crugl) 250 A 77 91,5 166 135 B 47 161,0 156
Cu(mgll) 016 A 005 1,50 017 019 A 0,10 0,71 0,10
Fe(mgll) 208 A 025 8,55 155 176 A 027 6,15 1,22
K(mg/lL) 815 A 392 1475 264 764 A 414 1460 183
Li (ug/L) 50 A 13 25,9 42 42 A 19 10,8 15
Mg(mg/L) 818 A 471 1310 191 809 A 497 1400 168
Mn(mg/L) 099 A 0,19 3,19 055 094 A 028 3,32 0,50
Mo (ug/L) 47 A 01 10,1 2,2 40 B 1,0 11,0 2,0
Na(mglL) 140 A 27 1965 228 147 A 58 86,8 12,5
Pbugl) 366 A 41 1110 192 243 B 2,5 67,7 16,1
Rb(mg/L) 106 A 037 2,79 046 109 A 050 2,79 0,36
Sn(ug/L) 399 B 2,0 1060 27,7 690 A 150 1290 256
Sr(mg/L) 045 A 0,0 1,92 026 047 A 020 1,16 0,16
V@egl) 839 A 490 1280 185 832 A 540 1330 152
Zn(mg/L) 065 A 013 1,71 032 074 A 030 2,84 0,40

Rezultati su obradeni ANOVA-om. Razlicita slova u istom retku oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu
prosjeénih vrijednosti prema post hoc Tukey testu. Vise srednje vrijednosti mjernih veli¢ina istaknute su crveno.
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Tablica 12. Omijeri stabilnih izotopa 80/*0 i 1*C/*2C i koncentracije odredivanih elemenata
u ispitivanim uzorcima vina izraZzeni obzirom na nacin proizvodnje.

Autenti¢ni uzorci (n=78)

Konvencionalni uzorci (n=112)

x{ieérizz Sred. vr. Min. Max. S;ae:l/.d. Sred. vr. Min. Max. Sgae?;j'
(%o\f’;i/%m 205 A 135 779 244 089 B  -728 7,20 2,54
W SL 2TsA A 3028 2355 172 2159 A 2956 2369 128
Al(mgl) 077 A 029 359 054 047 B 011 3,50 0,47
Asugl) 75 A 45 258 47 76 A 45 279 5,8
B(mg/L) 266 B 08 441 095 320 A 0,66 7,35 1,22
Ba(mgL) 011 A 005 023 004 010 A 003 0,36 0,05
Ca(mg/lL) 697 B 447 1480 169 956 A 486 1490 201
Cdugl) 08 A 02 26 0,8 07 A 02 5,0 11
Comgl) 65 A 10 345 50 55 A 10 28,5 3,9
Crugl) 185 A 47 915 156 194 A 56 1610 180
Cu(mgL) 018 A 010 075 011 017 A 005 1,50 0,15
Fe(mg/l) 265 A 048 855 150 140 B 025 6,15 1,05
K(mgll) 779 A 491 1460 205 795 A 392 1475 240
Liugl) 50 A 23 153 25 44 A 13 259 35
Mg (mgl) 763 B 497 1220 145 848 A 471 1400 192
Mn(mgl) 094 A 025 249 049 098 A 0,19 3,32 0,55
Mo(ugl) 43 A 10 110 20 44 A ol 10,1 22
Na(mg/L) 183 A 55 1965 267 116 B 27 377 6,6
Pb(ugl) 408 A 52 1110 195 228 B 25 67,7 14,0
Rb(mgll) 106 A 041 279 045 109 A 037 279 0,38
Sn(ug/L) 556 A 220 1200 244 546 A 20 1190 339
Sr(mgll) 040 B 020 145 019 050 A 0,0 1,92 0,22
Vgl) 780 B 540 1170 130 874 A 490 1330 181
Zn(mgll) 069 A 030 198 034 070 A 013 2,84 0,38

Rezultati su obradeni ANOV A-om. Razlicita slova u istom retku oznacavaju statisti¢ki znacajne razlike izmedu
prosjeénih vrijednosti prema post hoc Tukey testu. Vise srednje vrijednosti mjernih veli¢ina istaknute su

crveno.
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Tablica 13. Omijeri stabilnih izotopa 80/*°0 i 33C/*2C i koncentracije odredivanih elemenata
u ispitivanim uzorcima vina izraZzeni obzirom na zemljopisna podrucja.

Kontinentalna Hrvatska (n = 120)

Primorska Hrvatska (n = 70)

x{ieérizz Sred. vr. Min. Max. Sgaew' Sred. vr. Min. Max. Sgae?;j'
(%o\f’;i/%m 02 B -728 2,98 147 409 A 076 7,79 1,52
WS, 3L B 3028 2389 101 2629 A 2920 2355 124
Al(mgl) 051 B 011 2,89 042 074 A 011 3,59 0,64
Asugl) 72 A 45 272 5,1 82 A 45 279 5,9
B(mg/L) 262 B 0,66 5,72 103 360 A 144 7,35 1,07
Ba(mgll) 011 A 003 0,36 005 010 A 005 0,27 0,04
Ca(mg/l) 893 A 447 1490 212 775 B 453 1480 236
Cdpgl) 07 A 02 5,0 1,0 08 A 02 27 0,8
Co(ugl) 55 A 10 28,5 3,9 66 A 10 345 5,1
Crugl) 174 A 56 74,0 120 218 A 47 161,0 231
Cu(mgll) 017 A 005 1,50 015 018 A 008 0,75 0,12
Fe(mg/l) 18 A 025 8,55 143 201 A 04l 6,07 1,34
K(mgll) 730 B 392 1285 180 889 A 507 1475 260
Liugl) 52 A 13 25,9 35 36 B 15 15,3 23
Mg(mgl) 798 A 471 1400 166 839 A 497 1390 198
Mn(mgl) 101 A 019 3,32 058 08 A 025 2,08 0,39
Mo (ugl) 44 A 01 11,0 22 41 A 10 85 2,0
Na(mg/L) 106 B 27 553 70 208 A 53 1965 273
Pb(ugl) 280 B 25 67,7 172 338 A 52 11,0 205
Rb(mgll) 099 B 037 279 042 122 A 043 255 0,35
Sn(ug/L) 484 B 20 1190 31,1 663 A 200 1200 253
sr(mgll) 046 A 0,10 116 017 046 A 020 1,92 0,28
Vgl) 84 A 490 1320 158 856 A 540 1330 183
Zn(mgll) 067 A 017 1,08 032 073 A 013 284 0,44

Rezultati su obradeni ANOVA-om. Razli¢ita slova u istom retku oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu
prosje¢nih vrijednosti prema post hoc Tukey testu. Vise srednje vrijednosti mjernih veli¢ina istaknute su crveno.

60



DOKTORSKI RAD — Renata Leder 4, Rezultati

Tablica 14. Omjeri stabilnih izotopa 20/*%0 i *3C/*2C i koncentracije odredivanih elemenata u ispitivanim uzorcima vina izrazeni obzirom na
vinogradarske zone uzgoja.

Podrudje Kontinentalna Hrvatska (n = 120) Primorska Hrvatska (n = 70)
Zona B (n=78) Cl (n=42) Cll (n=70)
Mjerna veli¢ina Sred. vr. Min. Max. Séand. Sred. vr. Min. Max. Stand, Sred.vr. Min. Max. Stand.
ev. dev. dev.
3180 (%eVSMOW) -0,61 C -7,28 1,71 1,44 0,51 B -1,93 2,98 1,23 409 A 0,76 7,79 1,52
853C (%» V-PDB) -28,38 B -30,19 -23,69 0,99 -28,20 B  -30,28 -25,66 1,06 -26,29 A -29,20 -23,55 1,24
Al (mg/L) 0,48 B 0,12 2,46 0,39 056 AB 0,11 2,89 0,48 0,74 A 011 3,59 0,64
As (ng/L) 7,2 A 45 25,1 5,0 7,2 A 4,5 27,2 52 820 A 450 27,94 5,89
B (mg/L) 2,76 B 0,91 5,72 0,97 2,36 B 0,66 4,88 1,10 360 A 144 7,35 1,07
Ba (mg/L) 0,11 AB 0,03 0,36 0,05 0,12 A 0,06 0,24 0,04 0,10 B 0,05 0,27 0,04
Ca (mg/L) 92,1 A 44,7 149,0 20,9 84,1 AB 515 145,0 20,9 7754 B 453 148,0 23,6
Cd (ng/L) 0,7 A 0,2 5,0 1,2 0,5 A 0,2 2,5 0,7 081 A 015 2,71 0,84
Co (ng/L) 58 A 1,0 28,5 44 4,9 A 1,0 10,5 2,6 6,64 A 1,00 34,50 5,10
Cr (ng/L) 17,4 A 5,6 74,0 11,8 174 A 6,8 71,5 126 21,82 A 47 161,0 23,1
Cu (mg/L) 0,18 A 0,05 1,50 0,17 0,16 A 0,06 0,63 0,09 0,18 A 0,08 0,75 0,12
Fe (mg/L) 1,78 A 0,25 6,25 1,32 200 A 0,25 8,55 1,61 201 A 041 6,07 1,34
K (mg/L) 730 B 392 1285 179 730 B 419 1260 185 889 A 507 1475 260
Li (ng/L) 47 AB 15 25,9 33 6.0 A 1,3 20,2 3,6 36 B 15 15,3 2,3
Mg (mg/L) 76,8 B 47,1 140,0 15,9 854 A 56,9 126,0 16,5 839 A 497 139,0 19,8
Mn (mg/L) 0,92 B 0,19 3,32 0,63 1,19 A 0,45 2,15 0,45 087 B 025 2,08 0,39
Mo (ng/L) 4.7 A 1,0 11,0 2,3 4,0 A 0,1 8,5 2,0 411 A 1,00 8,50 2,01
Na (mg/L) 107 B 3,4 55,3 7.9 102 B 2,7 27,9 5,0 208 A 53 1965 273
Pb (ug/L) 29,1 A 25 67,7 16,5 26,1 A 3,7 64,5 18,6 3384 A 517 111,00 20,51
Rb (mg/L) 1,05 B 0,41 2,79 0,43 0,88 B 0,37 2,02 0,37 122 A 043 2,55 0,35
Sn (ug /L) 46,8 B 2,0 98,0 29,2 51,6 B 2,0 119,0 34,6 66,3 A 200 129,0 25,3
Sr (mg/L) 0,46 A 0,10 1,16 0,18 0,45 A 0,23 0,99 0,15 046 A 0,20 1,92 0,28
V (ng/L) 80,0 A 49,0 132,0 15,1 86,7 A 57,5 125,0 16,2 8562 A 54,00 133,00 18,34
Zn (mg/L) 0,69 A 0,20 1,98 0,34 0,64 A 0,17 1,57 0,27 0,73 A 0,13 2,84 0,44

Rezultati su obradeni ANOV A-om. Razli¢ita slova u istom retku oznacavaju statisticki znac¢ajne razlike izmedu prosjeénih vrijednosti prema post hoc Tukey
testu. Najvise srednje vrijednosti mjernih veli¢ina istaknute su crveno.
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Tablica 15. Omjeri stabilnih izotopa *30/*%0 i *3C/*2C i koncentracije odredivanih elemenata u ispitivanim uzorcima vina izrazeni obzirom na
vinogradarske regije uzgoja.

Regija SrediS$nja bregovita Hrvatska  Slavonija i hrvatsko Podunavlje Hrvatska Istra i Kvarner Dalmacija
(n=178) (n=42) (n=29) (n=41)
Mj‘evr_na Sred. vr. Min. Max. Stand. Sred. vr. Min. Max. Stand. Sred. vr. Min. Max. Stand. Sred. vr. Min. Max. Stand.
veli¢ina dev. dev. dev. dev.
880

ovemowy 061 D728 171 144 051 C -193 298 123 355 B 120 595 112 447 076 7,79 166
(%.,(SjPCDB) 2838 C 3019 -2369 099 -2820 C -3028 -2566 1,06 -2685 B  -2920 2422 102 2590 A -2882 -2355 124
Al(mg/L) 048 A 012 246 0,39 056 A 011 289 0,48 0,77 A 016 3,50 0,64 071 A 011 359 0,64
As (ng/L) 7,2 A 45 25,1 50 7,2 A 45 27,2 52 8,3 A 45 27,9 7,0 8,2 A 4.5 25,8 51
B (mg/L) 2,76 B 0,91 572 0,97 2,36 B 0,66 4,88 1,10 38 A 144 1,35 1,23 342 A 154 543 0,92
Ba(mg/L) 011 AB 003 036 005 012 A 006 024 004 011 AB 005 027 005 009 B 005 018 0,03
Ca(mg/L) 921 A 44,7 1490 209 84,1 AB 515 1450 20,9 78,1 B 53,1 1480 21,5 77,1 B 45,3 1350 25,2
Cd(ug/L) 07 A 02 5,0 1,2 05 A 02 2,5 0,7 0,8 A 02 2,6 0,9 0,8 A 02 2,7 0,8
Co (ng/L) 5,8 B 1,0 28,5 4.4 49 B 1,0 10,5 2,6 8,3 A 2,0 34,5 6,4 55 B 1,0 22,0 3,6
Cr (ng/L) 17,4 A 5,6 74,0 11,8 17,4 A 6,8 71,5 12,6 22,7 A 7,3 74,5 17,5 21,2 A 4,7 161,0 26,5
Cu(mg/L) 018 A 005 1,50 0,17 016 A 0,06 0,63 0,09 019 A 009 0,75 0,14 017 A 0,08 0,71 0,11
Fe(mg/L) 1,78 A 0,25 6,25 1,32 200 A 025 855 1,61 207 A 044 490 1,43 19 A 041 6,07 1,29
K (mg/L) 730 B 392 1285 179 730 B 419 1260 185 918 A 507 1475 310 869 A 539 1310 220
Li (ng/L) 47 AB 15 25,9 3,3 6,0 A 1,3 20,2 3,6 3,6 B 15 11,7 2,2 3,6 B 1,7 15,3 2,3
Mg (mg/L) 76,8 B 47,1 140,0 159 854 AB 569 1260 16,5 794 AB 49,7 1390 19,6 871 A 547 1310 195
Mn(mg/L) 092 BC 019 332 063 119 A 045 215 045 109 AB 057 208 041 071 C 025 146 0,29
Mo (pg/L) 4,7 A 1,0 11,0 2,3 4,0 A 0,1 8,5 2,0 4,7 A 1,0 8,5 2,0 3,7 A 1,0 8,5 1,9
Na (mg/L) 10,7 B 3,4 55,3 7,9 10,2 B 2,7 27,9 5,0 229 A 53 90,5 22,4 193 AB 58 1965 30,5
Pb(ug/) 291 A 2,5 67,7 16,5 26,1 A 3,7 64,5 18,6 334 A 5,2 84,0 20,6 342 A 59 1110 20,7
Rb(mg/L) 105 AB 041 279 043 08 B 037 202 037 122 A 043 204 037 123 A 062 255 0,35
Sn (ng/L) 46,8 B 2,0 98,0 29,2 51,6 B 20 1190 34,6 58,9 AB 20,0 1250 27,6 716 A 240 1290 224
Sr(mg/L) 046 A 010 116 018 045 A 023 099 015 041 A 022 074 016 050 A 020 192 0,33
V (ng/L) 80,0 B 49,0 132,0 151 86,7 AB 575 1250 16,2 81,4 AB 540 1330 18,3 886 A 580 1280 18,0
Zn(mg/L) 069 A 020 198 034 064 A 017 157 027 060 A 013 119 024 082 A 030 284 052

Rezultati su obradeni ANOV A-om. Razli¢ita slova u istom retku oznacavaju statisti¢ki znac¢ajne razlike izmedu prosje¢nih vrijednosti prema post hoc
Tukey testu. Najvise srednje vrijednosti mjernih veli¢ina istaknute su crveno.
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Tablica 16. Omjeri stabilnih izotopa 20/*%0 i *3C/*2C i koncentracije odredivanih elemenata u ispitivanim uzorcima vina izraZzeni obzirom na

ZOl.
Zona B Cl Cll
g~ S~ @ Lo bEo | 8595 S| 8 oo $% s 5.8
Miemaveiicina | 33 =8 w0 58 £ 8230 TR | g3 356 Ec 8T £2%
- s |l = >0 1] S o= |l S s S S Lz g g © q>) g - o )g g
Sc F& &% THE KB ffe Ec |ETcEES 35 58° £°7%
S = a m N = e ) I a8 8 “ o0
N
Sred. vr. -0,43 -0,45 0,59 -0,23 -1,22 0,60 0,47 3,29 4,80 5,27 3,76 4,38
%0 _ BC BC BC Cc B B A A
(% VSMOW) Min. -1,94 -3,54 0,10 -2,62 -7,28 -0,30 -1,93 1,20 3,68 2,91 1,80 0,76
Max. 0,42 1,34 1,08 1,71 1,56 2,22 2,98 5,13 5,95 7,79 5,56 7,34
Stand. dev. 0,65 1,10 0,69 1,09 1,96 0,93 1,36 0,98 0,93 1,71 1,54 1,65
Sred. vr. -28,05 -28,34  -28,73 -28,17 -28,67 -28,43 -28,10 | -27,06 -25,82 -25,70 -25,45 -26,00
13 BC C o C o o B A
(%fv_PCDB) Min. -29,33 -29,20  -28,94 -30,19 -29,66 -30,28 -29,90 | -29,20 -27,70  -28,28 -26,25 -28,82
Max. -27,20 -25,76  -28,51 -23,69 -26,70 -26,47 -25,66 | -25,70 -24,22 -24,45 -24,56 -23,55
Stand. dev. 0,68 0,93 0,31 1,37 0,78 1,10 1,04 0,84 1,29 1,33 0,78 1,28
Sred. vr. 0,47 0,38 0,80 0,52 0,52 0,75 0,47 0,80 0,62 1,13 0,60 0,63
AB B AB AB AB AB A AB
Al (mg/L) Min. 0,16 0,13 0,68 0,14 0,12 0,22 0,11 0,16 0,43 0,11 0,35 0,18
Max. 1,20 1,39 0,93 2,46 1,55 2,89 1,45 3,50 1,02 3,59 0,90 2,17
Stand. dev. 0,35 0,29 0,18 0,52 0,34 0,68 0,33 0,70 0,24 1,29 0,24 0,41
Sred. vr. 7,5 6,6 6,0 6,0 8,5 6,8 7,3 9,0 4,5 8,0 6,1 8,5
A A A A A A A A
As (ng/L) Min. 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5
Max. 23,4 251 7,4 17,4 19,7 27,2 19,0 27,9 4,5 13,9 8,9 25,8
Stand. dev. 6,2 55 2,1 3,6 5,3 6,4 4,7 7,4 0,0 3,7 2,1 5,6
Sred. vr. 3,37 3,12 1,60 2,21 2,74 3,52 1,84 3.99 3,22 3,57 2,85 3,46
AB B CD BC AB D A AB
B (mg/L) Min. 1,40 1,74 0,96 0,91 1,65 0,83 0,66 1,44 2,11 2,17 2,35 1,54
Max. 5,72 5,00 2,24 4,19 4,15 4,88 3,20 7,35 3,84 4,35 3,52 5,43
Stand. dev. 1,40 0,88 0,91 0,80 0,67 1,03 0,64 1,29 0,67 0,90 0,53 0,96

Rezultati su obradeni ANOV A-om. Razli¢ita slova u istom retku oznacavaju statisticki znac¢ajne razlike izmedu prosje¢nih vrijednosti prema post hoc Tukey testu
(za ZOI sa n > 10). Najvise srednje vrijednosti mjernih veli¢ina istaknute su crveno.
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Tablica 16. (1. nastavak) Omijeri stabilnih izotopa 80/*%0 i *C/*2C i koncentracije odredivanih elemenata u ispitivanim uzorcima vina izraZeni
obzirom na ZOl.

Zona | B Cli Cll
o < g
2 (5] o] >|
.ga g 25 &85 £Fm 858 S5 25 ges B! 285 Efs
. .. — SN [=% =0 N = N 2 oA c N T N [ZIN) = = =@ - ™
Mjerna veli¢ina 8 5711 g g3 g,é o SSu S < s g ! T o SeEN =g
3 c 2 c SE T=Zc 8T c Ecc Bc <= e E5 2LTE T
>~ = o a0~ Ng~ I~ o~ o= T= s52 90 TO~
I N 7
Sred. vr. 0,12 0,10 0,15 0,10 0,10 0,10 0,14 0,12 0,07 0,08 0,08 0,09
AB AB AB AB AB A AB B
Ba (mg/L) Min. 0,08 0,03 0,11 0,03 0,06 0,07 0,06 0,05 0,05 0,05 0,07 0,05
Max. 0,18 0,36 0,19 0,19 0,24 0,15 0,24 0,27 0,08 0,10 0,09 0,18
Stand. dev. 0,04 0,07 0,05 0,05 0,05 0,02 0,05 0,05 0,01 0,02 0,01 0,03
Sred. vr. 102,0 96,6 67,8 90,5 87,5 98,1 77,9 77,8 79,6 68,9 63,3 80,9
A A AB AB AB B AB AB
Ca (mg/L) Min. 60,0 48,6 61,5 53,5 447 60,5 51,5 55,0 53,1 52,3 55,4 45,3
Max. 122,0 149,0 74,0 122,0 115,0 145,0 129,0 127,0 148,0 86,5 69,0 135,0
Stand. dev. 17,4 25,1 8,8 19,7 17,9 19,9 18,5 17,4 38,8 11,4 6,2 28,1
Sred. vr. 0,6 0,5 14 1,1 0,6 0,5 0,6 0,7 15 0,7 1,3 0,8
A A A A A A A A
Cd (ng/L) Min. 0,2 0,2 1,3 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,3 0,2
Max. 50 2,7 1,6 50 2,4 2,5 2,3 2,0 2,6 1,8 2,3 2,7
Stand. dev. 15 0,7 0,2 1,7 0,7 0,8 0,7 0,8 1,0 0,7 0,8 0,9
Sred. vr. 4,2 59 10,8 6,5 53 4,3 51 85 7,3 9,1 6,0 4,6
AB AB AB AB AB AB A B
Co (ng/L) Min. 1,0 2,0 10,5 2,0 1,0 2,0 1,0 2,0 4,0 2,0 3,0 1,0
Max. 14,0 28,5 11,0 19,5 10,0 10,0 10,5 34,5 9,0 22,0 8,0 8,5
Stand. dev. 4,0 5,7 0,4 4,6 2,9 2,6 2,6 6,9 2,2 6,9 2,2 1,9
Sred. vr. 14,9 18,8 27,3 14,6 18,5 14,1 18,9 24,4 14,5 31,5 13,4 19,8
A A A A A A A A
Cr (ng/L) Min. 7,6 5,6 16,8 6,9 5,8 7.1 6,8 73 8,4 6,8 9,2 4,7
Max. 26,7 74,0 37,8 34,3 44,1 22,2 715 74,5 21,1 91,5 17,9 161,0
Stand. dev. 6,3 154 14,9 6,2 13,1 4,5 14,8 18,8 45 30,2 3,6 27,3

Rezultati su obradeni ANOV A-om. Razli¢ita slova u istom retku oznacavaju statisticki znac¢ajne razlike izmedu prosje¢nih vrijednosti prema post hoc Tukey testu
(za ZOI sa n > 10). NajviSe srednje vrijednosti mjernih veli¢ina istaknute su crveno.
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4, Rezultati

Tablica 16. (2. nastavak) Omijeri stabilnih izotopa 80/*%0 i *C/*2C i koncentracije odredivanih elemenata u ispitivanim uzorcima vina izrazeni
obzirom na ZOl.

Zona | B | Cl Cll
o < g
© | | o= © 5 X oo 3.8
=) £8 £ 258 L£5Q 439 £8 3§ £%e gL E£F5e 253
Mjerna veli¢ina = 5711 2n 82 8,.§ n SSu S < Tl B SEN =g
e £& 8% fmS §2= 585 §& Te £5° ¢£5 »g°S fg<
S o s g ) c 5% (@] S 0O
T N &
Sred. vr. 0,22 0,14 0,12 0.16 0,21 0,19 0.15 0,20 0,12 0.18 0,14 018
A A A A A A A A
Cu (mg/L) Min. 0,10 0,05 0,11 0,07 0,11 0,10 0,06 0,09 0,11 0,08 0,11 0,08
Max. 0,55 0,27 0,12 0,39 1,50 0,63 0,33 0,75 0,13 0,34 0,16 0,71
Stand. dev. 0,15 0,05 0,00 0,07 0,27 0,14 0,06 0,16 0,01 0,09 0,02 0,12
Sred. vr. 1,90 1,44 2,88 2,31 1,50 1,63 2,17 1,96 2,59 2,60 2,51 1,74
A A A A A A A A
Fe (mg/L) Min. 0,62 0,35 2,60 0,25 0,32 0,27 0,25 0,44 1,86 0,91 1,71 0,41
Max. 4,11 6,15 3,16 6,25 5,16 3,72 8,55 4,90 3,68 5,70 3,27 6,07
Stand. dev. 1,05 1,37 0,40 1,57 1,08 1,07 1,79 1,53 0,72 1,55 0,68 1,24
Sred. vr. 737 719 545 658 807 730 730 857 1209 656 793 928
ABC BC C ABC ABC BC AB A
K (mg/L) Min. 414 451 535 392 555 466 419 507 830 539 609 565
Max. 1010 1285 555 805 1280 1260 1090 1475 1460 784 1070 1310
Stand. dev. 176 186 14 112 198 229 165 290 248 81 211 213
Sred. vr. 4.4 4.7 5,2 55 4.1 5,8 6,2 3,6 3,5 5,6 3,3 3,2
AB AB AB AB AB A B B
Li (ug/L) Min. 2,2 15 2,6 2,4 1,5 3,9 1,3 1,5 2,4 1,7 2,8 1,7
Max. 7,8 25,9 7,8 12,9 11,6 8,4 20,2 11,7 45 15,3 3,9 54
Stand. dev. 1,7 52 3,7 2,6 2,1 1,4 43 2,4 0,8 5,0 0,5 1,0
Sred. vr. 82,9 72,1 77,3 73,3 81,1 98,8 79,4 79,9 77,1 82,1 78,6 89,5
ABC C C BC A BC BC AB
Mg (mg/L) Min. 71,5 47,7 76,5 471 56,0 89,7 56,9 56,3 49,7 54,7 71,6 59,1
Max. 96,4 111,5 78,0 91,4 140,0 126,0 104,0 139,0 102,0 129,0 93,7 131,0
Stand. dev. 8,6 15,9 1,1 12,6 19,7 9,6 15,5 20,1 18,9 24,7 10,3 19,1

Rezultati su obradeni ANOV A-om. Razli¢ita slova u istom retku oznacavaju statisticki znac¢ajne razlike izmedu prosjeénih vrijednosti prema post hoc Tukey testu (za
ZOI sa n > 10). Najvise srednje vrijednosti mjernih veli¢ina istaknute su crveno.
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4, Rezultati

Tablica 16. (3. nastavak) Omijeri stabilnih izotopa 80/*%0 i *C/*2C i koncentracije odredivanih elemenata u ispitivanim uzorcima vina izrazeni

obzirom na ZOl.

Zona B | Cl | cll
© ) <) s c < E ©
] | o= __ © L < S, NS
$§ 23 S 258 £IR 33T £R¥ ¢ £85 EZo E£§9 5F8
Mjerna veli¢ina = 5z 1 ER S 3 8,.5 - SSun S < s gl g % gl =g
= dc F& Fse fic £3ec g S5 £5° £§ &5° fse
= o £ 0 S -
Sred. vr, 1.30 0,82 1,31 0,01 0,83 1,16 1,20 1,14 0,88 0,81 0,56 0,71
A AB AB AB AB A AB B
Mn (mg/L) Min. 0,55 0,19 1,19 0,24 0,34 0,60 0,45 0,57 0,66 0,25 0,38 0,27
Max. 1,99 3,19 1,43 1,81 3,32 2,01 2,15 2,08 1,21 1,46 0,85 1,30
Stand. dev. 0,49 071 017 049 068 043 047 042 028 042 020 026
Sred. vr. 43 3,9 53 46 56 35 42 46 55 47 2,8 3,6
AB AB AB A AB AB AB B
Mo (ng/L) Min. 2,0 1,0 35 1,0 2,0 0,1 1,7 1,0 4,5 2,0 1,0 1,0
Max. 7,0 6,0 7,0 8,1 11,0 8,0 8,5 8,5 7,0 8,5 4,0 6,5
Stand. dev. 1,9 14 2,5 2,3 2,7 2,3 1,8 2,2 1,0 2,9 15 1,6
Sred. vr. 12,6 10,3 12,2 9,8 11,0 13,8 8,6 18,7 42,9 40,8 13,3 15,1
AB AB AB AB AB B A AB
Na (mg/L) Min, 7.4 3,7 9,7 34 5,4 73 2,7 53 14,2 6.8 6,8 58
Max. 19,7 49,1 14,8 20,4 55,3 27,9 15,6 90,5 86,8 196,5 26,6 70,4
Stand. dev. 41 9,8 3,6 4.3 9,9 5,8 3,7 18,0 32,2 69,5 9,0 11,8
Sred. vr. 27,4 24,6 53,8 33,9 27,8 21,9 28,0 29,9 50,1 41,0 414 31,6
A A A A A A A A
Pb (ng/L) Min. 5,6 9,4 52,5 9,3 2,5 51 3,7 5,2 14,4 10,3 18,7 59
Max. 67,7 49,2 55,0 61,6 54,5 59,0 64,5 67,0 84,0 67,0 53,7 111,0
Stand. dev. 17,2 11,6 1,8 18,4 16,9 18,2 18,8 18,2 25,7 20,3 16,0 21,3
Sred. vr. 1,21 0,95 0,61 1,01 1,12 0,95 0,85 131 0,80 1,13 1,14 1,26
AB AB AB AB AB B A A
Rb (mg/L) Min. 0,65 0,43 0,41 0,56 0,48 0,55 0,37 0,77 0,43 0,85 0,97 0,62
Max. 2,79 1,88 0,80 1,43 2,79 1,48 2,02 2,04 1,26 1,36 1,30 2,55
Stand. dev. 0,67 0,31 0,27 0,25 0,51 0,32 0,39 0,32 0,30 0,17 0,18 0,39

Rezultati su obradeni ANOV A-om. Razli¢ita slova u istom retku oznacavaju statisti¢ki znacajne razlike izmedu prosje¢nih vrijednosti prema post hoc Tukey testu (za
Z0I sa n > 10). Najvise srednje vrijednosti mjernih veli¢ina istaknute su crveno.
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Tablica 16. (4. nastavak) Omijeri stabilnih izotopa 80/*%0 i *C/*2C i koncentracije odredivanih elemenata u ispitivanim uzorcima vina izrazeni
obzirom na ZOl.

Zona ‘ B ‘ Cl Cll
o . R - g s S
$§ 23 S= $£§% £5% 339 £8 oY €85 L& E£99 538
Mjerna veli¢ina I 5210 2 S 8,% S5 S < = L g o % gl s
e fc 5 fzc §3c £dc e §e £5S £E &3S fze
= o £ (als -
Sred. vr. 70,9 354 35,0 43,9 49,9 72,0 42,4 55,7 74,4 53,1 73,0 75,7
ABC D BCD BCD AB CD ABCD A
Sn (ng /L) Min. 30,0 2,0 34,0 2,5 2,0 31,0 2,0 20,0 35,0 24,0 36,0 36,0
Max. 98,0 83,0 36,0 82,0 97,0 119,0 118,0 95,0 125,0 86,0 111,0 129,0
Stand. dev. 18,4 29,3 1,4 25,5 31,5 30,9 32,6 24,3 39,5 23,9 30,6 194
Sred. vr. 0,52 0,48 0,36 0,43 0,46 0,46 0,44 0,43 0,29 0,58 0,30 0,51
A A A A A A A A
Sr (mg/L) Min. 0,22 0,10 0,28 0,14 0,25 0,35 0,23 0,24 0,22 0,25 0,27 0,20
Max. 0,82 1,16 0,44 0,69 0,82 0,62 0,99 0,74 0,42 1,45 0,34 1,92
Stand. dev. 0,15 0,25 0,11 0,15 0,15 0,11 0,17 0,17 0,07 0,42 0,03 0,32
Sred. vr. 86,1 76,5 80,0 76,5 83,3 989 81,2 81,8 79,2 81,8 80,0 91,4
ABC C C ABC A BC BC AB
V (ng/L) Min. 77,0 49,0 78,5 49,0 53,5 90,0 57,5 58,0 54,0 58,0 70,0 59,0
Max. 100,0 118,5 81,5 98,0 132,0 125,0 103,0 133,0 98,0 117,0 92,0 128,0
Stand. dev. 7,2 16,9 2,1 12,9 17,2 9,8 15,6 19,0 16,2 19,9 9,1 18,1
Sred. vr. 0,84 0,68 1,02 0,71 0,60 0,82 0,56 0,62 0,49 0,95 0,53 0,83
A A A A A A A A
Zn (mg/L) Min. 0,51 0,20 0,51 0,24 0,31 0,34 0,17 0,13 0,39 0,40 0,30 0,34
Max. 1,40 1,58 1,52 1,98 1,71 1,57 0,92 1,19 0,65 1,59 0,69 2,84
Stand. dev. 0,25 0,31 0,71 0,39 0,32 0,34 0,18 0,26 0,10 0,49 0,18 0,55

Rezultati su obradeni ANOV A-om. Razli¢ita slova u istom retku oznac¢avaju statisti¢ki znacajne razlike izmedu prosjeénih vrijednosti prema post hoc Tukey testu
(za ZOI sa n > 10). Najvise srednje vrijednosti mjernih veli¢ina istaknute su crveno.
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4.4 Koeficijenti korelacije medu rezultatima mjerenja koncentracija odredivanih elemenata te omjera stabilnih izotopa

ugljika i kisika

4, Rezultati

Tablica 17. Pearsonovi koeficijenti korelacije medu rezultatima mjerenja odredivanih elemenata te izotopa *C/*2C i 80/*0.

180/%0 B3c/2c Al As B Ba Ca Cd Co Cr Cu Fe K Li Mg Mn Mo Na Pb Rb Sn Sr vV  Zn
180/160 1,00
Bc/r2c 0,70 1,00
Al 017 003 1,00
As 0,03 003 035 1,00
B 0,26 023 001 011 1,00
Ba 0,12 007 016 001 -019 1,00
Ca 0,37 -022 -009 002 016 010 1,00
Cd 0,03 020 -006 001 -002 -010 -003 1,00
Co 0,07 007 034 008 -001L 024 -004 041 1,00
Cr 0,15 009 020 003 006 002 -006 007 046 1,00
Cu -0,01 -0,04 -002 -009 004 000 008 -007 00l 005 1,00
Fe 0,08 005 028 009 -019 014 -024 012 026 012 -002 1,00
K 0,17 025 -001 017 046 009 005 008 001l 004 -005 -005 1,00
Li 0,17 022 023 -006 -025 038 007 -006 041 008 -003 009 -010 1,00
Mg 0,08 016 008 -001 015 021 032 -002 005 -001 -004 -007 018 008 1,00
Mn 0,08 011 016 000 -006 063 018 -005 03 014 -006 015 003 037 029 1,00
Mo -0,13 012 012 002 -002 007 014 040 051 034 016 007 -001 011 005 016 1,00
Na 0,22 010 053 007 004 002 001 -004 041 027 002 011 005 024 012 011 018 1,00
Pb 0,15 017 030 006 -011 005 -022 059 059 030 -001 047 006 013 -004 003 043 019 1,00
Rb 0,12 009 009 005 037 008 001 -017 -009 001 001 -004 023 000 006 -007 -011 006 -016 1,00
Sh 0,21 021 012 -007 020 000 017 -021 -025 -016 000 -014 010 -011 050 005 -013 027 020 013 1,00
Sr 0,06 004 025 013 007 025 031 -005 016 011 006 -004 012 019 042 017 016 033 003 009 024 1,00
V 0,05 015 006 -003 016 023 037 003 008 002 -002 -008 023 007 097 028 008 011 -002 007 044 048 1,00
n 0,09 005 012 008 007 004 02 -014 007 014 003 001 000 004 012 014 006 017 003 004 019 025 015 1,00

Crvenom bojom oznaceni su statisti¢ki zna¢ajni koeficijenti korelacije (p < 0,05)
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4, Rezultati

4.5 Analiza glavnih komponenata (PCA) za utvrdivanje sli¢nosti (grupiranje)

hrvatskih vina obzirom na zemljopisno podrijetlo: zemljopisna podrudja,
vinogradarske zone i regije uzgoja te zasticene oznake izvornosti (ZOl).

Tablica 18. Svojstveni vektori (SV) korelacijskog matriksa za sve uzorke (n=190) dobiveni
analizom glavnih komponenata (PCA) za prvih 7 faktora (PC1-PC7 sa svojstvenim

vrijednostima korelacijskog matriksa > 1), ukupna varijabilnost (UV, %) za sve uzorke i ukupna

varijabilnost (VV, %) dobivena krosvalidacijom. Znac¢ajne varijable (p-vrijednosti < 0,05) su
istaknute crveno.

PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6 PC7

uv (%) 15,64 13,52 10,87 7,43 6,41 5,82 5,15

VV (%) 7,90 10,19 7,61 3,59 1,62 3,09 4,63

Mera ey p EV p EV p EV p EV p EV p EV

18Q0/1%0 008 003 004 006 -048 000 -015 000 020 000 009 023 -018 0,06
13C/2C 008 004 008 001 -046 000 004 044 027 000 006 046 -012 022
Al 0.28 000 -0.09 001 -009 002 -040 000 -0.14 011 007 044 026 0,08
As 008 009 -001 071 -008 002 -0.18 002 -0.26 000 -026 002 058 0,00
B 004 003 023 000 -029 000 010 000 -031 000 -031 000 -012 0,05
Ba 0.23 000 002 054 026 000 -015 006 028 000 -033 000 -017 004
Ca 011 001 024 000 027 000 024 000 -028 000 002 08 007 038
Cd 011 000 -0.24 000 -015 000 048 000 009 006 -004 042 018 001
Co 036 000 -029 000 -002 062 008 012 -0.05 021 -007 032 -012 026
Cr 0.2 000 -0.17 000 -010 029 002 082 -021 001 005 068 -035 0,06
Cu 001 092 000 098 003 065 007 064 -025 031 019 025 -0.36 0,40
Fe 013 005 -0.25 000 -007 030 -017 017 021 012 -003 086 0.18 049
K 011 001 016 000 -023 000 012 009 -007 021 -049 000 002 0,80
Li 0.22 000 -0.11 000 028 000 -020 003 008 042 -007 067 -015 023
Mg 028 000 034 000 003 013 019 000 024 000 009 004 011 016
Mn 028 000 001 049 025 000 -009 015 023 002 -023 008 -019 0,07
Mo 024 000 -021 000 006 015 033 000 -026 000 006 023 -007 045
Na 029 003 -002 059 -011 004 -027 012 -020 030 028 022 -002 0,88
Pb 024 000 -0.34 000 -018 000 017 000 008 011 003 064 014 017
Rb 003 053 018 000 -014 001 -019 004 -019 010 -036 001 -022 014
Sn 011 001 036 000 -010 002 -008 014 010 019 030 000 006 052
Sr 030 000 019 000 009 018 -001 092 -015 014 010 027 012 023
Vv 030 000 034 000 004 004 023 000 020 000 006 016 0.09 0,19
Zn 016 008 011 005 001 086 -011 047 -022 036 022 032 -003 092
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Tablica 19. PC1 — PC8 sa svojstvenim vrijednostima korelacijskog matriksa > 1, ukupnom
varijancom, kumulativnim svojstvenim vrijednostima i kumulativnom varijancom za autenti¢ne
uzorke (n = 78), konvencionalne uzorke (n = 112) i za sve uzorke ukupno (n = 190).

Svojstvena Ukupna Kum_ulatlvna Kumulativna
vrijednost varijanca % svojstvena varijanca %
vrijednost
Autentiéni uzorci, n = 78
PC1 5,45 22,69 5,45 22,69
PC2 3,37 14,02 8,81 36,72
PC3 2,54 10,58 11,35 47,30
PC4 1,82 7,57 13,17 54,87
PC5 1,52 6,34 14,69 61,20
PC6 1,41 5,86 16,10 67,07
PC7 1,14 4,76 17,24 71,82
PC8 1,02 4,25 18,26 76,07
Konvencionalni uzorci, n =112
PC1 4,19 17,46 4,19 17,46
PC2 3,31 13,78 7,50 31,25
PC3 2,50 10,41 10,00 41,66
PC4 1,86 7,74 11,86 49,40
PC5 1,56 6,50 13,42 55,90
PC6 1,30 5,40 14,71 61,30
PC7 1,21 5,03 15,92 66,33
PC8 1,07 4,47 16,99 70,80
Svi uzorci, n =190
PC1 3,75 15,64 3,75 15,64
PC2 3,24 13,52 7,00 29,16
PC3 2,61 10,87 9,61 40,03
PC4 1,78 7,43 11,39 47,46
PC5 1,54 6,41 12,93 53,87
PC6 1,40 5,82 14,33 59,69
PC7 1,24 5,15 15,56 64,85
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Slika 6. Analiza glavnih komponenata (PCA): projekcija uzoraka (A) i varijabli (B - omjeri stabilnih izotopa 80/*%0 i 1*C/*2C i koncentracije 22
elementa) na faktorske ravnine PC1xPC3, razlikovanih obzirom na nacin proizvodnje vina (autenti¢na i konvencionalna vina).
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Scores
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4, Rezultati

Scores

0
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Slika 7. Analiza glavnih komponenata (PCA): projekcija uzoraka i varijabli (omjeri stabilnih izotopa ¥0/*0 i **C/*2C i koncentracije 22

elementa) na faktorske ravnine PC1xPC2 (A — uzorci, C — varijable) i PC1xPC3 (B - uzorci, D - varijable).
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Slika 8. Analiza glavnih komponenata (PCA): projekcija uzoraka na faktorske ravnine
PC1xPC2xPC3, razlikovanih obzirom na zemljopisna podrucja: kontinentalna i primorska
Hrvatska.

PC-1 (169

pC-2 (14%)

W ZonaB
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Slika 9. Analiza glavnih komponenata (PCA): projekcija uzoraka na faktorske ravnine
PC1xPC2xPC3 razlikovanih s obzirom na vinogradarske zone B, Cl i CIlI.
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Slika 10. Analiza glavnih komponenata (PCA): projekcija uzoraka na faktorske ravnine
PC1xPC2xPC3, razlikovanih s obzirom na vinogradarske regije uzgoja.
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4.6 Opca diskriminantna analiza (GDA) za razlikovanje hrvatskih vina obzirom na zemljopisno podrijetlo: zemljopisna
podrucja, vinogradarske zone i regije uzgoja te ZOI.

4, Rezultati

Tablica 20. Multivarijatni test znacajnosti (Wilksov lambda test, crveno su oznaceni rezultati s p < 0,05) efekata/utjecaja koncentracija odredivanih
elemenata te omjera stabilnih izotopa ugljika i kisika na zemljopisno podrijetlo (zemljopisna podrucja, vinogradarske zone i regije uzgoja te ZOlI).

Efekti Podruéje Zona Regija ZOl
Wilksova A F p Wilksova A F p Wilksova A F p Wilksova A F p

sjeciste 0,988 2,008 0,158 0,972 2,329 0,101 0,960 0,715 0,547 0,870 0,835 0,536
1807150 0,594 112,702 0,000 0,573 61,108 0,000 0,571 12,795 0,000 0,549 4,599 0,003
1¥crec 0,976 4,087 0,045 0,973 2,290 0,104 0,961 0,683 0,566 0,929 0,425 0,827
Al 0,992 1,326 0,251 0,989 0,913 0,403 0,936 1,172 0,330 0,874 0,804 0,556
As 0,999 0,124 0,725 0,998 0,186 0,830 0,967 0,582 0,629 0,884 0,738 0,601
B 0,994 0,925 0,338 0,993 0,592 0,555 0,980 0,339 0,797 0,753 1,842 0,137
Ba 0,999 0,152 0,697 0,997 0,221 0,802 0,884 2,235 0,095 0,796 1,431 0,244
Ca 1,000 0,068 0,794 0,984 1,367 0,258 0,929 1,301 0,284 0,875 0,799 0,560
Cd 1,000 0,008 0,927 0,992 0,658 0,519 0,929 1,304 0,283 0,921 0,481 0,787
Co 0,924 13,493 0,000 0,895 9,619 0,000 0,866 2,634 0,060 0,796 1,439 0,241
Cr 0,994 1,016 0,315 0,985 1,253 0,288 0,848 3,045 0,037 0,699 2,407 0,062
Cu 0,997 0,506 0,478 0,996 0,313 0,732 0,823 3,658 0,018 0,849 1,000 0,436
Fe 1,000 0,034 0,854 0,998 0,175 0,840 0,820 3,732 0,017 0,833 1,124 0,370
K 0,947 9,268 0,003 0,945 4,816 0,009 0,856 2,866 0,046 0,777 1,607 0,191
Li 0,960 6,939 0,009 0,928 6,379 0,002 0,950 0,898 0,449 0,801 1,395 0,256
Mg 0,999 0,240 0,625 0,995 0,395 0,674 0,982 0,308 0,820 0,806 1,344 0,275
Mn 0,985 2,523 0,114 0,975 2,116 0,124 0,893 2,037 0,120 0,848 1,002 0,435
Mo 0,999 0,163 0,687 0,998 0,168 0,845 0,949 0,919 0,439 0,801 1,388 0,259
Na 1,000 0,031 0,861 1,000 0,017 0,983 0,887 2,173 0,103 0,727 2,107 0,094
Pb 0,998 0,319 0,573 0,990 0,824 0,441 0,875 2,434 0,076 0,735 2,023 0,106
Rb 0,945 9,520 0,002 0,917 7,449 0,001 0,952 0,853 0,471 0,815 1,268 0,305
Sn 0,951 8,489 0,004 0,949 4,403 0,014 0,741 5,931 0,002 0,593 3,847 0,009
Sr 0,999 0,138 0,711 0,996 0,324 0,724 0,937 1,137 0,343 0,854 0,958 0,460
\ 1,000 0,066 0,797 1,000 0,037 0,963 0,973 0,472 0,703 0,833 1,121 0,372
Zn 0,998 0,250 0,618 0,997 0,220 0,803 0,893 2,031 0,121 0,785 1,534 0,211
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4, Rezultati

Tablica 21. Klasifikacijska matrica dobivena GDA-om s udjelom ispravno klasificiranih
uzoraka (%) obzirom na zemljopisno podrijetlo (podrucja, zone, regije i ZOI).

Sva vina Aute_ntiéna Konvencior}alng vina
vina (krosvalidacija)

Podrudje n =190 n=78 n=112
Kontinentalna Hrvatska, n = 120 97.5 100.0 87.2
Primorska Hrvatska, n = 70 98.6 100.0 794
Ukupno 97.9 100.0 84.8

Zona n =190 n=78 n=112
B,n=78 91.0 96.0 67.9
Cl,n=42 54.8 82.4 44.0
Cll,n=70 100.0 100.0 79.4
Ukupno 86.3 94.9 66.1

Regija n =190 n=78 n=112
Sredi$nja bregovita Hrvatska, n = 78 71,8 96,0 60,4
Slavonija i hrvatsko Podunavlje, n = 42 61,9 82,4 48,0
Hrvatska Istra i Kvarner, n = 29 62,1 92,3 37,5
Dalmacija, n =41 80,5 100,0 55,6
Ukupno 70,0 93,6 53,6

ZOlI n =141 n=57 n=_84
Prigorje-Bilogora, n = 20 70,0 88,9 54,5
Zagorje-Medimurje, n = 25 44,0 88,9 18,8
Slavonija, n =29 448 83,3 17,6
Hrvatsko Podunavlje, n = 13 84,6 100,0 75,0
Hrvatska Istra, n = 24 58,3 100,0 37,5
Srednja i juzna Dalmacija, n = 30 63,3 100,0 31,3
Ukupno 58,2 93,0 34,5
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B Calmama
U #® Hrvatska |stra 1 Kvarner

& Slavoria i hreatsko Podunavije
Srediinja bregovita Hrvatska

Slika 12. Projekcija uzoraka (n = 190) razlikovanih obzirom na regiju u ravninama
definiranim standardiziranim kanoni¢kim funkcijama Root 1, Root 2 i Root 3.
Kontinentalno podrucje =
zona B (SrediSnja bregovita Hrvatska) + zona CI (Slavonija i Hrvatsko Podunavlje)
Primorsko podrucje = zona CII (Hrvatska Istra i Kvarner + Dalmacija).
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o

Hrvatska lstra

Hrvatsko Podunavle
Prigorje-Bilegora
Slavenija

Srednja i juzna Dalmacija
Zagorje-Medimurje

Slika 13. Projekcija uzoraka (n = 141) razlikovanih obzirom na ZOI u ravninama definiranim
standardiziranim kanoni¢kim funkcijama Root 1, Root 2 i Root 3.
ZOl zone B: Prigorje-Bilogora, Zagorje-Medimurje
ZOl zone CI: Slavonija, Hrvatsko Podunavlje
Z0I zone CII: Hrvatska Istra, Srednja i juzna Dalmacija
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5.  RASPRAVA
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U ovom istrazivanju ispitivane su 24 mjerne veli¢ine: koncentracije 22 elementa ICP-
OES tehnikom te omjeri stabilnih izotopa ugljika i kisika IRMS tehnikom u 190 uzoraka
hrvatskih vina. Brojna su znanstvena istrazivanja pokazala da poznavanje udjela makro- i
mikroelemenata te omjera stabilnih izotopa moze posluziti kao osnova za utvrdivanje
zemljopisnoga podrijetla vina, odnosno uspostavljanje ,,otiska prsta" kojim se stvara veza
izmedu vina i njihovog zemljopisnoga podrijetla. Osim sorte grozda, godine berbe i opcenito
kvalitete, zemljopisno podrijetlo predstavlja izuzetno bitnu znacajku autenti¢nosti vina, stoga
je dokazivanje autenti¢nosti neophodno temeljiti na parametrima specifiénim za podrijetlo vina
koji ne prolaze promjene tijekom vinifikacije ili ih je teSko krivotvoriti. Parametri Kkoji
zadovoljavaju ove kriterije svakako su makro- i mikroelementi te stabilni izotopi. Ovim su
istrazivanjem po prvi puta zajedni¢kom primjenom metoda atomske spektrometrije ICP-OES i
IRMS prikupljeni podaci koji mogu posluziti kao temelj za utvrdivanje autenti¢nosti

zemljopisnoga podrijetla hrvatskih vina.

Dobiveni su rezultati grupirani obzirom na godinu berbe, nacin proizvodnje i
zemljopisno podrijetlo. Zemljopisno je podrijetlo razmatrano kroz cetiri razine, od najSire
podjele prema najuzoj: 1.) zemljopisna podrucja, 2.) vinogradarske zone 1 3.) regije te 4.)
zaStiCene oznake izvornosti. Navedeni parametri obradeni su dvjema multivarijatnim
statistiCkim analizama, PCA 1 GDA, kako bi se utvrdila moguénost klasifikacije hrvatskih vina

S obzirom na zemljopisno podrijetlo kroz sve Cetiri razine.

5.1 Validacija primijenjenih analitickih metoda

Validacija ili vrednovanje metode jest postupak utvrdivanja, odnosno potvrdivanja, da
je metoda prikladna za koristenje u odredenu svrhu, to jest validacijom potvrdujemo kako ¢e
metoda dati to¢ne rezultate. Prvi korak pri implementaciji odredene metode u laboratoriju, koji
je potrebno provesti prije njene primjene i prihva¢anja njome dobivenih rezultata, jest upravo

validacija metode (Eurachem, 2014).

U Tablici 6. prikazani su rezultati validacije metode za odredivanje 22 elementa ICP-

OES metodom, i to primjenom sljede¢ih parametara: linearnost, kalibracijski raspon, granice
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detekcije i kvantifikacije, ponovljivost, intermedijarna preciznost i to¢nost. Kalibracijski je
raspon definiran za svaki pojedini element: 0,5-10,0 pg/L za Co, Cr i Mo; 1-20 pg/L za Cd i
Li; 15-300 pug/L za As i Pb; 5-100 pg/L za V; 0,05-1,00 mg/L za Ba, Cu, Sni Sr; 0,1-2,0 mg/L
za Al; 0,25- 5,00 mg/L za B, Mn, Rb, i Zn; 0,5-10,0 mg/L za Fe; te za makroelemente Na (1,0-
20,0 mg/L), Mg i Ca (5,0-100,0 mg/L) i K (100-2000 mg/L).

Metoda je pokazala linearan odnos izmedu koncentracija pripremljenih kalibracijskih
otopina i dobivenog intenziteta signala instrumenta i u podru¢ju pg/L i mg/L. Linearnost je
izrazena koeficijentom korelacije (r), koji je iznosio od 0,991 za molibden, pa do 1,000 za cink
(u prosjeku 0,997).

Granice detekcije (GD) i kvantifikacije (GK) za svaki pojedini element izraGunate su iz
standardnog odstupanja (o) deset mjerenja slijepe probe i koeficijenta smjera (nagiba) pravca a
(GD =3xo/a; GK = 10xc/a). Najnize granice detekcije i kvantifikacije dobivene su za elemente
LiiSr(GD =0,004 ng/L, GK =0,014 pg/L).

Postignuta je izvrsna ponovljivost mjerenja, a dobivena je visekratnim mjerenjem
kontrolne otopine u uvjetima ponovljivosti u koncentraciji jednakoj srednjoj kalibracijskoj
toéci. Ponovljivost je izrazena kao relativno standardno odstupanje (RSD, %) te je iznosila
prosjeéno 1,2 %, odnosno od 0,1 % za Zeljezo, do 6,5 % za molibden. Intermedijarna preciznost
i to¢nost dobivene su mjerenjem iste kontrolne otopine, ali kroz dulje razdoblje. Intermedijarna
preciznost je izrazena kao relativno standardno odstupanje (RDS, %), a iznosila je od 2,2 % za
kadmij, do 16,7 % za molibden, odnosno u prosjeku 4,5 %. To¢nost, odnosno razlika izmedu
izmjerene 1 prihvacene referentne vrijednosti (koncentracija kontrolne otopine) je to veca Sto je
ta razlika manja. U Tablici 6. je to¢nost prikazana kao postotak podudaranja s koncentracijom

kontrolne otopine, a iznosila je od 93,1 % do 107,5 % (u prosjeku 100,2 %).

Rezultati validacije pripreme uzorka za odredivanje omjera stabilnih izotopa 3C/*2C
pomoc¢u ADCS automatiziranog sustava za destilacije izraZeni Su kroz ponovljivost odredivanja
vode u destilatu (RSD = 0,3 %), ponovljivost odredivanja alkoholne jakosti destilata (RSD =
0,2 %) i ponovljivosti iskoristenja destilacije uzorka (RSD = 0,4 %), Tablica 7.

Ostatak vina koji je preostao nakon destilacije, odnosno uzorak kojem je odstranjen
etanol koji onemogucava gorenje plazme kod ICP-OES tehnike, posluzio je za odredivanje 22

odabrana elementa. Validacija pripreme uzorka je objavljena u radu Milos i suradnika (2018).
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U Tablici 8. prikazani su rezultati validacije IRMS mjerenja omjera stabilnih izotopa
13C/12C i 180/**0. Provedena je pomoéu parametara linearnosti, ponovljivosti, intermedijarne
preciznosti i tocnosti. Linearnost je dobivena mjerenjem certificiranih referentnih materijala i
referentnih materijala s referentnim vrijednostima za omjere mjerenih stabilnih izotopa, pa je
tako za '®0/*®0 koeficijent korelacije (r) iznosio 0,9999, a za *C/*?C 0,9989. Za oba para
izotopa odredena je ponovljivost i intermedijarna preciznost, a izrazene su kao relativno
standradno odstupanje od refernetne vrijednosti (RSD, %). Dobivene su vrijednosti 2,5 % 1 5,5
% za 880 te 0,3 % i 0,4 % za 5'3C. Takoder su obje metode pokazale visoku to¢nost, 98,2 %
za §'%0 1 100,0 % za 5°C.

Na osnovu provedenih validacijskih eksperimenata i dobivenih rezultata, zakljuceno je
da su sve koriStene metode pogodne za namijenjenu svrhu (Magnusson, 2014), a to je
odredivanje odabranih elemenata (Milo§ i sur., 2018) te izotopnih omjera kisika (OIV-MA.-
AS2-12, OlV, 2021b) i ugljika u uzorcima vina (OIV-MA-AS312-06, OIV, 2021b).

5.2 Koncentracije odredivanih elemenata te omjeri stabilnih izotopa ugljika i
kisika

U Tablici 9. prikazana je srednja vrijednost, raspon (minimum — maksimum), varijanca,
standardna devijacija i koeficijent varijacije svih mjerenih parametara u uzorcima vina iz dvije
godine berbe. U svrhu statisticke obrade, za vrijednosti koje su bile ispod granice detekcije
(GD), uzete su vrijednosti GD/2 (EPA, 2006).

5.2.1 Omjeri stabilnih izotopa ugljika i kisika

Omijeri stabilnih izotopa kisika (8'80) iz molekula vode ispitivanih uzoraka vina
izmjereni su u rasponu od -7,28 do 7,79 % VSMOW, sa srednjom vrijednosti 1,37 %0 VSMOW,
(Tablica 9) sto za veéinu uzoraka ulazi u raspone koji su, prema Christophu i suradnicima
(2015), karakteristi¢ni za vina iz podruéja srediSnje Europe (0od - 4 do + 3 % VSMOW),
odnosno za podrucje juga Europe (-1 do + 6 % VSMOW). Magdas i suradnici (2012) su
primjerice u vinima rumunjskih vinogorja izmjerili vrijednosti 520 u rasponu od - 2,60 do +
3,28 %0 VSMOW. Za austrijska vina su omjeri izotopa kisika iznosili od -4,40 do + 2,30 %o
VSMOW (Philipp i sur., 2018).
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Dozrijevanjem grozda se voda u bobici obogacuje tezim kisikovim izotopom (*30) i do
vrijednosti visih od + 10 % VSMOW, tako da su u vinima bogatijim tezim izotopom kisika
vrijednosti 880 pozitivnije, a u vinima u kojima je vise lakSeg izotopa kisika (°0) su te
vrijednosti negativnije. Takoder se s pomicanjem datuma berbe unutar jedne godine vijednosti
5180 mijenjaju ovisno o klimatskim posebnostima promatrane godine. Temeljem 25 godina
iskustva u primjeni EU banke podataka definirane su vrijednosti omjera stabilnih izotopa kisika
koje prirodno bobica grozda ne moze premasiti (Christoph i sur., 2015). Tako se kod vrijednosti
5180 nize od -5,00 % VSMOW, moze posumnjati da se radi o vodi prirodnog podrijetla iz
bobice grozda, iako su i takve vrijednosti moguce kod vrlo kasnih datuma berbi ili ¢ak kod
grozda ubranog u smrznutom stanju (Hermann, 2014). §'80 ispod -5,00 % VSMOW su u
ovome istrazivanju izmjerene u dva konvencionalno proizvedena uzorka iz ZOIl Zagorje-
Medimurje: jednom crnom (Cabernet Sauvignon) i jednom bijelom vinu (Grasevina),
prikupljenim od dva proizvodaca.

Razina obogacivanja moze se razlikovati od godine do godine, ali i izmedu regija, i
uglavnom je pod utjecajem izotopskog sadrzaja vlage zraka i klimatskih uvjeta odredenog
zemljopisnoga podru¢ja. U svakom sluéaju vrijednost 830 vode vina mozZe se koristiti kao
parametar za dokazivanje dodavanja vode ili kao obiljezivac za zemljopisno podrijetlo i godinu
berbe. Naravno, moraju biti dostupni podaci odgovarajué¢eg broja reprezentativnih referentnih
uzoraka (npr. iz EU izotopne banke podataka). Posebnosti pojedine godine berbe, poput
izvanrednih meteoroloskih uvjeta tijekom dozrijevanja i berbe mogu pomo¢i u razumijevanju
dobivenih vrijednosti '80 i tumacenju eventualnih odstupanja od ocekivanih §'80 vrijednosti
za vina s odredenog zemljopisnoga podruc¢ja (Christoph i sur., 2015; Christoph i sur., 2006;
Christoph i sur., 2004; Christoph i sur., 2003).

Omijeri stabilnih izotopa ugljika (5*3C) iz molekule etanola ispitivanih uzoraka su u
ovome istraZivanju izmjereni u rasponu od -30,28 do -23,55 %o V-PDB, sa srednjom vrijednosti
-27,57 %o V-PDB (Tablica 9) , sto se uklapa u vrijednosti za vina srednje (od - 30,00 do — 27,00
%0 V-PDB) i juzne (od - 27,00 do - 24,00 %o V-PDB) Europe (Christoph i sur., 2015). U
istrazivanjima rumunjskih vina (Magdas i sur, 2012) dobivene su sli¢ne vrijednosti 6*C, od -
28,41 do -24,57 %o V-PDB, a takoder i u austrijskim vinima, u kojima su te vrijednosti varirale
izmedu -29,31-25.3 %o V-PDB (Philipp i sur, 2018).

Christoph 1 suradnici su (2015) takoder definirali 1 vrijednosti omjera stabilnih izotopa
ugljika koje se prirodno mogu proizvesti u bobicama grozda, a ne bi smjele biti iznad - 22,00
%0 V-PDB. U tome bi se sluc¢aju moglo posumnjati da se radi o dodatku Secera Secerne repe ili

Secerne trske te bi se za dokazivanje takvog patvorenja trebalo provesti jos i odredivanje omjera
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(D/H)). Medutim, znacajan nedostatak vode u vrijeme dozrijevanja takoder moze uzrokovati i
tako visoke vrijednosti §3C (Christoph i sur., 2006).

Mnoga su istrazivanja pokazala utjecaj zemljopisnogaa podrijetla na omjere stabilnih
izotopa kisika u vodi vina te ugljika u etanolu vina, na osnovu kojih se moze zakljuéiti da su
njihovi omjeri u vinima to obogaceniji tezim izotopom $to je klima toplija i susa (Philipp i sur,
2018; Kolesnov i sur., 2017; Camin i sur., 2015; Magdas i sur, 2012; Aghemo i sur., 2011,
Christoph i sur., 2004; Christoph i sur., 2003). U ovome su istrazivanju dobiveni rezultati koji

potkrepljuju ovaj zakljucak, Sto ¢e nadalje biti podrobnije objaSnjeno.

5.2.2 Koncentracije makroelemenata

Makroelementi K, Ca, Mg i Na su u vinu najzastupljeniji. K je prevladavajuc¢i element
u soku grozda (Fabani i sur., 2010), ali na njegovu koncentraciju, zajedno s Ca, utjece taloZenje
vina tijekom stabilizacije i odlezavanja stvaranjem kristala kalijevog bitartarata i kalcijevog
tartarata. Dodatne se koli¢ine K u sastav vina mogu uvesti upotrebom kalijevog bisulfita ili
kalijevog metabisulfita tijekom proizvodnje vina (Lara i sur., 2005). Poznavanjem udjela kalija,
tartarata, etanola i pH vrijednosti, moguce je predvidjeti potencijalnu stabilnost ili nestabilnost
kalijevog tartarata u vinu. Udio kalija u vinu smanjuje se tijekom fermentacije i odleZavanjem,
uglavnom zbog taloZenja kalij tartarata (McKinnon 1 Scollary, 1997; Ough 1 Amerine, 1988).
U ovome je istrazivanju kalij bio najzastupljeniji od svih elemenata (sr. vr. 788 mg/L) s
najnizom izmjerenom vrijednosti od 392 mg/L i najviSom vrijednosti 1475 mg/L (Tablica 9),
Sto je vrlo sli¢no vrijednostima u ¢eskim vinima, u kojima ga je nadeno od 789 do 1459 mg/L
(Sperkova i Suchanek, 2005) ili vinima iz Njemacke s koncentracijama izmedu 480 i 1860 mg/L
(Thiel i Danzer, 1997). U prethodnom istrazivanju hrvatskih vina (Leder i sur., 2015) nadeno

je kalija u nesto $irem koncentracijskom rasponu (239-1964 mg/L).

Kalcij u vinu sa kiselinama tvori soli (tartatate, glukonate, oksalate itd.) od kojih nastaju
talozi. TaloZenje se odvija vrlo polagano, po€inje Cetiri do sedam mjeseci nakon fermentacije,
obi¢no nakon punjenja u boce. Na sadrzaj kalcija utjece vrsta tla, dodatak kalcij sulfata ili kalcij
karbonata mostu radi smanjivanja kiselosti, upotreba sredstava za bistrenje i filtriranje koja
sadrze kalcij, zatim Cuvanje u betonskim spremnicima, vrijeme i temperatura skladiStenja,
upotreba ionskih izmjenjivaca i pH vrijednost (Ough i Amerine, 1988; Zoecklein i sur., 1999).
Kalcij je u ovome istrazivanju naden u rasponu od 44,7 — 149,0 mg/L (sr. vr. 85,0 mg/L)
(Tablica 9), a dobivene su vrijednosti vrlo slicne onima u istrazivanju Leder i suradnika (2015)

gdje je kalcija u hrvatskim vinima nadeno od 34,3-130,6 mg/L, a usporedive su i s onima iz
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eskih, talijanskih, njemackih i $panjolskih vina (Kment i sur., 2005; Sperkova i Suchanek,

2005; Frias i sur., 2003; Marengo i Aceto, 2003; Larcher i Nicolini, 2001).

Natrij je kao sastavni dio natrijeva Klorida prisutan u tlu iz kojega prelazi u lozu, grozd
I na kraju u vino. Natrij vinovoj lozi zapravo nije potreban, ali je zato mala koli¢ina klorida
neophodna za fotosintezu. lzrazito visok salinitet tla uzrokuje inhibiciju fotosinteze i usporava
dozrijevanje, dok u umjerenim koncentracijama (manje od 50 mmol/L) NaCl pogoduje
dozrijevanju (Mullins i sur., 2007). Natrij u vino dolazi prirodnim putem iz tla ili zbog blizine
mora, a moze biti i namjerno dodan, $to u enoloSkoj praksi nije dozvoljeno (Kment i sur., 2005).
Prirodna koncentracija natrija u vinu se dodatkom natrij hidrogen sulfita, natrij sorbata, natrij
bentonita, natrij sulfida ili natrij metabisulfita moze povisiti i do 125 mg/L. Blizina mora i slanih
jezera takoder povisuje njegovu koncentraciju (Eschnauer, 1982; Ough i Amerine, 1988), §to
je takoder potvrdeno u ispitivanjima vina sa Kanarskih otoka (Spanjolska) gdje je nadeno od
56,7 do 167,2 mg/L natrija (Frias i sur. 2003).

Natrij je ovdje izmjeren u vrlo §irokom rasponu od 2,7 mg/L do 196,5 mg/L (Tablica
9), a u tri je uzorka pronaden u koncentraciji iznad 80 mg/L, $to je maksimalno dopusteno
prema OIV-u (OlV, 2021c). U prethodnim ispitivanjima hrvatskih vina natrija je bilo od 2,1 do
64,8 mg/L (Leder i sur., 2015), sa srednjom vrijednosti od 14,9 mg/L, §to se izvrsno slaze sa
prosje¢nom koncentracijom Na dobivenom u ovome istrazivanju (14,3 mg/L).

Potrebe vinove loze za magnezijem nisu narocCito velike, ali smatra se da ga nema
dovoljno ako je omjer kalija prema magneziju ve¢i od 10, pa se tada u groZzdu smanjuje udio
Secera i peteljka se brze susi. Nasuprot tome, veée koli¢ine magnezija u tlu inhibiraju unos
ostalih nutrijenata (Lanyon i sur., 2004). Magnezij je u vinu posljedica njegovog prirodnog
sadrzaja u grozdu (Alvarez et al. 2007), a vazan je za stabilnost tartarata i kiseli okus vina. Na
udio magnezija utjeCe upotreba sredstava za Dbistrenje i filtriranje, primjena ionskih
izmjenjivaca, cuvanje u betonskim spremnicima, vrijeme i temperatura cuvanja, koncentracija
etanola, tartarata i sulfata te pH vrijednost. Za vrijeme fermentacije udio kalcija se smanjuje, a
omjer magnezija prema kalciju se visekratno povecava (Ough i Amerine, 1988). Koncentracija
magnezija (sr.vr. 81,3 mg/L) se u ovime istrazivanju kretala izmedu 47,1 i 140,0 mg/L (Tablica
9), sto je usporedivo s prethodnim ispitivanjima hrvatskih vina (Leder i sur., 2015), a takoder i
s koncentracijama u vinima ostalih europskih zemalja kao 3to su to Ceska (Sperkova i
Suchanek, 2005), Italija (Marengo i Aceto, 2003) i Spanjolska (Alvarez i sur., 2007).
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5.2.3 Koncentracije mikroelemenata

U grupu mikroelemenata svrstavaju se oni elementi koji se u vinu nalaze u
koncentracijama izmedu 10 pg/L i 10 mg/L (Voica i sur., 2009), a ispitivani elementi sa
srednjim vrijednostima u ovome koncentracijskom rasponu bili su (u opadaju¢em nizu): B, Fe,
Rb, Mn, Zn, Al, Sr, Cu, Ba, V, Sn, Pb i Cr (Tablica 9).

Bor dospijeva u vino putem prirodne kontaminacije koja je vezana uz mjesto uzgoja
vinove loze i to pretezno preko povrsine bobica, 8 manje preko korijena vinove loze (Eschnauer,
1982). Dodatak bora gnojidbom povecava udio Seéera u bobici grozda i znacajno smanjuje
kiselost moSta (Batukaev i sur., 2016). U ovom je istraZivanju prosjecna koncentracija B u
vinima iznosila 2,98 mg/L i to u rasponu od 0,66 - 7,35 mg/L (Tablica 9) te ga niti u jednom
uzorku nije bilo iznad maksimalno dopustene koncentracije koju propisuje OIV (80 mg/L
izrazeno kao borna kiselina, odnosno 14 mg/L bora, OIV, 2021c). Dobivene su vrijednosti
usporedive s poljskim vinima (Plotka-Wasylka 1 sur., 2018) u kojima je prosjecna vrijednost
bora bila od 0,333 do 12,1 mg/L, talijanskim vinima s prosjec¢no 6,4 mg/L (Galgano i sur., 2008)

te Svicarskim vinima s vrijednostima oko 4,3 mg/L (Gremaud i sur., 2004).

Udio Zeljeza u vinu uvjetuje vise ¢imbenika, poput tla na kojem se proizvodi grozde 1
gnojiva koja se pri tome koriste (Kment i sur., 2005; Lara i sur., 2005). Prirodni udio Zeljeza u
mostu jako varira ovisno o njegovu sadrzaju u tlu 1 prasini na bobicama grozda te kontaminaciji
za vrijeme berbe, transporta i muljanja. Izvori Zeljeza tijekom proizvodnje su nezaSti¢ene koSare
od celika, oSteceni zastitni slojevi u rezervoarima, Zeljezne armature, ¢elini vijci na drvenim
bac¢vama i slicno (Galani-Nikolakaki i sur., 2002). Za vrijeme fermentacije udio Zeljeza se
smanjuje usljed metabolizma kvasaca za 25-80 %, ovisno o prisustvu kisika i polifenolnih
spojeva 1 o koli¢ini kvasca. U vinima koja su dobivena od grozda muljanog u muljacama od
nehrdajuceg celika ima obi¢no oko 1-2 mg/L Zeljeza. U podru¢jima u kojima se koristi
primitivna oprema, Zeljeza moze biti ¢ak oko 10 do 30 mg/L, pa i viSe (Ough i Amerine, 1988).
Vrlo je vazno poznavati koncentraciju Zeljeza u vinu zbog njegova utjecaja na oksidativne
procese (Frias i sur., 2001). U ovom istrazivanju koncentracija zeljeza je zabiljezena u rasponu
od 0,25 mg/L do 8,55 mg/L, s prosje¢nom vrijednosti od 1,91 mg/L (Tablica 9), sto je vrlo
sli¢no rezultatima prethodnih ispitavanja hrvatskih vina (Leder i sur., 2015; Sebegié i sur.,
1998), u kojima su gornje dobivene vrijednosti okvirno dvostruko vise od onih u vinima iz
Ceske (Kment i suradnici, 2005; Sperkova i Suchanek, 2005), Italije (Larcher i Nicolini, 2001)

i Njemacke (Thiel i Danzer, 1997). Nasuprot tome, u ispitivanjima vina iz talijanske vinorodne
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pokrajine Cuneo u Pijemontu, nadene su puno veée vrijednosti koncentracije Zeljeza, izmedu
izmedu 1,35 127,8 mg/L (Marengo i Aceto, 2003).

Alkalijski je element rubidij dobar pokazatelj zemljopisnoga podrijetla, jer se ne ubraja
u kontaminanate vina i vrlo se ¢esto primjenjuje u istrazivanjima zemljopisnoga podrijetla
(Catarino i sur., 2008) jer potjece uglavnom iz tla te na njegov sadrzaj ne utjecu postupci pri
proizvodnji vina (Marengo i Aceto, 2003). Dobivena srednja vrijednost koncentracije rubidija
iznosila je 1,08 mg/L, a raspon je bio izmedu 0,37 i 2,79 mg/L (Tablica 9). U znanstvenoj
literaturi nema podataka o prethodnim istrazivanjima rubidija u hrvatskim vinima, a dobivene
su vrijednosti bitno nize od onih u portugalskim vinima u kojima je naden u koncentracijama
priblizno od 2,5 do 8,0 mg/L. Ovdje dobivene vrijednosti sli¢nije su koncentracijama Rb u
vinima iz Srbije u kojima su vrijednosti bile od 0,79 do 4,70 mg/L (Purdi¢ i sur., 2017) te
vinima iz ltalije gdje je zabiljezeno 2,29 + 0,85 mg/L u pokrajini Basilicata, 2,18 + 0,65 mg/L
u Calabriji 1 3,79 £ 2,21 mg/L Campaniji (Galgano i sur., 2008).

Smatra se da je mangan esencijalni nutrijent za ljude jer njegov nedostatak uzrokuje
abnormalnosti u radu mozga, utjece na formiranje kostura i hrskavice i toleranciju glukoze. Mn
je neophodan za razli¢ite enzime koji sudjeluju u metabolizmu proteina i energije te u sintezi
mukopolisaharida i kolesterola (Cabrera-Vique i sur., 2000). Udio Mn u vinu ovisi 0 kapacitetu
unosa korijenskim sustavom vinove loze kao i o doprinosu tla. Na koncentraciju Mn u vinima
moze utjecati i poljoprivredna praksa i oprema podruma (Fabani i sur., 2010). U ovome je
istrazivanju koncentracija mangana (sr. vr. 0,96 mg/L) bila u rasponu od 0,19 mg/L do 3,32
mg/L (Tablica 9), sto odgovara koncentracijama u prethodnim ispitivanjima vina iz Hrvatske
(Leder i sur., 2015; Sebe¢i¢ i sur., 1998) te je usporedivo s rezultatima dobivenim u
portugalskim (Costa i sur. 2000), francuskim (Cabrera-Vique i sur., 2000) i ¢eskim (Kment i
sur., 2005; Sperkova i Suchanek, 2005) vinima.

Udio cinka u vinima takoder moze biti posljedica antifungalnih tretmana u vinogradu
(Fabani i sur., 2010; Lara i sur., 2005). U ovome je istrazivanju nadeno cinka u rasponu od 0,13
do 2,84 mg/L (sr. vr. 0,69 mg/L) (Tablica 9). U dosadasnjim je istrazivanjima hrvatskih vina
nadeno Zn od ispod limita kvantifikacije do 3,07 mg/L (Leder i sur., 2015) odnosno od 0,23 do
1,70 mg/L (Sebegié¢ i sur., 1998). Prema istrazivanjima razli¢itih autora maksimalni sadrzaj
cinka u $panjolskim (Alvarez i sur., 2007; Moreno i sur., 2007; Frias i sur., 2003) i &ekim

vinima (Kment i sur., 2005; Sperkova i Suchanek, 2005) uglavnom je upola nizi od onih
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nadenih u ovome istrazivanju (okvirno do 1,2 mg/L), dok je u talijanskim vinima (Larcher i

Nicolini, 2001; Marengo i Aceto, 2003) skoro dvostruko visi (do 4,8 mg/L).

Aluminij je najzastupljeniji metal u Zemljinoj kori, a njegova visoka koncentracija u tlu
sa niskom pH vrijednosti negativno utjeCe na rast vinove loze uzrokuju¢i nepravilnosti u
razvoju korijenovog sustava (Delhaize 1 sur., 2007). Prisustvo aluminija poti¢e unos fosfora,
sumpora i kalija u listove i peteljke, ali potiskuje unos magnezija i kalcija. Aluminij u vino
dospijeva i1 zbog skladiStenja u ambalazi od aluminija i uporabe bentonita (McKinnon i sur.,
1992). Ovdje dobivena srednja vrijednost koncentracije aluminija iznosila je 0,59 mg/L, a
raspon je bio od 0,11 mg/L do 3,59 mg/L (Tablica 9). To su priblizno sli¢ne vrijednosti dobivene
u prethodnom istrazivanju hrvatskih vina (Leder i sur., 2015), ali su nesto nize od onih Seruge
i suradnika iz 1998. godine (0,62-8,60 mg/L), odnosno nesto vise od vrijednosti zabiljezenim u
vinima iz Srbije (Purdi¢ 1 sur., 2017), gdje je najviSa koncentracija iznosila oko 2,2 mg/L, §to
se moze tumaciti razlikama u primijenjenoj tehnologiji proizvodnje i koristenju drugacijih
ambalaznih materijala. Udio aluminija u ovome istrazivanju hrvatskih vina usporediv je sa
njegovim udjelom iz talijanske pokrajine Basilicata, gdje ga je dobiveno 0,89 +0,20 mg/L,
odnosno s pokrajinama Calabrija i Campania, u kojima su vrijednosti bile 1,55 £ 0,12 te 1,26 +
0,27 mg/L (Galgano i sur., 2008).

Zemnoalkalijski metal stroncij Cesto se primjenjuje u istrazivanjima zemljopisnoga
podrijela (Fan i sur., 2018), iako se u tu svrhu najéesée koriste omjeri njegovih izotopa 8/Sr/Sr
(Durante i sur., 2018; Geana i sur., 2016b; Almeida i Vasconcelos, 2003). U ovom istrazivanju
je prosje¢na koncentracija stroncija iznosila 0,46 mg/L, odnosno od 0,10 do 1,92 mg/L (Tablica
9), sto su vrijednosti vrlo sli¢ne rumunjskim vinima u kojima je dobiveno 0,14 — 1,6 mg/L
(Geanai sur, 2013), a takoder i vinima kanarskog otoc¢ja (Frias i sur., 2003), dok su u slovackim
vinima njegove koncentracije bile nesto nize, sa srednjim vrijednostima oko 0,15 mg/L (Suhaj

1 Korenovské 2006).

Prisutnost bakra utjeCe na stvaranje zamucenja (bakarni lom) povezanog s nestabilnos¢u
proteina (Clark i sur., 2015). Prema preporukama OIV-a u vinu ne bi smjelo biti bakra vise od
1 mg/L da bi se prevenirala pojava bakarnog loma (OIV, 2021c). U ovome je istraZivanju
nadeno prosjec¢no 0,18 mg/L bakra u rasponu od 0,05 do 1,50 mg/L (Tablica 9), dok ga je u
koncentraciji iznad 1 mg/L nadeno u samo jednom uzorku. Bakar u vino dolazi iz tla, $to je
povezano s primjenom pesticida i proizvodnim procesom. Uzevsi u obzir da mjere zastite

vinove loze sredstvima na bazi bakra mogu povecati njegovu koli¢inu u mostu i vinu, kao i

88



DOKTORSKI RAD — Renata Leder 5. Rasprava

obrada vina bakrenim sulfatom i kontakt s bakrenim legurama (Rusjan i sur., 2006; Kment i
sur., 2005; Zoecklein i sur., 1999; Ough i Amerine, 1988), razumljive su i podudardnosti
raspona ovoga elementa dobivenoga u prethodnim ispitivanjima vina podrijetlom iz Hrvatske,
u kojima su nadene vrlo sli¢ne koncentracije bakra, od 0,016 do 1,32 mg/L (Leder i sur., 2015),
odnosno od 0,09 do 0,93 mg/L (Sebe¢i¢ i sur., 1998), a takoder i u vinima iz Rumunjske (Geana
i sur., 2014), ltalije (Larcher i Nicolini, 2001; Marengo i Aceto, 2003) i Ceske (Kment i sur.,
2005; Sperkova i Suchanek, 2005).

Vanadij je prisutan u zemljinoj kori u razinama usporedivim s koncentracijom cinka, a
povisene koncentracije nadene su u fosilnim gorivima, posebno onima morskoga podrijetla.
Njihovim izgaranjem u okoli$ se emitiraju mikroc¢estice spojeva vanadija, uglavnom V20s, §to
moze biti uzrokom oneciscenja, posebno u urbanim i industrijskim regijama. Drugi izvor
oneci$c¢enja vanadijem proizlazi iz njegove upotrebe kao komponente razli¢itih legura, posebno
nehrdajuceg Celika (Teissedret 1 sur., 1998). Vanadij se vrlo ¢esto odreduje u istrazivanjima
zemljopisnoga podrijetla vina (Fan i sur., 2018). Koncentracije vanadija izmjerene u uzorcima
ovoga istrazivanja kretale su se izmedu 49,0 i 133,0 pug/L sa srednjom vrijednosti 83,6 pg/L
(Tablica 9). Dobivene vrijednosti u skladu su s vrijednostima odredenim u francuskim vinima
iz pokrajine Languedoc (77,2 £ 20,9 png/L) (Teissedret 1 sur., 1998), ali su znacajno vece od
vrijednosti u vinima iz Bosne 1 Hercegovine, u kojima je prosje¢no nadeno 17 ug/L vanadija

(Blesi¢ 1 sur., 2017).

Kositar se takoder Cesto odreduje u istrazivanjima zemljopisnoga podrijetla vina (Fan i
sur., 2018; Aydin i sur., 2010; Galgano i sur., 2008; Suhaj i sur., 2006). Srednja je vrijednost
zabiljezena u ovome istrazivanju iznosila 55,0 pg/L, a raspon je bio izmedu 2,0 i 129,0 ug/L
(Tablica 9), sto je nesto niZe nego u ranije provedenom istrazivanju hrvatskih vina (Leder i sur.,
2015), gdje je dobiveno prosjecno 124 pg/L. Nasuprot tome, u talijanskim vinima su nadene
vrijednosti koje su primjetno varirale, od vrlo niskih (prosje¢no 2,5 pg/L) u pokrajinama
Basilicata, Calabria i Campania (Galgano i sur., 2008), pa preko vrijednosti od 20 pg/L do 75
pg/L u Trentinu (Larcher 1 Nicolini, 2001), do puno visih koncentracija u vinima iz pokrajine
Cuneo gdje je nadeno izmedu 20 i 1000 pg/L (Marengo i Aceto, 2003). U vinima iz razli€itih
regija Republike Ceske njegov je udio bio od 1,0 do 79,0 ug/L (Sperkova i Suchanek, 2005).

Olovo se ubraja u kontaminate vina (Eschnauer, 1982) te je kao i ostali teski metali
toksi¢no za bioloSke sustave zbog negativnog utjecaja na fizioloske funkcije pojedinih enzima

stanice (Zoecklein i sur., 1999). Medunarodni ured za lozu i vino (franc. Office international
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de la Vigne et du Vin - OIV) propisuje grani¢ne vrijednosti za pojedine elemente (O1V, 2021c),
a ona za olovo iznosi 0,15 mg/L (poc¢evsi od godine berbe 2007.). U istrazivanju provedenom
na portugalskim vinima (Almeida i Vasconcelos, 2003), zaklju¢eno da je glavni izvor
onecis¢enja sam proces vinifikacije, da je ve¢i unos olova pri tradicionalnom nego modernom
naéinu proizvodnje i da samo oko 1/4 do 1/3 olova potjeCe iz tla ili atmosfere. Najniza
koncentracija olova izmjerena u ovome istrazivanju bila je 2,5 ug/L, najvisa 111,0 ug/L, a
prosjecno 30,2 nug/L (Tablica 9), sto je ispod maksimalno dopustene granice koju propisuje OIV
(OIV, 2021c). Dobivene vrijednosti su u skladu s onima zabiljezenim u vinima iz Italije
(Marengo i Aceto, 2003; Larcher i Nikolini, 2001) i Argentine (Lara i sur., 2005). U vinima iz
razli¢itih &eskih regija su Sperkova i Suchanek (2005) nasli od 11 do 48 pg/L olova. Kment i
suradnici (2005) od 10,9 pa ¢ak do 1253 pg/L, a Galani-Nikolakaki i suradnici (2002) u vinima
s otoka Krete (Gr¢ka) od 18 do 420 pg/L.

Krom u vino moze dospijeti iz vinarske opreme koja sadrzi njegove legure u pumpama,
slavinama i priklju¢cima (Ribereau-Gayon i sur., 2000). U hrvatskim vinima je ovog
potencijalno toksi¢nog elementa nadeno izmedu koncentracija ispod limita kvantifikacije pa do
38 ug/L (Leder i sur., 2015), odnosno od 12 do 75 pg/L prema Sebe¢i¢ i suradnicima (1998).
Priblizno sli¢ne vrijednosti kroma su nadene i u ovome istrazivanju, od 4,7 do 161,0 w/L
(srednja vrijednost 19,0 u/L) (Tablica 9). Ove vrijednosti su primjetno vise od onih nadenih u
vinima iz Srbije (Purdic i sur., 2017) u kojima je nadeno od 0,1 do 20,7 pg/L, dok su nasuprot
tome, priblizno sli¢ne vrijednostima (od 9,8 do 211,1 pg/L) nadenim u rumunjskim vinima
(Geana i sur., 2014).

5.3.4 Koncentracije ultra mikroelemenata

Analizirani elementi kojima je koncentracija bila ispod 10 ug/L, a svrstavaju se u ultra
mikroelemente (\Voica i sur., 2009), bili su: As, Co, Li, Mo i Cd (u opadaju¢em nizu) (Tablica
9).

Arsen je prisutan u mostu 1 vinu samo u tragovima, no ukoliko su pri proizvodnji vina
koriSteni materijali koji ga sadrze, mogu biti prisutne 1 vece koli¢ine. Arsen se tlu vinograda
akumulira u izuzetno visokim koncentracijama kao posljedica dugotrajne primjene pesticida na
bazi arsena. U razli€itim istraZivanjima ustanovljeni udio arsena u vinu je uglavnom toliko mali
da ne predstavlja opasnost u smislu toksi¢nog ucinka na konzumenta (Ough 1 Amerine, 1988).

Arsen je u ovome istrazivanju izmjeren u rasponu od 4,5 do 27,9 ug/L (sr. vr. 7,5 ng/L) (Tablica
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9) te se moze zakljuciti da u vinogradima u kojima su uzorci prikupljeni nije bilo prekomjerne
primjene pesticida s arsenom. | u dosada$njim je ispitivanjima hrvatskih vina arsena bilo u
sli¢cnim koncentracijama (Leder i sur., 2015; Fiket i sur., 2011), a takoder i u vinima Srbije

(Purdié i sur., 2017) ili Ceske (Kment i sur., 2005).

Kobalt je esencijalni element, potencijalno toksi¢an u slucaju prekomjernog unosa
(Galgano i sur., 2008). Koncentracija Co u mostu i vinu moze se povecati zbog bentonita koji
se koristi u svrhu bistrenja (Nicolini i sur., 2004; Catarino i sur., 2008). Do danas je objavljeno
samo nekoliko radova o hrvatskim vinima kojima je odredivan i kobalt (Leder i sur., 2015;
Fiket i sur., 2011) te su vrijednosti navedene u njima vrlo sli¢ne koncentracijama izmjerenim u
ovome istrazivanju, gdje je prosjecna vrijednost iznosila 5,9 pug/L, a raspon od 1,0 do 34,0 u/L
(Tablica 9).

Kadmij je element koji je toksic¢an u vrlo niskim koncentracijama, s vremenom se
akumulira u organizmu i moZe uzrokovati razne bolesti. Akumulira se u bubrezima, gdje mu je
vrijeme poluraspada Cak trideset godina (Robards i Worsfold, 1991). Kadmij u vino moze
dospijeti iz insekticida i fungicida koji ga sadrze, a takoder i zbog onecis¢enja okolisa na onim
mjestima gdje industrijska postrojenja postoje u blizini vinograda te je preporuéljiva stroga
kontrola sadrzaja ovog elementa u vinu i ostalim alkoholnim pi¢ima jer njihova konzumacija
doprinosi unosu kadmija u organizam (Mena i sur., 1996). U hrvatskim je vinima ispitivanim u
ovome istrazivanju Srednja vrijednost koncentracije kadmija iznosila 0,7 pg/L, a raspon od 0,2
- 5,0 ug/L (Tablica 9). Sliéne su razine kadmija ustanovljene prethodnim istrazivanjima
hrvatskih vina (Leder i sur., 2015; Fiket i sur., 2011) i makedonskih vina u kojima je pronadeno
izmedu 0,401 5,69 ug/L (Ivanova-Petropulos i sur., 2013). Kadmij je takoder u tragovima naden
i uvinima iz Srbije (Purdi¢ i sur., 2017), Ceske (Kment i sur., 2005; Sperkova i Suchanek,
2005) i Italije (Marengo i Aceto, 2003).

Alkalijski metal litij je element koji se Cesto analizira u istrazivanjima zemljopisnoga
podrijetla vina raznih zemalja (Fan i sur., 2018), a vazan je mikronutrijent u prehrani ljudi.
Premda njegova to¢na molekularna funkcija kao potencijalnog esencijalnog elementa u
tragovima jo$ nije u potpunosti razjasnjena, povezuje ga se sa smanjenjem rizika od demencije
i samoubojstva te Alzheimerove bolesti (Seidel i sur., 2020). Litij je u vinu prisutan zbog unosa
putem korijena vinove loze, ali i zbog skladistenja u staklenim bocama (Zerbinati i sur., 2000).
Litija je u ovome istrazivanju izmjereno od 1,3 do 15,3 ug/L (sr. vr. 4,6 pug/L) (Tablica 9). Ove
se vrijednosti mogu usporediti samo s jednim objavljenim radom s ispitivanim Li u hrvatskim
vinima (Fiket i sur., 2011) s vrlo slicnim vrijednostima. Znacajno vise vrijednosti Li (30-70
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ng/L) nadene su u vinima iz Italije (Cugnetto i sur., 2014) i Spanjolske (30-135 pg/L) (Garcia-
Rodriguez i sur., 2011), a dobivene razlike upucuju na mogucnost primjene Li u razlikovanju

zemljopisnoga podrijetla vina.

Prijelazni metal molibden je osim u hrvatskim (Fiket i sur., 2011), takoder analiziran u
vinima mnogih drugih zemalja u svrhu utvrdivanja zemljopisnoga podrijetla (Fan i sur., 2018;
Cugnetto i sur., 2014; Ivanova-Petropulos i sur., 2013; Gonzalvez i sur., 2009). Tako je
primjerice u makedonskim vinima naden do najvise 4,4 ng/L (Ivanova-Petropulos i sur., 2013),
u talijanskim vinima od 30 do 140 ug/L (Cugnetto i sur., 2014), a u Spanjolskim vinima do
0,052 pg/L (Gonzalvez i sur., 2009). Molibdena je u ovome istrazivanju izmjereno u rasponu
od 0,1 do 11,0 pg/L (sr. vr. 4,3 pg/L) (Tablica 9). Ova varijablinost u koncentracijama
molibdena ukazuje na veliki potencijal primjene ovoga elementa kao obiljezivaca zemljopisnog

podrijetla.

5.3 Utjecaj boje vina, godine berbe, nacina proizvodnje te zemljopisnoga
podrijetla na odredivane elemente te omjere stabilnih izotopa ugljika i
kisika.

U Tablici 10. prikazani su omjeri stabilnih izotopa ugljika i kisika te koncentracije
elemenata u ispitivanim uzorcima vina (n = 190) izraZeni obzirom na boju vina. Dobiveni
rezultati su obradeni ANOVA-om, a razlic¢ita slova (A, B) u istom retku oznacavaju statisticki
razli¢ite rezultate prema post hoc Tukey testu. ANOVA je pokazala da postoje signifikantne
razlike izmedu bijelih i crnih vina obzirom na sljedeée mjerne veli¢ine: 880, §*3C, B, Ca, Fe,
K, Mg, Na, Pb, Rb, Sni V. Za sve je ovdje navedene mjerne veli¢ine ustanovljen znacajno visi
udio u crnim vinima nego u bijelima, osim za kalcij.

Srednja vrijednost 880 je u crnim vinima bila 2,5 %o, a u bijelima -5,30 % VSMOW,
dok je za 8*3C dobiveno -26,67 %o za crna i -30,28 %o V-PDB za bijela vina. Uzrok statisticki
znacajno visih omjera stabilnih izotopa kisika i ugljika zabiljezenih u crnim vinima u odnosu
na bijele moze se potraziti u utjecaju zemljopisnoga podrijetla, buduéi da je medu uzorcima
primorskoga podrucja vec¢i udio crnih, a kontinentalnoga bijelih vina. Ovaj se utjecaj moze
primijetiti i za elemente B, Ca, K, Na, Pb, Rb i Sn u kojima su dobivene statisticki znacajne
razlike u koncentracijama obzirom i na boju i na zemljopisno podrijetlo (Tablica 13), dok su za

Fe, Mg iV dobivene statisti¢ki znacajne razlike u pogledu boje, ali ne i zemljopisnog podrijetla.
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Stoga bi se u slucaju potonja tri elementa moglo govoriti samo o utjecaju boje vina, odnosno s
istom povezane tehnologije proizvodnje, dok za sve ostale mjerne veli¢ine s utvrdenim
statisticki znacajnim razlikama nije moguce izolirati uzrok. Dobivene razlike u ovdje mjerenim
elementima su vjerojatno, osim osobitostima pojedinih bijelih i crnih sorti, uzrokovane i
razlikom u tehnologiji proizvodnje crnih i bijelih vina, odnosno fazom maceracije kod
proizvodnje crnih vina kojom se omogucuje dulji kontakt mosta s pokozicom i sjemenkama, a
time i1 bolja ekstrakcija elemenata iz ovih dijelova bobice. Vazno je napomenuti da su crna
autenti¢na vina proizvedena bez maceracije te se utjecaj boje vina ne moze jednoznacno
tumaciti.

Poznato je da raspodjela Ca, Fe, K, Mg i Na u bobici grozda nije homogena. Primjerice,
pulpa bobice bogatija je kalijem i natrijem od sjemenki i pokozice, koje su bogatije kalcijem i
magnezijem (Curvelo-Garcia, 1988). Prema Ribereau-Gayonu (2000) kalija u vinu ima vise u
crnim nego u bijelim vinima, §to se objaSnjava sposobnos¢u fenola da inhibiraju talozenje
kalijeva ditaratarata. U ovome su istrazivanju koncentracije K bile statisticki znacajno vise U
crnim (sr. vr. 906 mg/L) nego u bijelim vinima (sr. vr. 720 mg/L), §to se podudara s prethodnim
istrazivanjima hrvatskih (Leder i sur., 2015) i srpskih vina (Purdi¢ i sur., 2017).

Fermentacija moSta uz prisustvo pokozice grozda imala je utjecaja na koncentracije
magnezija i bora, kojih je takoder bilo statisticki zna¢ajno vise u crnim nego u bijelim vinima,
Sto je u skladu s literaturnim podacima (Ptotka-Wasylka i sur., 2018; PBurdic i sur., 2017; Leder
i sur., 2015; Gremaud i sur., 2004).

U ovome je istrazivanju jedino za kalcij pronadena statisticki visa koncentracija u
bijelim vinima (89,3 mg/L) nego u crnima, $to se podudara s rezultatima koje su objavili Leder
i suradnici (2015), iako je o¢ekivana obrnuta situacija obzirom da je kalcija, kao i magnezija,
vise u sjemenkama i pokozici grozda nego u pulpi (Curvelo-Garcia, 1988). Medutim, magnezija
je izmjereno statisticki znacajno viSe 1 u vinima kontinentalnoga podruc¢ja nego u onima iz
primorja, tako da je uzrok ove razlike vjerojatno u utjecaju zemljopisnogaa podrijetla. Ovaj je
utjecaj vjerojatno dominantan i u pogledu statisticki znacajne razlike u koncentracijama Na,
kojega je nadeno viSe u crnim nego u bijelim vinima, ali i takoder viSe u primorskim nego u
kontinentalnim vinima.

Pokozica bobice grozda posebno je bogata Zeljezom, pa su tako crna vina zbog
fermentacije masulja uz prisustvo pokozice grozda bogatija Zeljezom od bijelih (Riganakos i
Veltsistas, 2003; Curvelo-Garcia, 1988), sto je i ovdje primije¢eno, s koncentracijama zeljeza
statistiCki znac¢ajno ve¢im u crnim (sr. vr. 2,28 mg/L) nego u bijelim vinima (sr. vr. 1,70 mg/L),
kao i kod Leder i suradnika (2015).
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Olova ima vis$e u sjemenkama nego u pulpi (Teissedre i sur., 1994) te ga je sukladno
tome ovdje u crnim vinima dobiveno u vi§im koncentracijama (35,8 pug/L) nego u bijelim (26,9
ug/L), kao §to je to objavljeno i u radovima Durdi¢ i suradnika (2017) te Leder i suradnika
(2015).

Koncentracije rubidija i kositra bile su takoder statisticki zna¢ajno vise u crnim nego u
bijelim vinima, $to je usporedivo s drugim istrazivanjima (Ptotka-Wasylka i sur., 2018; Purdi¢
i sur., 2017; Aydin i sur., 2010; Gremaud i sur., 2004), ali takoder uz napomenu da je isti trend
dobiven i u primorskim u odnosu na kontinentalna vina.

U pogledu vanadija je kao i u istrazivanju francuskih i kalifornijskih vina (Teissédret i
sur., 1998) koncentracija bila visa u crnim nego u bijelim vinima, dok je kod vina iz Bosne i

Hercegovine te Srbije bilo obrnuto (Blesi¢ i sur., 2017; Purdic i sur., 2017).

U Tablici 11. prikazani su omjeri stabilnih izotopa ugljika i kisika i koncentracije
elemenata u ispitivanim uzorcima vina (n = 190) izrazeni s obzirom na godinu berbe. Dobiveni
rezultati su obradeni ANOVA-om, a razlicita slova (A, B) u istom retku oznacavaju statistic¢ki

razliCite rezultate prema post hoc Tukey testu.

ANOVA je pokazala da postoje signifikantne razlike izmedu dviju godina berbi (2015.
12016.) obzirom na sljedece mjerne velicine: 5180, 83C, Ca, Cd, Co, Cr, Mo, Pb i Sn.

Sorte grozda koje se mogu uzgajati u odredenoj regiji i ukupna kvaliteta vina uvjetovani
su op¢im Klimatskim prilikama, dok klimatska varijabilnost odreduje kvalitetu vina od berbe
do berbe. Mnogi pojedina¢ni vremenski 1 klimatski ¢cimbenici mogu utjecati na rast grozda 1
kvalitetu vina, poput sun¢evog zracenja, akumulacije topline, ekstremnih temperatura, oborina,
vjetra te ekstremnih vremenskih dogadaja poput tuce. Za dozrijevanje grozda do optimalne
razine Secera, kiselina i aroma za dobivanje vina dobre kvalitete klju¢ni su aspekti duljina
vegetacije i temperatura (Jones i sur., 2005).

Prema podacima Drzavnog hidrometeoroloskog zavoda (DHZ, 2015; DHZ, 2016)
srednje godisnje temperature zraka za 2015. i 2016. godinu na podru¢ju Hrvatske bile su iznad
viSegodiSnjeg prosjeka (1961. - 1990.). Za obje promatrane godine su toplinske prilike u
Hrvatskoj opisane dominantnom kategorijom ekstremno toplo. Analiza godi$njih koli¢ina
oborine koje su izrazene u postotcima (%) visegodiSnjeg prosjeka (1961. - 1990.) pokazala je
da je u 2015. godini u Hrvatskoj na veéem broju analiziranih postaja oborine bilo manje od
prosjeka, dok je nasuprot tome, u 2016. godini u Hrvatskoj koli¢ina oborine bila viSa od
prosjeka. Za 2015. godinu se u kategoriji kiSno nalazio dio srednjeg i juznog Jadrana te Sire
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podrucje Karlovca 1 Siska dok je susno i ekstremno susno bilo na pojedinim dijelovima
sjevernog Jadrana. Preostali dio Hrvatske svrstan je u dominantnu kategoriju normalno. Za
2016. godinu se u kategoriji kisno nalazilo Sire podrucje Siska, dio isto¢ne Hrvatske, Sire
podruc¢je Gospic¢a i Ogulina te dio sjevernog Jadrana. Dio Istre i Kvarnera bio je svrstan u
kategoriju vrlo kisno, dok se dio srednjeg 1 juznog Jadrana nalazio u kategoriji susno. Preostali

dio Hrvatske svrstan je u kategoriju normalno.

Vrijednosti &80 u vodi vina bile su u prosjeku za 1 %o pozitivnije u 2015. godini nego
u 2016., $to se moze objasniti ve¢om koli¢inom oborine cijele 2016. godine, a osobito za
vrijeme berbe. U rujnu 2016. prosjecno je bilo 152 mm oborine, (DHZ, 2016), a u rujnu 2015.
godine prosjecno 88 mm (DHZ, 2015). Sli¢an utjecaj koli¢ine oborine na vrijednosti omjera

5180 objavili su Christoph i sur. (2006) i Dutra i sur. (2013).

Na varijacije vrijednosti omjera §*C mogu takoder znacajno utjecati uvjeti uzgoja
vinove loze (Farquhar i sur., 1989). Konkretno, radi se o potrosnji CO; iz foto-respiracije u
biljci koja reagira na deficit vode zatvaranjem stoma (Gilbert i sur., 2011). Ovim je rezultatima
pokazan i1 doprinos sezonskih meteoroloskih prilika koje utjeCu na dostupnost pojedinih
elemenata i njihov unos u biljku (Camin i sur., 2015; Charlton i sur., 2010), pa su tako Ca i Sn
nadeni u znacajnije vis§im koncentracijama u uzorcima berbe 2016. nego 2015., a obrnuto je
utvrdeno za Cd, Co, Cr, Mo i Pb.

Tehnoloski postupci proizvodnje vina se u veéoj ili manjoj mjeri razlikuju od
proizvodaca do proizvodaca vina, Sto moZze utjecati na udio pojedinih sastojaka vina i njegovu
kona¢nu kvalitetu. U radu su razmatrane dvije kategorije vina: autenticna vina, proizvedena
mikrovinifikacijom prema EU propisima (Uredba EU 2018/274) namijenjena EU izotopnoj
bazi podataka za vina (78 uzoraka). Druga kategorija su konvencionalno proizvedena vina (112
uzoraka) iz vinorodnih podru¢ja RH prikupljena nakon provedbe postupka stavljanja na trziste
u HAPIH-CVVU. U Tablici 12. prikazani su omijeri stabilnih izotopa ugljika i kisika te
koncentracije elemenata u ispitivanim uzorcima vina (n = 190) izraZeni s obzirom na nacin
proizvodnje uzoraka: autenti¢ni uzorci (A) i konvencionalno proizvedeni uzorci (C).

ANOVA je pokazala da postoji statisticki znacajan utjecaj nacina proizvodnje na
veli¢ine: 8'80, Al, B, Ca, Fe, Mg, Na, Pb, Sr i V, §to je u pogledu elemenata vjerojatno
uzrokovano odredenim agrotehnickim i1 enoloskim postupcima (npr. primjena bentonita,
dijatomejske zemlje itd.) koji su primijenjeni kod konvencionalno proizvedenih uzoraka, a kod

mikrovinificiranih nisu, a takoder i razlikom u veli¢ini uzorka (proizvodnja autenti¢nih uzoraka
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od 25 kg grozda) te nehomogenom raspodjelom Ca, Fe, K, Mg, Na i Pb u bobici grodza
(Curvelo-Garcia, 1988; Teissedre i sur., 1994).

Christoph i suradnici (2015) objavili su tipi¢ne varijacije omjera stabilnih izotopa u vodi
1 etanolu vina iz vinogradarskih zona srednje i juzne Europe, prema kojima su najnize
vrijednosti $*80 — 4,00, odnosno -1,00 %o VSMOW. U tom bi se smislu ispod navedene granice
od -4,00 %, VSMOW nalazi i dio konvencionalno proizvedenih uzoraka kojima je izmjeren
raspon 580 od -7,28 do 7,20 % VSMOW.

Odstupanja u vrijednosti 6%0 mogu upudéivati na pogresno deklariranje
konvencionalnih uzoraka obzirom na zemljopisno podrijetlo i godinu berbe ili moguénost
dodatka vode. Da bi se ustanovila takva vrsta patvorenja potrebno je provesti Sire ispitivanje
izotopnih omjera, ukljucujué¢i omjere izotopa ugljika i vodika (Christoph i sur., 2003),
usmjereno na specifiéno podru¢je u kojem je upitno vino proizvedeno. Bez obzira na to,
intenzivno ¢e se kiSno razdoblje tijekom berbe takoder odraziti na omjere ovih izotopa
(Christoph i sur., 2006) te je stoga u procjenu autenticnosti potrebno uzeti u obzir i klimatske
prilike za promatranu godinu berbe.

U ovome su istrazivanju izmjerene statisticki znac¢ajno viSe koncentracije B, Ca, Mg, Sr
i V u konvencionalno proizvedenim uzorcima nego u autenti¢nim, dok je obrnuto bilo za Fe,
Na i Pb. Ove razlike su vjerojatno uzrokovane utjecajem nacina proizvodnje, ali ne smije se
zanemariti 1 ovdje inkorporiran doprinos nacina proizvodnje autenti¢nih vina crnih sorti (bez

maceracije).

U Tablici 13. prikazani su omjeri stabilnih izotopa ugljika i kisika i koncentracije
elemenata u ispitivanim uzorcima vina izraZzeni s obzirom na zemljopisna podrudja:
kontinentalna i primorska Hrvatska.

ANOVA je omogudila razlikovanje ova dva podru¢ja pomocu sljede¢ih mjernih
veli¢ina: 5120, 81°C, Al, B, Ca, K, Li, Na, Pb, Rb, i Sn. Uzorci vina iz kontinentalnih vinograda
pokazali su znacajno niZe srednje vrijednosti omjera izotopa kisika i ugljika (sr. vr. 5!80: -0.22
%0 VSMOW; §'3C: -28,31 %o V-PDB) u odnosu na vinograde iz primorske Hrvatske (sr. vr.
5180: 4.09 %o VSMOW; §3C: -26,29 %o V-PDB). Ove vrijednosti $*30 i §'°C se uklapaju u
prethodno objavljene vrijednosti za vina srednje i juzne Europe (Christoph i sur., 2015) i za
hrvatska vina iz berbi od 1999. do 2001. (Christoph i sur., 2004). lzuzetak su prosjecne
vrijednosti 5'3C iz vina primorskog podruéja, koje su bile nize od vrijednosti kod vina koje su

ispitivali Christoph i suradnici (2004).
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Dvojni geografski polozaj Hrvatske, koja je istodobno i srednjoeuropska 1 sredozemna
zemlja, uvelike objasnjava razliitosti rezultata dobivenih u uzorcima iz pojedinih podrucja.
Ove se razlike mogu objasniti i specifi¢nim klimatskim uvjetima svakog pojedinog podrucja,
kao Sto su temperatura, vlaga i meteoroloski uvijeti.

Uzorci iz primorskih hrvatskih vinograda sadrzavali su znacajno vise Al, B, K, Na, Pb,
Rb i Sn od onih iz kontinentalnih vinograda. Vrijednosti Na bile su gotovo dvostruko veée u
primorskom (sr. vr. 20,8 mg/L) nego u kontinentalnom podruéju (sr. vr. 10,6 mg/L) $to je i
oc¢ekivano zbog utjecaja blizine Jadranskog mora. Suprotno tome, kontinentalni vinogradi bili
su karakterizirani zna¢ajno visim srednjim vrijednostima Ca (89,3 mg/L) i Li (5,2 ng/L) nego
primorski vinogradi (77,5 mg/L Cai 3,6 ug/L Li). U znanstvenoj literaturi su za razlikovanje
vina prema zemljopisnom podrijetlu takoder kao znacajni ustanovljeni ovdje navedeni elementi
u razli¢itim kombinacijama (Fan i sur., 2018; Kokkinofta i sur., 2017; Dinca i sur., 2016; Leder
i sur., 2015; Geana i sur., 2014; Coetzee i sur., 2014; Geana i sur., 2013; lvanova-Petropulos i
sur., 2013; Galgano i sur., 2008).

U Tablici 14. prikazani su omjeri stabilnih izotopa ugljika i kisika i koncentracije
elemenata u ispitivanim uzorcima vina izrazeni s obzirom na vinogradarske zone u Hrvatskoj
(B, CliCll).

ANOVA je omoguéila razlikovanje ove tri zone pomoéu: 5'80, §13C, Al, B, Ba, Ca, K,
Li, Mg, Mn, Na, Rb, i Sn.

Pokazalo se da su vrijednosti omjera izotopa kisika statisti¢ki znac¢ajno razli¢ite u sve
tri promatrane zone (B: sr. vr. -0,61 % VSMOW:; CI: 0,51 % VSMOW; CII: 4,09 %0 VSMOW).

Za zonu ClI karakteristiéne su znacajno vise vrijednosti 8*3C (sr. vr. - 26,29 %o V-PDB)
u odnosu na dvije kontinentalne zone (B: sr. vr. -28,38 %o V-PDB i CI: sr. vr. -28,20 %0 V-
PDB).

Vrijednosti kalija pratile su isti trend sa znac¢ajno vis§im koncentracijama u zoni CII (sr.
vr. 889 mg/L) nego u B i CI (sr. vr. 730 mg/L u obje), a tako je i za Na (CII: sr. vr. 20,8 mg/L,
B: 10,7 mg/L, CI: 10,2 mg/L), Rb (CIlI: sr. vr. 1,22 mg/L, B: 1,05 mg/L, CI: 0,88 mg/L) i Sn
(CIL sr. vr. 66,3 ng/L, B: 46,8 ng/L, CI: 51,6 pg/L).

Osim omjera izotopa ugljika i kisika, znacajne razlike opazene su za elemente Mg i Mn
za razlikovanje kontinentalnih zona B 1 CI. Zonu B karakteriziraju nize koncentracije Mg (sr.
vr. 76,8 mg/L) od zone CI (sr. vr. 85,4 mg/L), a takoder i nize koncentracije Mn (B: sr. vr. 0,92
mg/L, CI: sr. vr. 1,19 mg/L).
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U pogledu razlikovanja primorske zone CII od kontinentalne zone B, znacajne su iste
mjerne veliine kao i za cijelo kontinentalno i primorsko podrudje, uz izuzetak Pb i dodatak
Mg, ¢ija je koncentracija bila znacajno niza u zoni B (sr. vr. 76,8 mg/L) nego CII (sr. vr. 83,9
mg/L).

Razlikovanje kontinentalne zone CI u odnosu na primorsku zonu CII postignuto je jos i
ovim elementima: B, Ba, Li i Mn. Vrijednosti dobivene za B bile su zna¢ajno vise u zoni CII
(sr.vr. 3,60 mg/L) nego u CI (sr. vr. 2,36 mg/L). Uoceno je da element Ba ima znacajno razlicite
koncentracije izmedu zona CI 1 CII.

Vrijednosti litija bile su znacajno vise u zoni CI (sr. vr. 6,0 pg/L) nego u CII (sr. vr. 3,6
pg/L), a takoder i za Mn (CI: sr. vr. 1,19 mg/L, CIlI: sr. vr. 0,87 mg/L). B, Ba, Li i Mn su se
pokazali znacajni i u razlikovanju zemljopisnoga podrijetla juznoafrickih (Coetzee i sur., 2014),
rumunjskih (Dinca i sur., 2016), argentinskih (Fabani i sur., 2010), makedonskih (lvanova-
Petropulos i sur., 2013) ciparskih (Kokkinofta i sur., 2017) i hrvatskih vina (Leder i sur., 2015).

U Tablici 15. prikazani su omjeri stabilnih izotopa ugljika i kisika i koncentracije
elemenata u ispitivanim uzorcima vina izrazeni s obzirom na Cetiri vinogradarske regije:
SrediS$nja bregovita Hrvatska, Slavonija i hrvatsko Podunavlje, Hrvatska Istra i Kvarner i

Dalmacija.

ANOVA je omoguéila razlikovanje regija pomocu ovih mjernih veli¢ina: 620, §°C, B,
Ba, Ca, Co, K, Li, Mg, Mn, Na, Rb, Sni V. Pokazalo se da su vrijednosti omjera izotopa Kisika

statistiCki znaCajno razli¢ite u sve Cetiri promatrane regije.

Utvrdeno je da se vrijednosti §'80 statisti¢ki znacajno razlikuju u sve Getiri promatrane
vinogradarske regije. U Sredisnjoj bregovitoj Hrvatskoj zabiljezene su najnize vrijednosti 520
(sr. vr. -0,61 %0 VSMOW), zatim redom u Slavoniji i hrvatskom Podunavlju (sr. vr. 0,51 %o
VSMOW), Hrvatskoj Istri i Kvarneru (sr. vr. 3,55 %0 VSMOW) te Dalmaciji (sr. vr. 4,09 %o
VSMOW).

Vrijednosti §**C omogudile su razlikovanje dvije primorske regije, Hrvatske Istre i
Kvarnera (sr. vr. -26,85 %o V-PDB) u odnosu na Dalmaciju (sr. vr. -25,90 %o V-PDB) te obje
navedene regije prema kontinentalnim regijama, Sredi$njoj bregovitoj Hrvatskoj (sr. vr. -28,38

%0 V-PDB) i Slavoniji i hrvatskom Podunavlju (sr. vr. -28,20 %o V-PDB).
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Kod elemenata bora i kalija znac¢ajno se razlikuju obje kontinentalne regije u odnosu na
obje primorske, a kod barija je utvrdena statistiCki znacajna razlika izmedu Slavonije i

hrvatskog Podunavlja (sr. vr. 0,12 mg/L) i Dalmacije (sr. vr. 0,09 mg/L).

Kalcij je omoguéio razlikovanje dviju primorskih regija u kojima su zabiljezene
znacajno nize vrijednosti (sr. vr. 78,1 mg/L i 77,1 mg/L) nego u Sredi$njoj bregovitoj Hrvatskoj
(sr.vr. 92,1 mg/L). Kod kobalta su zabiljeZene znacajno najvise vrijednosti u vinima Hrvatske
Istre i Kvarnera (8,3 pug/L), $to omogucava njeno razlikovanje od ostale tri vinogradarske regije
u kojima je kobalta zabiljezeno prosje¢no 4,9 ug/L, 5,5 ng/L i 5,8 pg/L. Ova dva elementa su
se pokazala znac¢ajnima za razlikovanje zemljopisnoga podrijetla i u drugim istrazivanjima (Fan
i sur., 2018; Dinca i sur., 2016; Leder i sur., 2015).

Ustanovljene su znacajne razlike izmedu vrijednosti dobivenih za litij u dvije primorske
regije (3,6 mg/L) u odnosu na kontinentalnu regiju Slavonija i hrvatsko Podunavlje (6,0 mg/L),
Sto se moze usporediti s rezultatima Kruzlicove i suradnika (2013) koji su objavili da se pomoc¢u

litija mogu razlikovati uzorci vina iz Slavonije, Istre i Vojvodine.

Vrijednosti magnezija su se znacajno razlikovale u SrediSnjoj bregovitoj Hrvatskoj
(76,8 mg/L) i Dalmaciji (87,1 mg/L).

Izmjerene vrijednosti mangana u Dalmaciji znacajno su nize (0,71 mg/L) od onih u
Hrvatskoj Istri i Kvarneru (1,09 mg/L) te Slavoniji i hrvatskom Podunavlju (1,19 mg/L). U
Sredis$njoj bregovitoj Hrvatskoj (0,92 mg/L) se vrijednosti Mn statisticki zna¢ajno razlikuju od

onih u Slavoniji i hrvatskom Podunavlju (1,19 mg/L).

Udio natrija je bio dvostruko nizi u obje kontinentalne regije (10-11 mg/L) u odnosu na
udio zabiljeZzen u vinima Hrvatske Istre i Kvarnera, (22,9 mg/L) §to je omogucilo i njihovo

medusobno razlikovanje.

Obzirom na udio rubidija, Slavonija i hrvatsko Podunavlje (0,88 mg/L) razlikuje se od
obje primorske regije (1,22 i 1,23 mg/L), dok se obzirom na vrijednosti kositra obje
kontinentalne regije (41,8 1 51,6 mg/L) znacajno razlikuju od Dalmacije u kojoj su zabiljezene

najvise vrijednosti (71,6 mg/L).

Vanadij je omogucio znacajno razlikovanje vina SrediSnje bregovite Hrvatske (80
mg/L) i Dalmacije (88,6 mg/L), a njegov utjecaj je takoder istaknut kod utvrdivanja
zemljopisnoga podrijetla rumunjskih (Dinca i sur., 2016; Geana i sur., 2013) i talijanskih vina
(Galgano i sur., 2008).
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U Tablici 16. prikazani su omjeri stabilnih izotopa ugljika i kisika i koncentracije
elemenata u ispitivanim uzorcima vina izrazeni s obzirom na dvanaest zasticenih oznaka

izvornosti.

Rezultati su obradeni ANOVA-om i post hoc Tukey testom za osam ZOl, u kojima je
broj uzoraka bio > 10. Kao i kod prethodnih promatranih parametara, omjer stabilnih izotopa
kisika 880 pokazao se nakon provedene ANOVA-a i post hoc testa kao mjerna veli¢ina s

najve¢om snagom razlikovanja obzirom na promatrane ZOI.

Medutim, zapaZena je veca sposobnost razlikovanja pojedinih ZOI ukoliko oni ne
pripadaju istom podrucju, regiji ili zoni, dok promatrani ZOI unutar istih zona nisu pokazali
statisticki znacajne razlike. Tako se primjerice ZOl Zagorje-Medimurje iz kontinentalne zone
B (5180 =-1,22 %0 VSMOW) znacajno razlikuje od &etiri ZOI, od kojih su dva u kontinentalnoj
zoni CI (Slavonija s 50 = 0,47 %0 VSMOW i Hrvatsko Podunavlje s 50 = 0,60 %o VSMOW
u), a dva u primorskom podruéju, odnosno zoni CII (Hrvatska Istra s 'O = 3,29 %o VSMOW
i Srednja i juzna Dalmacija s 680 = 4,38 % VSMOW). Vrijednosti 880 &etiri ZOl iz regije
Sredis$nja bregovita Hrvatska, zona B (Moslavina, PleSivica, Prigorje-Bilogora i Zagorje-
Medimurje; sr. vr. 0 od -1,22 do 0,23 %0 VSMOW) medusobno se ne razlikuju, ali se
znacajno razlikuju od promatranih primorskih ZOI, zona CII (Hrvatska Istra i Srednja i juzna
Dalmacija), koji se opet statisticki znacajno razlikuju i od ZOI iz kontinentalne zone CI

(Slavonija i Hrvatsko Podnavlje).

Obzirom na omjere stabilnih izotopa ugljika §*C, moguée je razlikovati kontinentalne
ZOl u odnosu na primorske, uz izuzetak Moslavine (8*C = -28,05 V-PDB) kod koje nisu
zabiljezene znadajne razlike u odnosu na Hrvatsku Istru (8'3C = -27,06 V-PDB). lzmjerene
vrijednosti 313C svih promatranih ZOI iz kontinentalnog podru¢ja, bez obzira na vinogradarsku
zonu, medusobno se ne razlikuju. Nasuprot tome, unutar primorske zone CII znacajno se
razlikuje Hrvatska Istra od Srednje i juzne Dalmacije, koja se takoder znacajno razlikuje od

svih ostalih promatranih ZOI i ima najvisu izmjerenu srednju vrijednost 83C (-26,00 V-PDB).

U pogledu elementa aluminija postignuto je razlikovanje jedino ZOI Plesivice (0,38
mg/L) i Hrvatske Istre (0,80 mg/L). Ovaj je rezultat u skladu s istrazivanjem Kruzlicove i
suradnika (2013) koji su utvrdili da se s obzirom na udio Al znacajno razlikuju vina iz Slavonije,

Istre i Vojvodine.
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Izmjerene koncentracije bora omogucile su zna¢ajno medusobno razlikovanje dva ZOI
iz iste kontinentalne regije, odnosno zone CI: Slavonija sa 1,84 mg/L i Hrvatsko Podunavlje sa
3,52 mg/L. ZOlI Slavonija se znacajno razlikuje i od tri ZOl iz zone B (Zagorje-Medimurje,
Plesivica 1 Moslavina) i dva ZOI iz zone CII (Srednja i juzna Dalmacija 1 Hrvatska Istra).
Izmedu ZOI unutar zone CII nisu zabiljezene znacCajne razlike obzirom na sadrzaj B, ali je
moguce razlikovati ZOI Hrvatska Istra (3,99 mg/L) od Cetiri kontinentalna ZOI-a: Slavonija iz
zone CI te Plesivica, Prigorje-Bilogora i Zagorje-Medimurje iz zone B, u kojima su srednje
vrijednosti koncentracija B iznosile od 1,84 do 3,12 mg/L. lzmedu ZOI koji pripadaju
kontinentalnim zonama (B i CI) utvrdeno je da se ZOI Slavonija (1,84 mg/L) iz zone ClI,
znacajno razlikuje od Moslavine (3,37 mg/L), Plesivice (3,12 mg/L) i Zagorja-Medimurja (2,74

mg/L) iz zone B.

U pogledu sadrzaja barija, postignuto je razlikovanje Slavonije (zona Cl, 0,14 mg/L) od
Srednje i juzne Dalmacije (zona CII, 0,09 mg/L), dok izmedu ostalih ZOI nije utvrdena znacajna

razlika.

Prema vrijednostima dobivenim za udio Kkalcija u ispitivanim uzorcima, pokazalo se da
se znacajno razlikuju samo vina iz ZOlI Slavonija (zona Cl, 77,9 mg/L) i ZOl Moslavina (102,0

mg/L) i Plesivica (96,9 mg/L) iz zone B, dok u usporedbi s ostalim ZOI nema znacajnih razlika.

Prema udjelu kobalta znacajno se medusobno razlikuju vina iz Hrvatske Istre (8,5 pg/L)

1 Srednje 1 juzne Dalmacije (4,6 ng/L), medutim nije utvrdena razlika u odnosu na ostale ZOI.

Obzirom na koncentracije kalija zapazene su znacajne razlike ZOI Srednja i juzna
Dalmacija (zona ClII; 928 mg/L) od tri promatrana kontinentalna ZOI, Plesivica (719 mg/L) i
Prigorje-Bilogora (658 mg/L) iz zone B te Slavonija (zona Cl; 730 mg/L). Moguce je jos

razlikovati i Prigorje-Bilogoru u odnosu na Hrvatsku Istru (857 mg/L).

Litija je nadeno u najvisoj koncentraciji u Slavoniji (sr. vr. 6,2 pug/L), §to se zna¢ajno
razlikuje od vrijednosti u Hrvatskoj Istri (sr. vr. 3,6 pg/L) i Srednjoj i juznoj Dalmaciji (sr. vr.
3,2 pg/L). U istrazivanju Kruzlicove 1 suradnika (2013) istaknuti su takoder Ba i Li u
razlikovanju Slavonije od ostalih promatranih regija podrijetla (Istra i Vojvodina). Izmedu vina

s ostalim ZOI nisu utvrdene statisti¢ki znacajne razlike.

Najvisa prosje¢na koncentracija magnezija dobivena je za vina iz Hrvatskog Podunavlja
(sr. vr. 98,8 mg/L), pa se tako znac¢ajno medusobno razlikuju Hrvatsko Podunavlje i Slavonija

(sr. vr. 79,4 mg/L) unutar zone CI te Hrvatsko Podunavlje u odnosu na PleSivicu (sr. vr. 72,1
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mg/L) i Prigorje-Bilogoru (sr. vr. 73,3 mg/L) iz zone B te Hrvatsko Podunavlje u odnosu na
Hrvatsku Istru (zona Cll; 79,9 mg/L). Zapazeno je i znacajno razlikovanje ZOI Srednja i juzna

Dalmacija (zona CllI; 89,5 mg/L) od Plesivice i Prigorja-Bilogore (zona B).

U Moslavini i Slavoniji su izmjerene najvise vrijednosti mangana, 1,30 odnosno 1,20
mg/L, $to ova dva ZOI ¢ini znacajno razli¢itima od Srednje i juzne Dalmacije sa 0,71 mg/L

Mn, dok u odnosu na ostale ZOI nije utvrdena znacajna razlika.

Najvisa koncentracija molibdena izmjerena je u ZOIl Zagorje-Medimurje (sr. vr. 5,6
p/L) §to je u odnosu na ZOI Srednja i juzna Dalmacija (sr. vr. 3,6 p/L) statisti¢ki znacajno

razli¢ito, medutim izmedu ostalih promatranih ZOI razlike nisu pronadene.

Prema udjelima natrija moguce je razlikovanje ZOI Slavonije od Hrvatske Istre u kojoj
su izmjerene u najvise srednje vrijednosti (sr. vr. 18,7 mg/L) u ZOI sa n > 10. Medutim, u
Tablici 16. navedene su i puno vise vrijednosti koje su izmjerene u ZOI Hrvatsko primorje (sr.
vr. 42,9 mg/L; n = 5) i Dalmatinska zagora (sr. vr. 40,8 mg/L; n = 7), a koje zbog malog broja
uzoraka nisu obradene Tukey testom. U ova su dva ZOI-a izmjereni takoder i najveéi rasponi
ovoga elementa (14,2 - 86,8 mg/L, odnosno 6,8 - 196,5 mg/L), gdje bi se grani¢ne vrijednosti
mogle smatrati netipi¢nim (,,outlier*) vrijednostima. Uzrok netipi¢nih vrijednosti natrija trebalo

bi potraziti u posebnostima pojedine lokacije.

Vrijednosti rubidija dobivene za vina iz ZOI Hrvatska Istra (sr. vr. 1,31 mg/L) i Srednja
1 juzna Dalmacija (sr. vr. 1,26 mg/L) znacajno se statisticki razlikuju od vrijednosti dobivenih

u Slavoniji (sr. vr. 0,85 mg/L), dok kod ostalih vina nisu zabiljeZene statisticki znacajne razlike.

Obrada rezultata je pokazala i da je s obzirom na udio kositra moguce razlikovanti vina
sa ZOlI Srednja i juzne Dalmacija, u kojoj je izmjerena najvisa srednja vrijednost (75,7 pg/L)
od kontinentalnih ZOl: Plesivica (sr. vr. 35,4 ug/L), Prigorje-Bilogora (sr. vr. 43,9 pg/L),
Zagorje-Medimurje (sr. vr. 49,9 pg/L) i Slavonija (sr. vr. 42,4 pg/L). Unutar kontinentalnog
podrucja zabiljeZene su znacajne razlike vina sa ZOI PleSivica (sr. vr. 35,4 ng/L) u odnosu na

ZOl Moslavina (sr. vr. 70,9 ug/L) i Hrvatsko Podunavlje (sr. vr. 72,0 pg/L).

Najvisa vrijednost za udio vanadija zabiljeZena je u vinima sa ZOI Hrvatsko Podunavlje
(sr. vr. 98,9 pg/L) prema ¢emu se znacajno razlikuje od Slavonije (zona CI; 81,2 pg/L) te od
Plesivice (76,5 pug/L) i Prigorja-Bilogore (76,5 pg/L) iz zone B. Ovaj je element istaknut kao
znacajan za razlikovanje Istre od ostalih promatranih regija podrijetla (Slavonija i Vojvodina)

u istrazivanju Kruzlicove i suradnika (2013). U ovom se istrazivanju takoder pokazalo da se s
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obzirom na udio vanadija Hrvatska Istra (sr. vr. 81,8 pg/L) znacajno razlikuje od Hrvatskog

Podunavlja (sr. vr. 98,9 ng/L).

Statisticka obrada podataka je pokazala da medu vinima iz odabranih ZOI ne postoji

znacajna razlika u udjelima As, Cd, Cr, Cu, Fe, Pb, Sri Zn.

Ovdje razmotrene mjerne veli¢ine takoder su u razli¢itim kombinacijama utvrdene kao
klju¢ni ¢imbenici za utvrdivanje zemljopisnoga podrijetla vina i u drugim istrazivanjima (da
Costa i sur., 2020; Tanabe i sur., 2020; Orellana i sur., 2019; Dinca i sur., 2016; Coetzee i sur.,
2014., Geana i sur., 2016a; Geana i sur., 2016b; Kokkinofta i sur., 2014; Dutra i sur., 2013).
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5.4 Koeficijenti korelacije medu rezultatima mjerenja koncentracija odredivanih
elemenata te omjera stabilnih izotopa ugljika i kisika

Medu ispitivanim elementima i omjerima izotopa provedena je korelacijska analiza
kako bi se ustanovilo postoji li medusobni odnos izmedu ispitivanih parametara te je izraCunat
Pearsonov koeficijent korelacije (Tablica 17) koji mjeri jakost i smjer linearne korelacije.
Koeficijenti korelacije tumaceni su na sljedeé¢i nacin: r < -0,7 / r > 0,7 (jaka negativna /
pozitivna korelacija); -0,7 <r<-0,5/0,5<r<0,7 (umjerena negativna/ pozitivna korelacija);
-0,5<r<-0,3/0,3<r<0,5 (slaba negativna / pozitivna korelacija). Korelacije -0,3 <r<0,3
smatrane su vrlo slabim (Montgomery, 2001). Znacajna korelacija izmedu dvoje ili vise mjernih
elemenata ukazuje na sli¢nu sposobnost ulaska u grozde ili na postojanje istog nacina

dospijevanja u vino (Kment i sur., 2005).

Makroelement magnezij je snazno pozitivno korelirao s vanadijem (r = 0,974, p <0,05)
§to moze biti povezano s oneciS¢enjem okolisa, odnosno nedostatkom istog u specifi¢énim
podru¢jima zemljopisnoga podrijetla uzoraka, bilo Cesticama prirodnog ili antropogenog
podrijetla (Almeida i Vasconcelos, 2003) te s utjecajem boje vina i nafinom proizvodnje,
budu¢i da su ova dva elementa statisticki zna¢ajno prevladavala u crnim vinima, a takoder i u

konvencionalno proizvedenim uzorcima u odnosu na autenti¢ne.

Izmedu omjera stabilnih izotopa kisika 1 ugljika nadena je umjerena pozitivna korelacija
(r=0,697, p <0,05) sto se moze tumaciti utjecajem klime, polozaja vinograda i zemljopisnoga
podrijetla (Camin i sur., 2015; Christoph i sur., 2007).

Statisticki znacajne umjerene pozitivne korelacije nadene su izmedu aluminija i natrija
(r=0,530, p < 0,05), barija i mangana (r = 0,627, p < 0,05), kobalta i molibdena (r = 0,510, p
< 0,05), kobalta i olova (r = 0,588, p < 0,05), kadmija i olova (r = 0,590, p < 0,05) te magnezija
i kositra (r = 0,504, p < 0,05) §to je mogla biti posljedica utjecaja zemljopisnoga podrijetla vina,
geokemije tla, klime, polozaja vinograda, karakteristika loze (starost trsa, sorta), agrotehni¢kih
mjera (uporaba gnojiva, pesticida, herbicida, fungicida, navodnjavanje, zrelost grozda kod
berbe), nac¢ina vinifikacije (postupci maceracije, filtracije, uporaba aditiva) te posuda i pribora
koji se upotrebljava pri proizvodnji, skladistenju i transportu vina (Fan i sur., 2018; Fabani i
sur., 2010; Kment i sur., 2005; Almeida i Vasconcelos, 2003; Seruga i sur., 1998).
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Medu mjernim veli¢inama ispitivanim u ovome istrazivanju nadeno je i mnos$tvo
statisticki znac¢ajnih, ali slabih korelacija (Tablica 17).

Izmedu 580 i Ca je nadena slaba negativna korelacija (-0,37, p < 0,05), razlog koje se
najvjerojatnije nalazi u njihovom suprotstavljenom odnosu izrazenom obzirom na boju vina
(Tablica 10), godinu berbe (Tablica 11) i zemljopisno podrijetlo (Tablica 12). Primjerice, u
primorskoj Hrvatskoj je 830 znaanije visi (sr. vr. 4,09 % VSMOW) nego u kontinentalnoj
Hrvatskoj (sr. vr. -0,22 %0 VSMOW), dok je sa Ca obrnuto, visa je koncentracija u primorskom
podru&ju (sr. vr. 77,5 mg/L ) nego u kontinentalnom (sr. vr. 89,3 mg/L). Na isti su na¢in §*80 i
Ca suprotstavljeni i obzirom na boju vina i nacin proizvodnje.

Statisticki znacajne slabe korelacije nadene su izmedu aluminija s arsenom i kobaltom,
bora s kalijem i rubidijem, barija s litijem, kalcija s magnezijem, stroncijem i vanadijem,
kadmija s kobaltom i molibdenom, kobalta s kromom, litijem, manganom i natrijem, kroma s
molibdenom i olovom, Zzeljeza s olovom, litija s manganom, magnezija sa stroncijem,
molibdena s olovom, natrija sa stroncijem te vanadija s kositrom i stroncijem. Ostale su
korelacije bile vrlo slabe ili ih nije bilo (Tablica 17). U istrazivanju Fiket i suradnika (2011)
takoder je ustanovljena korelacija izmedu Al s As, Li i Pb iako snaznija nego u ovome

istrazivanju, a takoder i izmedu Li i Co, samo umjerena i negativnog predznaka.
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5.5 Analiza glavnih komponenata (PCA) za utvrdivanje sli¢nosti (grupiranja)
hrvatskih vina obzirom na zemljopisno podrijetlo: zemljopisna podrudja,
vinogradarske zone i regije uzgoja te ZOl.

Ispitivanjem hrvatskih vina instrumentalnim tehnikama primijenjenim u ovome
istrazivanju dobiveni su vrlo slozeni i brojni podaci te je stoga bilo nuzno primijeniti
odgovaraju¢e kemometrijske metode za odabir i obradu podataka koji pruzaju najbolju
mogucénost diferencijacije. Jedna od ovdje primijenjenih kemometrijskih metoda koje su
unaprijedile primjenu samih analitickih tehnika detekcije pojedinih analita i postale esencijalni
dio identifikacije vina (Sun i sur., 2021) je i PCA. Ovu su klasi¢nu multivarijatnu metodu u
svojim istrazivanjima autenti¢nosti vina koristili brojni istrazivaci: Orellana i sur. (2019), Fan
i sur. (2018), Kokkinofta i sur. (2017), Di Paola-Naranjo i sur. (2011), Smeyers-Verbeke i sur.
(2009). Analizom glavnih komponenata (PCA) istrazeno je prirodno grupiranje uzoraka
hrvatskih vina ovisno o omjerima stabilnih izotopa kisika i ugljika te koncentracijama makro-
i mikroelemenata.

Osnovu za interpretaciju glavnih komponenata ¢ine svojstveni vektori (Eigenvektor).
Njihove vrijednosti su u prvoj glavnoj komponenti relativno ravnomjerno rasporedene po svim
izvornim varijablama, a u drugoj glavnoj komponenti dolazi do njihove vece disproporcije. To
omogucava izdvajanje izvorne varijable (ili tek nekoliko njih) i pomaZe u objaSnjavanju i
sazimanju ukupne varijabilnosti. Svojstveni vektori imaju pripadajuce svojstvene vrijednosti
(Eigenvalue). Svojstvena vrijednost najvisa je u prvoj komponenti i u svakoj sljede¢oj njena
vrijednost je niza. Suma svih svojstvenih vrijednosti jednaka je ukupnoj varijanci. Ako je veliki
dio varijance (80-90%) protumacen jednom, dvije ili tri glavhe komponente, tada te
komponente mogu zamijeniti pocetnih p varijabli bez veceg gubitka informacija (Montgomery,
2001).

Da bi se reducirao broj varijabli potrebno je pronaci kriterij za zadrzavanje onih varijabli
koje nose najve¢i dio informacija sadrzanih u polaznom sustavu varijabli. Postoji niz kriterija
a neki od njih su (Montgomery, 2001):

« Kaiserov Kkriterij prema kojemu se uzimaju samo one glavne komponente kojima
odgovaraju svojstvene vrijednosti vece od 1;

* Uzimaju se samo one glavne komponente kojima odgovaraju svojstvene vrijednosti vece

od prosjeka svih svojstvenih vrijednosti;
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* uzimaju se samo one glavne komponente koje nose (svaka posebno) unaprijed zadani
dio informacija;

* uzimaju se samo one glavne komponente koje nose odnosno zadrzavaju (ukupno kao
sustav) unaprijed zadani dio informacija;

* broj komponenata se odreduje proizvoljno.

Nakon standardizacije originalnih podataka dobivenih u ovome istrazivanju, prve tri
glavne komponente objasnile su 40,0 % ukupne varijance, od ¢ega je prva glavna komponenta
(engl. PC1 — principal component 1) obuhvatila 15,6 %, druga glavna komponenta (engl. PC2
— principal component 2) 13,6 %, a treca je glavna komponenta (engl. PC2 — principal
component 3) obuhvatila 10,8 % ukupne varijance (Tablica 18). Preostalih 60 % varijabilnosti
rasprseno je izmedu preostale 21 glavne komponente, u padaju¢em postotku pocevsi s Cetvrtom

glavnom komponentom (PC4) koja obuhvaéa samo 7,4 % varijabilnosti.

U Tablici 18. prikazana je ukupna varijabilnost prvih 7 faktora (PC1-PC7) sa svojstvenim
vrijednostima korelacijskog matriksa > 1 i odgovaraju¢im svojstvenim vektorima za sve uzorke
(n = 190) dobivenih analizom glavnih komponenata (PCA). Prema Kasier-Gutmanovom
pravilu (Kaiser, 1961) napravljena je selekcija glavnih komponenti koje ¢e biti uklju¢ene u
daljnjoj analizi. Prema ovom pravilu glavne komponente (F) koje imaju vrijednost vecu od 1

zadrzavaju se u analizi.

PCA model za cijeli skup podataka validiran je segmentiranom krosvalidacijom primjenom
metode sluc¢ajnog odabira na 20 segmenata i s devet uzoraka po segmentu. Znac¢ajnost varijabli
(p-vrijednost) je procjenjena t-testom. Utvrdeno je da je veéina mjernih veli¢ina prema
dobivenim p-vrijednostima statisticki znacajna (p < 0,05) za razlikovanje zemljopisnoga
podrijetla (Tablica 18). Samo Cu i Zn nisu pokazali znacaj niti u jednoj od testiranih glavnih
komponenti (PC1 - PC7). Buduc¢i da je kalibracijski skup (svi uzorci, n = 190) objasnio samo
65 %, a validacijski skup samo 39 % ukupne varijabilnosti za prvih sedam glavnih komponenata
(Tablica 18), zaklju€eno je da je ukupna nesigurnost modela prili¢no velika te je stoga potrebno

primijeniti dodatni statisticki alat multivarijantne analize, GDA.

Budu¢i da su mikrovinificirani uzorci dio hrvatske nacionalne baze izotopa autenti¢nih
vina, PCA je takoder provedena kako bi se vizualizirao ucinak nacina proizvodnje na
pozicioniranje uzoraka na faktorskim ravninama (Slika 6) i kako bi se utvrdilo mogu li se

mikrovinificirana vina koristiti kao reprezentativni skup za ocjenu autenti¢nosti deklariranog

107



DOKTORSKI RAD — Renata Leder 5. Rasprava

zemljopisnoga podrijetla komercijalnih vina (konvencionalno proizvedenih) koristenim
skupom varijabli (stabilni izotopi i elementi). Uz cjelokupni niz podataka, PCA je izvedena i
za mikrovinificirane i komercijalne uzorke odvojeno.

Svojstvene vrijednosti korelacijskog matriksa > 1 (Tablica 19.) pokazale su da se 76%
ukupne varijabilnosti obja$njava s prvih osam ¢imbenika za mikrovinificirane uzorke (n = 78),
a 71% za skup podataka konvencionalno proizvedenih vina (n = 112), odnosno 65 % ukupne
varijance za cjelokupni set podataka (n = 190). Ova se razlika moze objasniti ¢injenicom da
kod mikrovinificiranih uzoraka nema utjecaja elemenata iz proizvodnog procesa, kao §to su to
Al, B, Cu, K, Fe i Mn (Batukaev i sur., 2016; Catarino i sur., 2008; Alvarez i sur., 2007; Kment
i sur., 2005). U ovim je uzorcima razlikovanje zemljopisnoga podrijetla postignuto samo
endogenim mjernim veli¢inama koji prirodno dospijevaju u vino, kao §to su to stabilni izotopi
(Camin i sur., 2015) i elementi Mg i Sr (Fan i sur., 2018; Alvarez i sur., 2007) te prirodni
kontaminanti poput Na (Kment i sur., 2005). Cak je i kod konvencionalno proizvedenih uzoraka
analiziranih zasebno pomo¢u PCA objasnjen veéi udio varijabilnosti (71 %) nego kod
cjelokupnog skupa (65 %) od 190 uzoraka (Tablica 19). Ovo se takoder moze objasniti
utjecajem tehnoloskog postupka koji je manje ili vise sli¢an u svim komercijalnim uzorcima.
Stoga se moze zakljuciti da kombinacija uzoraka razli¢itih vrsta proizvodnje dovodi do manjeg

udjela objasnjene ukupne varijabilnosti.

Na Slici 6A prikazana je projekcija uzoraka autenti¢nih i konvencionalno proizvedenih
uzoraka zajedno s intervalom pouzdanosti od 95%. Priliéno ravnomjerna distribucija
autenti¢nih i konvencionalnih uzoraka na faktorskim ravninama PC1xPC3 ukazuje na isti
ucinak mjernih veli¢ina (stabilnih izotopa i elemenata) na raspodjelu obje vrste uzoraka.
Medutim, moze se primijetiti pozicioniranje tri mikrovinificirana uzorka iz zone CllI i jednog
komercijalnog uzorka iz zone B izvan intervala pouzdanosti od 95%. To bi moglo biti rezultat
specifiénih mikroklimatskih 1 pedoloskih karakteristika pojedinih lokacija vinograda, $to moze
biti potkrijepljeno istrazivanjem hrvatskih vinogradarskih regija (Karoglan i sur., 2018) gdje je
utvrdeno da i zapadne i isto¢ne hrvatske kontinentalne regije imaju raspon od 1.323,9 do
1.652,5 GDD za promatrano klimatolosko razdoblje (1988—2017) i pripadaju Winklerovim
regijama | i 11, odnosno zonama A i B, a ne B i CI. Za primorsku su se Hrvatsku u istom
razdoblju vrijednosti kretale izmedu 1.496,5 i 2.483,5 GDD, $to je Winkler regija Il do V,
odnosno zone B, CI, Cll i Clll, a ne samo CII prema podjeli sukladno vazecoj regulativi
(Uredba (EU) 1308/2013 Dodatak I). Razlog izdvajanja jednog konvencionalnog uzorka iz zone

B trebalo bi detaljnije istraziti, uzimajuci u obzir sve relevantne meteoroloske i vinogradarske
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parametre kao S$to su oborine, datum berbe, sorta grozda te upotrijebiti reprezentativan broj

referentnih uzoraka (Christoph i sur., 2003).

Na Slici 6B prikazana je projekcija 24 varijable (omjeri stabilnih izotopa 80/*%0 i *C/*2C
i koncentracije 22 elementa) na faktorskim ravninama PC1xPC3 zajedno s Hotellingovim T2
elipsama koje predstavljaju 50 odnosno 100% modelirane varijance (r2 = 0.5/1), iz ¢ega se vidi
da najveéi utjecaj na objasnjenu varijabilnost u PC3 imaju varijable 580 i &3C koje su

smjestene izmedu dviju elipsi.

Na Slici 7 prikazana je projekcija uzoraka i varijabli (omjeri stabilnih izotopa 20/*0 i
13C/12C i koncentracije 22 elementa) na faktorske ravnine PC1xPC2 (Slika 7A — uzorci; Slika
7C — varijable) i PC1xPC3 (Slika 7B — uzorci; Slika 7D — varijable) s uzorcima istaknutim
obzirom na vinogradarske regije. Promatrajuci projekciju PC1IXPC2 (Slika 7A) nije moguce
primijetiti razdvajanje uzoraka, dok je razdvajanje uzoraka kontinentalnih regija (Sredi$nja
bregovita Hrvatska, Slavonija i hrvatsko Podunavlje) od primorskih (Hrvatska Istra i Kvarner,
Dalmacija) jasno zamjetno u ravninama PC1xPC3 (Slika 7B).

Sve varijable u faktorskoj ravnini PC1 nalazile su se u pozitivnom podrucju (Slika 7C), a
varijabla s najve¢im doprinosom bio je Co (0,69), dok su Sr, V, Na, Mg, Mn i Al doprinosile
PC1 sa svojstvenim vektorima iznad 0,5. Drugoj glavnoj komponenti (PC2) najvise doprinose
PbiCo(0,6210,52) i pozitivnom dijelu te Sn, Mgi V (-0,65, -0,62 i -0,61, redom) u negativhom
dijelu faktorske ravnine. Najve¢i doprinos u PC3 (Slika 7D) imaju omijeri stabilnih izotopa §'%0

(0,78) i 8'3C (0,74) u pozitivnom dijelu ove faktorske ravnine.

Analiza glavnih komponenata primijenjena je kako bi se utvrdila moguénost klasifikacije
hrvatskih vina s obzirom na zemljopisno podrijetlo od najSire podjele prema najuzoj:
zemljopisna podruéja (Slika 8), vinogradarske zone (Slika 9) i regije (Slika 10) te zasti¢ene
oznake izvornosti (Slika 11).

Trodimenzionalna projekcija svih uzoraka na faktorske ravnine (PC1 x PC2 x PC3)
ukazuje na zadovoljavajuéu separaciju uzoraka obzirom na zemljopisna podruc¢ja, odnosno
kontinentalnu i primorsku Hrvatsku (Slika 8), iako prve tri glavne komponente objasnjavaju
samo 40 % ukupne varijabilnosti. Vina iz kontinentalnog podru¢ja Hrvatske jasno su se
grupirala uglavnom na pozitivnoj strani PC3, dok su vina iz primorske Hrvatske ostala na
negativnoj strani PC3.

Na Slici 9 prikazana je projekcija uzoraka na faktorske ravnine PC1 x PC2 x PC3

razlikovanih s obzirom na vinogradarske zone, gdje su vina iz kontinentalnog dijela Hrvatske
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(zone B i Cl) pozicionirana na pozitivnoj strani PC3, dok su vina iz primorske Hrvatske (zona
ClIl) ostala na negativnoj strani PC3. Medutim, na ovoj projekciji nije moguce jasno medusobno
razlikovati dvije kontinentalne zone B i CI na kojima su uzorci rasporedeni bez grupiranja.
Takoder je i nadalje primjenom PCA od Sire podjele prema uzoj, odnosno preko
vinogradarskih regija (Slika 10) pa do ZOI (Slika 11), bilo sve teze razlikovati uzorke obzirom
na zemljopisnu pripadnost. Ipak je na Slici 7 moguée opaziti odredeno grupiranje uzoraka iz
pojedinih ZOI, kao §to su to Moslavina, PleSivica, Zagorje-Medimurje, Slavonija te Srednja i

juzna Dalmacija, iako se uzorci ZOI-a iz istoga zemljopisnoga podrué¢ja medusobno preklapaju.
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5.6  Opca diskriminantna analiza (GDA) za razlikovanje hrvatskih vina
obzirom na zemljopisno podrijetlo: zemljopisna podrucja, vinogradarske zone i
regije uzgoja te ZOl.

U razvoju modela zemljopisne sljedivosti hrvatskih vina na temelju pokazatelja
anorganskih elemenata i stabilnih izotopa u ovome je radu primijenjena jo$ jedna od klasi¢nih
multivarijatnih kemometrjskih metoda, opéa diskriminantna analiza (GDA) koja se ubraja u
nadzirane metode prepoznavanja uzoraka (Sun i sur., 2021), a u istrazivanjima autenti¢nosti
vina na temelju multielementnog sastava i omjera stabilnih izotopa Kkoristili su je istrazivaci kao
Sto su to primjerice Orellana i sur. (2019), Dinca i sur. (2016) te Dutra i sur. (2013).

GDA analiza je u ovome istrazivanju provedena kako bi se odabrale varijable koje su
najznacajnije pridonijele diskriminaciji izmedu kontinentalnog i primorskog vinorodnog
podrucja Hrvatske, zatim za vinogradarske zone B, CI i CllI te regije (Slavonija i hrvatsko
Podunavlje, SrediSnja bregovita Hrvatska, Hrvatska Istra i Kvarner te Dalmacija) i odabrane
ZOl.

Diskriminantna analiza ima Siroku primjenu u situacijama gdje je primarni Cilj
identifikacija grupe kojoj neki promatrani objekt pripada (Montgomery, 2001), a ovdje je to
pripadnost uzoraka vina odredenom zemljopisnom podru¢ju. Ova metoda ukljucuje i
predvidanje stupnja uspjesnosti klasifikacije objekata u grupe, kao i pronalazenje one varijable
(ili viSe njih) koja najviSe pridonosi klasifikaciji. Pouzdanost diskriminantne analize moZze se
testirati raznim multivarijatnim testovima, a obradi ovdje dobivenih podataka koristen je Wilk's
Lambda (Wilk's 1) test. Najprije su izra¢unati Wilk's Lambda koeficijenti koji predstavljaju
znacaj snage razlikovanja u modelu. Wilk's Lambda vrijednosti mogu biti u rasponu od 1 (nema
klasifikacijskog znacaja) do 0 (savrSeno klasificiranje), Sto upucuje na mogucnost razlikovanja
unaprijed odabranih grupa prema potvrdenim svojstvima. U analizi je Wilk's Lambda
koeficijent izraZen i putem F-vrijednosti, koja je obrnuto proporcionalna ovom koeficijentu, pa
je i razlikovna snaga varijable vece §to je F-vrijednost visa. Za sve varijable kojima je p-
vrijednost manja od odabrane razine pouzdanosti (ovdje je to p < 0,05), mozemo zakljuciti da
odgovarajuc¢a funkcija dobro objasnjava ¢lanstvo u skupini (Montgomery, 2001). Wilk's
Lambda test proveden je na uzorcima hrvatskih vina obzirom na zemljopisno podrijetlo i to za
zemljopisna podrucja, vinogradarske zone, regije i odabrane ZOI (Tablica 20).

U primijenjenim se testovima u pogledu razlikovanja zemljopisnih podrucja
(kontinentalnog i1 primorskog) pokazalo da vjerojatnost greske zakljucivanja o statisti¢koj

Znacajnosti razlike izmedu dva podrucja ne prelazi 5 % za sedam promatranih mjernih veli¢ina.

111



DOKTORSKI RAD — Renata Leder 5. Rasprava

Najznacajniji je bio omjer stabilnih izotopa kisika 8*0 (Wilk's A = 0,594; F = 112,702), pa
zatim Co (Wilk's A = 0,924; F = 13,493), Rb (Wilk's A = 0,945; F = 9,520), K (Wilk's A =
0,947; F = 9,268), Sn (Wilk's A = 0,951; F = 8,489), Li (Wilk's » = 0,960; F = 6,939) i §'°C
(Wilk's L = 0,976; F = 4,087). Preostali elementi nisu pokazali statisticku znacajnost za
klasificiranje uzoraka vina prema zemljopisnim podrué¢jima.

Izracunati Wilk's Lambda koeficijenti s pripadaju¢im F-vrijednostima za varijable
obzirom na vinogradarske zone (B, CI i CII) bili su, kao i za zemljopisna podrucja, najznacajniji
5180 (Wilk's A = 0,573; F = 61,108), Co (Wilk's . = 0,895; F = 9,619), i Rb (Wilk’'s L =0,917;
F =7,449). Zatim su u silaznom redoslijedu slijedili Li (Wilk's A=0,928; F = 6,379), K (Wilk's
A=0,945; F = 4,816) i Sn (Wilk's A = 0,949; F = 4,403).

Wilk's Lambda test je takoder pokazao da je za razlikovanje vinogradarskih regija
(Slavonija i hrvatsko Podunavlje, Sredisnja bregovita Hrvatska, Hrvatska Istra i Kvarner,
Dalmacija) najznacajniji omjer stabilnih izotopa kisika 5'0 (Wilk's A =0,571; F = 12,795), iza
kojega u opadajuc¢em redoslijedu dolaze Sn (Wilk's A=0,741; F =5,931), Fe (Wilk's A = 0,820;
F =3,732), Cu (Wilk's A =0,823; F = 3,658), Cr (Wilk's A = 0,848; F = 3,045) i K (Wilk's A =
0,856; F = 2,866).

Statisticki znacajna klasifikacija uzoraka prema ZOI dobivena je samo za dvije
ispitivane mjerne veli¢ine. I ovdje je najznadajniji bio omjer stabilnih izotopa kisika &80

(Wilk's A = 0,549; F = 4,599) i uz njega Sn (Wilk's A = 0,593; F = 3,847).

Diskriminacija uzoraka je ispitana s obzirom na zemljopisno podrijetlo obradom
rezultata u dvije razine: koristeci sve uzorke (n = 190) kao model i koriste¢i autenti¢ne uzorke
(n = 78) kao model. Kako bi se testirale mogucnosti diskriminacijskog modela u smislu udjela
ispravno Klasificiranih uzoraka, provedena je unakrsna validacija. Cilj je bio verificirati model
procijenjen iz referentnog skupa podataka, ali ne klasificiranjem uzoraka na temelju njih samih.
U tu svrhu je provedena krosvalidacija koristei rezultate autenti¢nih uzoraka kao model
(referentni skup podataka), a rezultate konvencionalno proizvedenih uzoraka kao nepoznate
uzorke kojima treba prema validacijskom modelu odrediti pripadnost obzirom na zemljopisno

podrijetlo.

Klasifikacijska matrica dobivena GDA-om, koja pokazuje udio to¢no klasificiranih
uzoraka (%) u odnosu na definirana zemljopisna podrucja, zone podrijetla, regije uzogija i
odabrane ZOI (dva iz svake regije) prikazana je u Tablici 21. zajedno s rezultatima

krosvalidacije.
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Obradom cijelog skupa podataka (sva vina zajedno) GDA je ispravno Klasificirala 97,9
% uzoraka prema zemljopisnim podruc¢jima, dok je zasebno za autenti¢na vina postignuta
ispravna Klasifikacija za sve uzorke (100,0 %). Koriste¢i autenti¢ne uzorke kao referentni set,

krosvalidacijom je ispravno Klasificirano 84,8 % konvencionalno proizvedenih vina.

Primjenom GDA na uzorke podijeljene obzirom na vinogradarske zone, dobivena je
tocna klasifikacija za ukupno 86,3 % uzoraka cijelog skupa, gdje je u CII zonu tocno
rasporedeno 100 % uzoraka. Diskriminacija je u modelu s autenti¢nim uzorcima bila uspje$na
za 94,9 % uzoraka te takoder smjesta 100,0 % autenti¢nih uzoraka ispravno u zonu CII. U
postupku krosvalidacije je prosje¢no 66,1 % konvencionalnih uzoraka to¢no prepoznato, i to
ponovno najvise u zoni CII (79,4 %), dok je nesto slabija tocnost Klasifikacije u dvjema
kontinentalnim zonama B (67,9 %) i CI (44,0 %). Uzrok ovom slabijem udjelu to¢no
prepoznatih utoraka moze biti u neuskladenostu izmedu sluzbenih granica vinogradarskih zona
(Slika 1, Uredba (EU) 1308/2013 Dodatak I) i stvarnog stanja objavljenog u istrazivanju
Karoglan i suradnika (2018), koji su utvrdili da unutar zone B postoji manje podrucje koje
odgovara Winkler regiji | (zona A) i da Slavonija i hrvatsko Podunavlje spadaju u Winkler
regiju Il, koja je zona B, a ne Cl prema sluzbenom sustavu podjele EU. Ovo takoder moze
objasniti odstupanje nekih uzoraka izvan deklarirane zone i to naro¢ito ako se to uzme u obzir
da je najdominantniji obiljeziva¢ zemljopisnoga podrijetla ustanovljen u ovom istrazivanjem

5180, na koji takoder snazno utje¢e klima (Camin i sur., 2015; Christoph i sur., 2015).

Diskiminacija uzoraka obzirom na vinogradarske regije postignuta je ispravno za
prosjecno 70,0 % uzoraka u modelu sa svim vinima, a 93,6 % u modelu s autenti¢nim uzorcima.
| ovdje je prema modelu 100,0 % autenti¢nih uzoraka iz regije Dalmacija ispravno klasificirano.
Koriste¢i autenticne uzorke kao referentni set, krosvalidacijom je ispravno klasificirano
prosjecno 53,6 % konvencionalno proizvedenih vina, od ¢ega u najvise u Sredisnjoj i bregovitoj

Hrvatskoj (60,4 %).

GDA je provedena i za uzorke podijeljene obzirom na odabranih Sest ZOI i to po dvije
za svaku vinogradarsku zonu te se ukupan skup podataka sastojao od 141 uzorka u kojem je
ispravno Klasificirano 93,0 % uzoraka. U grupi autenti¢nih uzoraka je postignuta ispravna
klasifikacija za 100,0 % uzoraka iz ZOI Hrvatsko Podunavlje, Hrvatska Istra te Srednja i juzna
Dalmacija, a prosje¢no 93,0 %. Obzirom na ZOI je u postupku krosvalidacije tocno prepoznato
prosjecno samo 34,5 % konvencionalnih uzoraka, od ¢ega najvise u ZOI Hrvatsko Podunavlje

(75,0 %), a najmanje u ZOI Slavonija (17,6 %).
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Na Slici 12. prikazana je projekcija uzoraka (n = 190) razlikovanih obzirom na regiju u
ravnini definiranoj koeficijentima tri standardizirane kanonicke funkcije (Root 1, Root 2 i Root
3). Vidljivo je da su uzorci iz kontinentalnog podru¢ja Hrvatske (zone B i CI) smjesteni
uglavnom na negativnoj strani funkcije 1 (Root 1), dok su vina iz kontinentalne Hrvatske (zona
CIl) grupirana na pozitivnoj strani. Primorsko podruéje Hrvatske, odnosno zona CII podijeljeno
je na dvije uzgojne regije, Hrvarsku Istru i Kvarner te Dalmaciju. Ove dvije regije su vrlo dobro
odijeljene funkcijom Root 2 i to tako da je Hrvatska Istra i Kvarner u pozitivnom dijelu, a
Dalmacija u negativnom. Kontinentalne regije Sredis$nju bregovitu Hrvatsku (zona B) i
Slavoniju i hrvatsko Podunavlje (zona CI) takoder medusobno odjeljuje funkcija Root 2, iako

U manjoj mjeri.

Na Slici 13. prikazana je projekcija uzoraka (n = 141) razlikovanih obzirom na ZOl u
ravnini definiranoj koeficijentima tri standardizirane kanonicke funkcije (Root 1, Root 2 i Root
3). U analizi su koriSteni uzorci odabranih ZOI, i to po dva iz svake zone te je pozicioniranje
uzoraka prikazano na Slici 7, ovdje jo$ preciznije definirano. Najbolje su medusobno razdvojeni
zemljopisno najudaljeniji ZOI (Hrvatska Istra od Srednje i juzne Dalmacije), dok se kod onih
susjednih, koji pripadaju istoj zoni kontinentalnog podru¢ja moze primijetiti odredeno
preklapanje, iako uzorci pojedinih ZOIl uglavnom tvore dobro definirane grupe, npr. ZOI
Hrvatsko Podunavlje ili ZOI Prigorje-Bilogora sa 84,6 %, odnosno 70,0 % to¢no klasificiranih
uzoraka u GDA Klasifikacijskoj matrici (Tablica 21).

Kod GDA je, kao i kod PCA, takoder opazeno, da su najbolja razlikovanja postignuta
za najsiru podjelu (prema zemljopisnim podruc¢jima), a nesto slabija za najuzu podjelu (prema
Z0I). Osim toga, bez obzira na nacin podjele prema zemljopisnom podrijetlu, GDA je
najuspjesnije razlikovala autenticne uzorke koji su koriSteni kao referentni set podataka za
model, a nesto manje kod primjene cjelokupnih podataka za sve uzorke u modelu, a jo§ manje

kod konvencionalnih uzoraka koristenih kao krosvalidacijski set.
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Analiza bioklimatskih indeksa u hrvatskom vinogradarskim regijama (Karoglan i sur.,
2018) omogucila bi to¢nije tumacenje izotopnih i multielementnih podatka dobivenih u ovom
istrazivanju u smislu alata za odredivanje zemljopisnoga podrijetla hrvatskih vina.

Nadalje, trenutna administrativna podjela vinogradarskih zona utvrdena
zakonodavstvom EU-a (Uredba (EU) 1308/2013) definira granice i uvjete za odredene enoloske
postupke (dozvoljeno pojacavanje radi povecanja prirodne alkoholne jakosti) u pojedinim
vinogradarskim zonama gdje su klimatski uvjeti su to ucinili neophodnim. Posljedi¢no,
postavlja se pitanje tumacenja izotopnih podataka iz banke podataka o vinu EU-a u odnosu na
nedozvoljeni dodatak Secera te ukazuje na potrebu povecanja broja reprezentativnih uzoraka i
stru¢nu evaluaciju istih.

Nedostaci postojeceg sustava zoniranja hrvatskih vinograda takoder su objavljeni u
istrazivanju Omazi¢ i suradnika (2018) u kojem su prikazane projekcije daljnjeg zagrijavanja i
susenja klime u Hrvatskoj, Cineéi postoje¢i sustav vinogradarskog zoniranja jo$ manje
primjerenim.

Ovo je istrazivanje pokazalo da su stabilni izotopi kisika i ugljika najvrjedniji
pokazatelji diskriminacije vina prema hrvatskim vinogradarskim podru¢jima i zonama, a
posebno u kombinaciji s analizom multielementnog sastava, koja je ovdje prvi put provedena
za hrvatska vina.

Rezultati ukazuju na to da predloZzena metodologija predstavlja vrijedan alat koji bi
mogao predstavljati dodatnu vrijednost hrvatskim vinima naglasavaju¢i vaznost autenti¢nosti
vina, osobito u svjetlu rastuce turisti¢ke industrije i sve vece svijesti 0 znacaju vinarstva kao

gospodarske djelatnosti.
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Cilj ovoga istrazivanja bio je utvrditi postoji li razlika izmedu hrvatskih vina iz razli¢itih
vinorodnih podruc¢ja, vinogradarskih zona, regija i podregija s pripadajuéim oznakama
izvornosti te utvrditi pokazatelje specificne za definirano zemljopisno podrijetlo, ¢ime ¢e se
omoguciti pouzdanija autentifikacija vina. U 190 ispitivanih uzoraka vina odredene su
prosjecne vrijednosti, rasponi 1 standardna odstupanja za udjele Al, As, B, Ba, Ca, Cd, Co, Cr,
Cu, Fe, K, Li, Mg, Mn, Mo, Na, Pb, Rb, Sn, Sr, Vi Zn te za omjere stabilnih izotopa ugljika
13C/12C 1 kisikal80/160. Radom su obuhvadeni uzorci vina iz kontinentalnog i primorskog
podrucja Hrvatske, iz tri vinogradarske zone (B, CI 1 CII), Cetiri regije uzgoja (Sredisnja
bregovita Hrvatska, Slavonija i hrvatsko Podunavlje, Hrvatska Istra i Kvarner te Dalmacija) i
dvanaest ZOl.

Na osnovu provedenih eksperimenata i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljede¢i zakljucci:

1. Multielementarna tehnika spektrometrije opticke emisije induktivno spregnute plazme
ICP-OES prikladna je za odredivanje odabranih makro- i mikroelemenata u vinu, a metode

masene spektrometrije omjera izotopa prikladne su za odredivanje omjera stabilnih izotopa

ugljika 13C/12C u etanolu vina i kisika 180/160 u vodi vina.

2. Statisti¢ka obrada rezultata ANOVA-om i post hoc Tukey testom pokazala je da se vina
medusobno statisticki znacajno razlikuju obzirom na boju, godinu berbe, nacin proizvodnje i

zemljopisno podrijetlo.

3. Analiza glavnih komponenata (PCA) pokazala je da se na osnovu ispitivanih mjernih
veli¢ina, vina diferenciraju s obzirom na zemljopisno podrijetlo, pri ¢emu su najznacajniji

pokazatelji bili stabilni izotopi kisika 180/160 i ugljika 13C/12C.

4. Pomoc¢u PCA je postignuto jasno razdvajanje vina kontinentalnih regija (Sredi$nja
bregovita Hrvatska ili zona B, Slavonija i hrvatsko Podunavlje ili zona CI), od primorskih regija
(Hrvatska Istra i Kvarner te Dalmacija ili zona CII). Medutim, nije bilo moguce jasno
medusobno razlikovati dvije kontinentalne regije ili zone B i CI u kojima su uzorci rasporedeni

bez grupiranja.

5. Pomoc¢u PCA primijenjene na vina podijeljena prema ZOI moguce je opaziti odredeno
grupiranje uzoraka iz pojedinih ZOI, kao §to su to Moslavina, Plesivica, Zagorje-Medimurje,
Slavonija te Srednja i1 juzna Dalmacija, iako se uzorci ZOI-a iz istoga zemljopisnog podrucja

medusobno preklapaju.
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6. PCA je pokazala da se mikrovinificirana vina mogu Koristiti kao reprezentativni skup
za ocjenu autenti¢nosti deklariranog zemljopisnog podrijetla komercijalnih  vina

(konvencionalno proizvedenih) primjenom ispitivanih stabilnih izotopa i elemenata.

7. Op¢a diskriminantna analiza (GDA) pokazala koje su mjerne veliCine najznacajnije

pridonijele razlikovanju vina obzirom na zemljopisno podrijetlo. Bile su to za:
0 kontinentalno i primorsko podruéje Hrvatske: 50, Co, Rb, K, Sn, Li i '°C,
0 vinogradarske zone (B, Cl i Cll): !0, Co, Rb, Li, K i Sn,

0 vinogradarske regije (Slavonija i hrvatsko Podunavlje, Sredi$nja bregovita Hrvatska,

Hrvatska Istra i Kvarner te Dalmacija): §'®0, Sn, Fe, Cu, Cri K,
0 odabrane zasti¢ene oznake izvornosti (ZOI): 5180 i Sn.

8. Pomoc¢u GDA je postignuto jasno razdvajanje vina kontinentalnih regija (SrediSnja
bregovita Hrvatska ili zona B, Slavonija i hrvatsko Podunavlje ili zona CI), od primorskih
(Hrvatska Istra i Kvarner te Dalmacija ili zona CII). Postignuto je i vrlo dobro medusobno
razdvajanje dvije primorske regije, Hrvatske Istre i Kvarnera od Dalmacije. Kontinentalne
regije SrediSnja bregovita Hrvatska (zona B) i Slavonija i hrvatsko Podunavlje (zona CI)

takoder su medusobno odijeljene, iako u manjoj mjeri.

9. Pomo¢u GDA su najbolje medusobno razdvojeni zemljopisno najudaljeniji ZOI
(Hrvatska Istra od Srednje i juzne Dalmacije), dok se kod onih susjednih, koji pripadaju istoj
zoni kontinentalnog podrucja moze primijetiti odredeno preklapanje, iako uzorci pojedinih ZOI
uglavnom tvore dobro definirane grupe, npr. ZOI Hrvatsko Podunavlje ili ZOI Prigorje-

Bilogora.

10.  Ovo je istrazivanje pokazalo da su stabilni izotopi kisika i ugljika najvrjedniji
pokazatelji autenti¢nosti vina prema zemljopisnom podrijetlu, a posebno u kombinaciji s

analizom multielementnog sastava, koja je ovdje prvi put provedena za hrvatska vina.

11. Rezultati ukazuju na to da predlozena metodologija predstavlja vrijedan alat koji bi
mogao predstavljati dodatnu vrijednost hrvatskim vinima naglaSavajuéi vaznost autenti¢nosti
vina, osobito u svjetlu rastuce turisticke industrije 1 sve vece svijesti o znacaju vinarstva kao

gospodarske djelatnosti.
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Renata Leder rodena je 2. kolovoza 1972. godine u Zagrebu, gdje zavrSava osnovnu |
srednju skolu. Diplomirala je 1997. godine na Prehrambeno-biotehnoloskom fakultetu
Sveucilista u Zagrebu, studij prehrambena tehnologija smjer nutricionizam. Na istom fakultetu
2007. godine zavrSava poslijediplomski magistarski studij prehrambena tehnologija, smjer
prehrambeno inzenjerstvo. Nakon zavrSetka studija zapoSljava se kao nastavnik stru¢nih
predmeta u Prehrambeno tehnoloSkoj skoli u Zagrebu, a 2000. godine kao analiticar u
Hrvatskom zavodu za vinogradarstvo i vinarstvo. Od 2010. godine rukovoditeljica je Odjela za
fizikalno kemijska ispitivanja Centra za vinogradarstvo, vinarstvo i uljarstvo u Hrvatskoj
agenciji za poljoprivredu i hranu.

U razdoblju od 2008. do 2012. godine bila je licencirani trener TrainMiC® (Training in
Metrology in Chemistry) edukacijskog programa za module: ,,Medulaboratorijske usporedbe*
i ,,Izbor i uporaba referentnih materijala®. Od 2015. godine sudjeluje kao ekspert u radnim
skupinama za izotopna mjerenja, izotopnu banku podataka vina EU i nove analiti¢ke metode
Zajednickog istrazivackog centra Europske Komisije.

Objavila je 2 znanstvena rada Kklasificirana u al skupinu (Web of Science Core
Collection) i 2 znanstvena rada klasificirana u a2 skupinu te brojne radove u zbornicima
znanstvenih i struénih skupova. Sudjelovala je na brojnim domacéim i medunarodnim
kongresima te znanstvenim projektima, od kojih su najznacajniji ,,VITCLIC - Vinogradarstvo
1 klimatske promjene na podrucju Hrvatske™ 1 ,,Uloga svojstava tla i okoliSnih uvjeta u
elementarnom i izotopnom sastavu masline: temelj za zemljopisnu sljedivost maslinova ulja“.

Stalno se educira kroz stru¢ne seminare, teCajeve, trajne edukacije i kongrese, pa je tako
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vina u sklopu Cochran stipendije koju dodjeljuje Ministarstvo poljoprivrede Sjedinjenih
Americkih DrZzava. U organizaciji Zajedni¢kog istrazivackog centra Europske Komisije
usavrSavala se u podrucju myjeriteljstva u kemiji (2007. godina, Geel, Belgija), u podruc¢ju
utvrdivanja autenti¢nosti proizvoda primjenom IRMS tehnike (2009. godina, Ispra, Italija) te u
podru¢ju mjerenja stabilnih izotopa i njihove primjene u kontroli autenti¢nosti vina (2015.

godina, Bordeaux, Francuska).
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Ja, Renata Leder, potvrdujem da je moj doktorski rad izvorni rezultat mojega rada te da se u
njegovoj izradi nisam Koristila drugim izvorima osim onih navedenih u doktorskom radu.
Ujedno, osobno sam sudjelovala u multidisciplinarnom timu u pripremi i provedbi istraZivanja,

kao analitiar u provedbi fizikalno kemijskih analiza, te u obradi i analizi dobivenih rezultata.
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