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ZADATAK ZAVRSNOG RADA
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tipove maceracije kao Sto su klasicna maceracija, termovinifikacija i maceracija uz
dodatak pektolitickih enzima te tvari boje crnog vina. Cilj rada bio je odrediti parametre
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(UCB)) te sadrzaj antocijana u uzorcima vina sorte Babica prikupljenim u razli¢itim
periodima vinifikacije, a nakon analize dobivenih rezultata donijeti su zakljucci o utjecaju

razli¢itih metoda vinifikacije na profil tvari boje crnog vina.



SAZETAK

Crno vino je jedan od najstarijih poljoprivredno-prenrambenih proizvoda koji se
dobiva procesom vinifikacije tijekom kojeg se iz pokozice bobica u grozdani sok
ekstrahiraju tvari boje. Boja crnog vina je primarni vizualni Kriterij po kojem se
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postupcima odredeni su parametri boje (intenzitet boje (IB), nijansa boje (NB), opticka
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SUMMARY

Red wine is one of the oldest food-agricultural products obtained by vinification
during which color substances from grape skins are extracted into grape juice. Red wine
color is used as the primary visual criterion to evaluate wine quality, and it is derived
from phenolic compounds which are the most significant group of phytochemicals
present in red grape skin. Main carriers of the red wine's distinguishable color are
anthocyanins, natural pigments that reflect light in the range from red to blue color of
visible spectrum, and they are transferred to the wine by maceration. This paper will
closely explain traditional maceration, thermovinification, and pectolytic enzyme-
assisted macerations and its influence on the profile of red wine colour substances.
Samples are collected during the mentioned vinification procedures of the red grapes from
the Babica variety and different color parameters (color intensity (Cl), color hue (H) and
optical density (OD)) and anthocyanin content are detected and discussed, as well as

changes of these parameters during the vinification.
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UvOoD

Vino je vrlo kompleksan, poljoprivredno-prehrambeni proizvod, dobiven od
sviezeg 1 za preradu pogodnog grozda, potpunom ili djelomi¢nom alkoholnom
fermentacijom masulja ili mosta. Crno vino se dobiva procesom vinifikacije Koji
ukljucuje maceraciju i fermentaciju masulja prilikom koje se ekstrahiraju tvari boje iz
pokozice boba u grozdani sok. Boja crnog vina je primarni vizualni kriterij po kojem se

procjenjuje kvaliteta vina i vino svrstava u odredenu kategoriju.

Tvari Koji su nosioci prepoznatljive crvene boje vina su antocijani. To su prirodni
pigmenti koji se ubrajaju u skupinu flavonoidnih spojeva, a nalaze se primarno u pokozici
grozda iz koje se ekstrahiraju procesom maceracije i prelaze u most, odnosno vino. Uz
antocijane, polifenoli koji takoder utjecu na organolepticka i fizikalno-kemijska svojstva
vina su tanini. Taninske tvari daju gor¢inu vinima, a osim §to su nosioci okusa, sudjeluju

i u enzimskim 1 neenzimskim reakcijama posmedivanja.

Na profil tvari boje crnog vina bitno utjecu primijenjeni ¢imbenici vinifikacije, a
u ovom radu ¢e se detaljnije opisati klasicna maceracija, termovinifikacija i maceracija

uz dodatak pektolitickih enzima.



1. OPCI DIO

1.1. Grozde i sorta Babica

Grozde je plod vinove loze koji se koristi u ljudskoj prehrani uglavnom svjeze ili
osuseno, ili se koristi kao sirovina za proizvodnju vina, alkoholnih i bezalkoholnih pi¢a i
brojnih drugih proizvoda. Za dobivanje vina koriste se plodovi vinove loze iz porodice
Ampelideae, roda Vitis (1).

Sorta Babica je relativno mlada vinska sorta koja se uglavnom uzgaja na podrucju
Kastela, a smatra se potomkom sorte Plavac mali. Babica se dugo smatrala sinonimom
za poznatu hrvatsku sortu Babié, medutim, ampelografska i genetska istrazivanja su
potvrdila da su Babica i Babi¢ dvije potpuno razliite sorte. Genetskim istrazivanjem je
potvrden jedinstven genetski profil Babice te je dokazano da se nigdje u svijetu ne uzgaja
pod drugim imenom. Zbog svojih dobrih svojstava i otpornosti na bolesti, vodeca je sorta

grozda za proizvodnju razli¢itih vrsta vina u vinogradima od Kastela do Trogira (2,3,4).

Slika 1. Grozd Babice (5)



1.2.  Tehnologija proizvodnje crnog vina

Vino je kompleksan, poljoprivredno-prehrambeni proizvod, dobiven od svjezeg i
za preradu pogodnog grozda, potpunom ili djelomi¢nom alkoholnom fermentacijom
masulja ili mosta (6). Ono Sto ¢ini glavnu razliku u procesu proizvodnje bijelih i crnih
vina je ¢injenica da se crno vino dobiva procesom vinifikacije koja ukljucuje fazu
maceracije odnosno kontakta grozdanog soka s krutim dijelovima grozda (pokozicama,
sjemenkama, peteljkama) prilikom ¢ega se iz njih ekstrahiraju tvari boje. Osim tvari boje,

izdvajaju se i aromatske komponente te mineralne tvari (7).

Glavne jedini¢ne operacije U postupku proizvodnje crnih vina su:

. Runjenje i muljanje

o Sumporenje

. Alkoholna fermentacija i maceracija
o Otakanje i tijestenje

. Tiho vrenje i pretakanje

o Dorada i njega vina

1.2.1. Runjenje i muljanje

U tehnologiji proizvodnje crnog vina, primarna prerada grozda ukljucuje postupak
runjenja, nakon kojeg obi¢no slijedi muljanje. Runjenje je proces odvajanja bobica grozda
od peteljkovine koja sadrzi tanine koji negativno utje¢u na kvalitetu mosta, a samim time
i na organolepti¢ke karakteristike vina daju¢i mu gorak i oporan okus. Muljanje je pak
postupak gnjecenja bobica grozda s ciljem lakSeg izdvajanja grozdanog soka odnosno
mosta. Najstariji na¢in muljanja je postupak gnjecenja grozda gaZzenjem nogama, no
danas se u tu svrhu uobicajeno koriste strojevi zvani muljace. Vrlo Cesto preradivaci
koriste kombinirani uredaj kojim se provode oba postupka predobrade grozda, tzv.

muljace-runjace (8)



1.2.2. Sumporenje

Masulj se poslije provedenog muljanja obi¢no sumpori u svrhu poboljsanja
ucinkovitosti maceracije te kako bi se sprijecilo djelovanje oksidativnih enzima i Stetnih
mikroorganizama, kao $to su divlji kvasci i nepozeljne bakterije. Sumpor se u vinarskoj
praksi koristi kao dozvoljeno enolosko sredstvo vise od 500 godina i jo$ uvijek je
nezamjenjiv. Prije upotrebe sumpora vina su imala brojne mane i nedostatke; bila su
kisela, oksidirana i sluzava. Sumporom se postize inhibicija oksidativnih reakcija i
enzima ¢ime se sprjeCava tamnjenje mosSta, a kasnije i vina. Sumpor utjeCe i na
koagulaciju proteina pri taloZenju zbog ¢ega se vino lakse i brze bistri, a njegov dodatak
takoder inhibira stetnu mikrofloru sprjecavajuci tako spontanu fermentaciju. Bitno je
napomenuti da se proces sumporenja mosta i masulja crnog grozda ne smije vrsiti u tijeku

vrenja, jer moze do¢i do njegova zastoja ili ono moze biti znatno otezano (9,10).

1.2.3. Alkoholna fermentacija

Alkoholna fermentacija je biokemijski proces pretvorbe monosaharida u etanol i
ugljikov dioksid u prisustvu kvasaca uz enzimski kompleks zimaza. Zimaza je smjesa
enzima bez koje ne bi doslo do transformacije Secera te je ona temelj samog procesa.
Nositelji procesa su kvasci, i to uglavnom kvasci iz roda Saccharomyces, koji kada

dospiju u most bogat Secerom pocinju Se intenzivno razmnozavati i vrsiti proces vrenja

(11).

Proces alkoholne fermentacije ukljucuje glikolizu glukoze kojom nastaje
pirogrozdana kiselina koja ulazi u fazu alkoholne fermentacije gdje se djelovanjem
enzima razlaze do alkohola, ugljikovog dioksida i sekundarnih metabolita ¢ime zapravo

i zapocCinje proces nastanka vina (9).

Intenzivno formiranje kvascéeve biomase i razgradnja velike koliCine Secera
tijekom vrenja dovodi do naglog porasta temperature mosta i oslobadanja znatne koli¢ine
CO:s.. Sve navedeno dovodi do pjenjenja mosta i stanja koje se naziva "burna fermentacija"
tijekom koje fermentira glavnina prisutnih secera, a nakon nje dolazi do smirivanja i

usporavanja procesa (11).



1.2.4. Maceracija

Proces maceracije u proizvodnji crnih vina je nuzan obzirom da ovim postupkom
dolazi do ekstrakcije karakteristi¢nih kemijskih spojeva boje i arome iz pokozice i ostalih
¢vrstih dijelova grozda u most. Optimalna temperatura maceracije je od 20 do 25 °C, no
ako je temperatura masulja u vrenju povisena, Vrijeme maceracije mora biti krace i
obrnuto (9,12).

Maceracijom se istodobno ekstrahiraju tvari boje i arome, prekursori arome,
pektini i mineralne tvari. Ovisno o njima, ali i 0 samoj vrsti vina koja se proizvodi,
maceracija moze trajati 2 do 3 dana pa sve do 28 dana odnosno, dok sve Zeljene tvari ne

predu u vino (13).

1.2.5. Otakanje i tijeStenje

Otakanje je odvajanje tekuce faze (most u vrenju ili mlado vino) od krute faze
(tropa, komine). Kruti dijelovi (pokozica, sjemenke, peteljke) koje zaostanu u posudi za
vrenje odlaze natijestenje ili preSanje. Proces presanja se zasniva na koristenju mehanicke
sile za razliku od otakanja, koje se temelji isklju¢ivo na uéinku gravitacijske sile.
Postupak se provodi u vise faza i vino koje se dobije svakim sljede¢im presanjem je Sve
trpkijeg okusa i intenzivnije boje. Presanje se treba provoditi samo onoliko koliko je

potrebno kako izdvojeni tanini ne bi narusili aromu dobivenog vina (15).

1.2.6. Tiho vrenje i pretakanje vina

Tiho vrenje je faza koja nastupa nakon "burne fermentacije” i traje oko mjesec
dana, a popracena je usporavanjem intenziteta fermentacije, snizavanjem temperature
mosta i talozenjem odumrlih stanica kvasca. Tiho vrenje je i zavr$no vrenje u kojem se
obi¢no razgradi i preostala koli¢ina Secera te se kao rezultat dobije suho vino nakon ¢ega

slijedi pretakanje vina (16).

Pretakanjem se vino odvaja od taloga, prozracuje te mu se uklanjaju neugodni

mirisi. Ovaj postupak je jako bitan jer se njime vino odvaja od taloga koji moze imati

5



negativan ucinak na vino i njegovu kvalitetu. Pretok moze biti otvoren ili zatvoren.
Otvoreni pretok (bacva - otvorena posuda - ba¢va) se provodi uz prisustvo zraka u cilju
odstranjivanja stranih mirisa iz vina i to neposredno po zavrsetku vrenja. Prvi pretok je
najéeS¢e otvoren. Zatvoreni pretok (bacva - bacva) se provodi bez prisustva zraka, a
obi¢no se primjenjuje kod vina proizvedenih od bolesnog ili oSte¢enog grozda. Koristi se
I kod crnih i starijih vina te kod vina kod kojih se zeli zadrzati svjezina i sortna aroma.
Kako vino nije u kontaktu sa zrakom, primjenom zatvorenog pretoka izbjegava se
oksidacija aromati¢nih tvari i tvari boje vina. Drugi pretok je obi¢no zatvoren i tijekom

njega se dodatno osvjezava mlado vino i priprema za daljnje dozrijevanje (9).

1.2.7. Doradainjegavina

Nakon zavrSene alkoholne fermentacije, dobiveno mlado vino je mutno, S
naglaSenim mirisom na kvasac i bez potpuno razvijene sortne arome. Da bi se dobilo vino
zeljenih karakteristika ono mora odlezati neko vrijeme, odnosno dozriti §to se odvija u
drvenim ba¢vama ili inox posudama. Nakon zavrSenog procesa dozrijevanja, vino se

sumpori, bistri, filtrira, provodi se drugi pretok te se u kona¢nici puni u boce i pakira (17).

Bistrenje se provodi kako bi se uklonile eventualne mutnoce vina koje potjecu od
koloidno rasprsenih Cestica, a pri tome se koriste razlicita bistrila kao §to su tanini,

pentagel, slicijska zemlja te najkoriSteniji bentonit i Zelatina (9).

Filtracijom se takoder uklanjaju necistoce iz vina ¢ime se postiZe bolja kvaliteta.
Filteri koji se koriste u vinarstvu, mogu biti naplavni i plocasti s naglaskom na plocaste
zbog svoje jednostavnosti i niske cijene. Naplavni se obi¢no koriste kod mladih vina za

grubu filtraciju dok se plocasti koriste za finiju filtraciju.

Nakon provedbe navedenih postupaka, vino se puni u boce, pakira i skladisti u

to¢no odredenim podrumskim uvjetima koje obi¢no ukljucuju nisku temperaturu i tamu

9).
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Slika 2. Shematski prikaz tehnoloskog procesa proizvodnje crnih vina

1.3.  Tipovi maceracije

Postoje tri skupine postupaka maceracije obzirom na vrijeme njihova provodenja
(18):

A) Predfermentativni  postupci  (karbonska  maceracija, termovinifikacija,
kriomaceracija),

B) Klasi¢na maceracija (maceracija uz paralelni tijek fermentacije),

C) Postfermentativni postupci (provode se kod crnih vina vrhunske kvalitete, a
podrazumijevaju produljenje kontakta vina i pokozice (ponekad u kombinaciji s

povecanjem temperature).



1.3.1. Klasi¢na maceracija

Klasi¢na maceracija je najce$¢e primjenjivani tip maceracije u vinarskoj praksi i
kod ovog postupka je najznacajniji faktor temperatura koja direktno utjece na ekstrakciju.
Klasi¢na maceracija se izvodi najc¢es¢e u temperaturnom rasponu od 20 do 25 °C jer pri
vis§im temperaturama dolazi do znacajnog pogorsavanja kvalitete vina. Vina dobivena
maceracijom pri 25 °C imaju ugodnu boju s naglaSenim vo¢nim notama, dok pri 28 °C
dolazi do gubitka dijela arome zbog hlapljenja. Klasi¢éna maceracija se provodi uz
otvorenu fermentaciju i tijekom nje se dogada slaba ekstrakcija boje, odnosno samo se
oko 40 % ukupnih antocijana ekstrahira iz pokozice, zbog ¢ega se u praksi sve Cesce

pocinju Koristiti drugi tipovi maceracije (1).

1.3.2. Termovinifikacija

Termovinifikacija je predfermentativni postupak prerade crnog grozda uz
zagrijavanje dijela mosta s ciljem poboljSanja ekstrakcije fenolnih spojeva iz pokozice.
Naziva se jo$ i1 maceracija toplinom i odvija se u uredajima koji se nazivaju
termovinifikatori. Proces termovinifikacije obi¢no traje krace od jednog sata.
Termovinifikacijom se omogucéava potpunija ekstrakcija antocijana, a proizvedena vina
obi¢no nisu pogodna za dulje dozrijevanje, a duljina dozrijevanja ovisi o sorti grozda koje
se preraduje. Ovaj tip maceracije poznat je jo§S od 18. stoljeca, ali se aktivno poceo
primjenjivati tek u posljednjih trideset godina napretkom industrijskih procesa
zagrijavanja i kontrole temperature sustava. Proces termovinifikacije se provodi u
temperaturnom rasponu od 70 do 85 °C, a kao standard se obi¢no koristi temperatura od
70 °C i vrijeme od 10 minuta. Termovinifikacija je alternativa za ekstrakciju tvari boje iz
pokozice grozda klasicnom maceracijom, a njena prednost lezi u smanjenju mikrobnog
optereCenja voca ¢ime se smanjuje rizik od kontaminacije te je skra¢eno vrijeme
proizvodnje vina. Osim lakseg prijelaza antocijana i tvari arome u vino, pozitivna odlika
termovinifikacije je i inhibicija oksidaza te sprjecavanje oksidacije. Ipak visoka
temperatura inhibira i prirodne pektoliticke enzime Sto kasnije otezava bistrenje pa se
obi¢no pristupa dodavanju komercijalnih pektoliti¢kih pripravaka po zavrSetku ove faze
(18,19,20,21).



1.3.3. Maceracija uz dodatak pektolitickih enzima

Da bi se poboljsala kakvoca crnih vina i ekstrakcija vaznih komponenti tijekom
maceracije u postupku proizvodnje vrlo ¢esto se primjenjuju komercijalni pripravci
enzima. Enzimi su po svom kemijskom sastavu proteini koji kataliziraju razlicite
biokemijske reakcije. Tijekom procesa proizvodnje vina dodaju se egzogeni enzimi kako
bi pojacali ili nadomjestili aktivnost endogenih enzima grozda. Oni djeluju na stanice
pulpe i pokozice grozda koje predstavljaju barijeru ekstrakciji polifenolnih tvari. Obzirom
da je stani¢na stijenka najsnaznija barijera koja onemogucuje prolaz fenolnih tvari izvan
stanice, a prvenstveno je izradena od pektina, kako bi se ona mogla degradirati dodaju se
upravo pripravci pektolitickih enzima koji mogu biti u obliku praha, granula ili teku¢ine
(22,23).

Pektoliti¢ki enzimi (pektinaze) su enzimi prirodno sadrzani u grozdu, a time i u
masulju, a njihova glavna funkcija je poticanje i ubrzavanje hidrolize pektina. Prirodni su
produkt metabolizma bakterija, kvasaca, gljivica, insekata i biljaka. Osim $to pospjesuju
ekstrakciju tvari boje i arome iz pokozice grozda u most, odnosno mlado vino, povecavaju
prinos te skracuju i vrijeme potrebno za postizanje maksimalnog ekstrakcijskog prinosa
za oko 40 h. Vina proizvedena uz dodatak pektolitickih enzima imaju uglavnom veéi
intenzitet boje u odnosu na vina dobivena klasiénom vinifikacijom kao i ostale
karakteristika boje i arome te ocCuvanje istih (24,25,26). Kako je danas u vinarstvu
naglasak na proizvodnji vina visoke bioloske vrijednosti S izraZzenim intenzitetom i
stabilno$c¢u boje, koristenje pektolitickih enzima u maceraciji grozda je temeljni enoloski
tretman Cijom se uporabom postizu bolja kvalitativna i1 kvantitativna svojstva
proizvedenog vina. Jedina mana uporabe enzima jest blago negativan u¢inak na ukupne
fenole i antioksidativna svojstva vina. Ipak, zbog veéeg broja prednosti nego li mana,
pektoliticki enzimi su i dalje naj¢esce primjenjivani komercijalni pripravci koji se koriste

u vinifikaciji crnog grozda (4,27,28).



1.4.  Tvari boje crnog vina

Boja je primarni vizualni kriterij po kojem potrosac procjenjuje hranu ili pice, a
procjena boje vina se uglavhom veze uz njegovu aromu, okus te teksturu. Boja daje
karakter vinu i na osnovu njezinih tonova i intenziteta, vino se svrstava u odredenu
kategoriju. Na intenzitet boje utjece vise cimbenika, no u prvom redu to su sorta i zrelost
grozda, zdravstvena ispravnost grozda, temperatura vrenja, te na¢in i vrijeme trajanja

fermentacije i maceracije (29).

Boja crnog vina moze biti purpurno crvena, rubin crvena, granatno crvena ili
narancasto crvena boja, a potje¢e od fenolnih spojeva iz skupine antocijana koji su
najznacajnija grupa fitokemikalija prisutnih u crnom grozdu odnosno njegovoj pokozici.
Fenoli su sekundarni biljni metaboliti koji osim S§to su nosioci boje, odgovorni su i za

aromu, trpkost te fizikalno — kemijsku i biolosku stabilizaciju vina (18).

\
\
\

.lx |

Pale Ruby Med um Ruby Deep Ruby
Pinot Noir o, GSM Blend for, Caberiet Svignon, Tannat
\
\,
! \
Pale Purp]c Medium Purple Derp Purple
Beawjolais Not Malbee, Symb, Teroidego Alicante ousche, Pinotage
\ \
\\ ‘\\
Pale Garnet Medium Garnet Deep Garnet
Nebbiolo Sanglovese, Aged Reds Aged Anarone, Barolo
\ \
\ \
Q “] ‘]
Pale Tawny Medium Tavny Deep Tawny

Tawny Port, Aged Nebbiolo Aged Sanglovese, Boal Madeira Agod Reds

Slika 3. Nijanse boja crnog vina (30)
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Glavni fenoli u vinu dijele se na neflavonoide i flavonoide. U crnom vinu u znatno
vecoj mjeri su zastupljeni flavonoidi, dok u bijelom vinu dominiraju neflavonoidi. U
flavonoide se ubrajaju flavan-3-oli koji u vino dospijevaju iz sjemenki ili peteljki grozda,
a odgovorni su za gorak i trpak okus vina. Glavni flavonoidni spojevi zasluzni za
intenzivnu crvenu boju vina su antocijani, a ako je rije¢ o starenju vina i mijenjanju boje

u zuto-crvenu, glavnu ulogu imaju tanini (17,31).

1.4.1. Antocijani

Antocijani su prirodni pigmenti topljivi u vodi koji reflektiraju svjetlost u rasponu
od crvene do plave boje vidljivog spektra (32), a ubrajaju se u skupinu flavonoidnih
spojeva. Primarno se nalaze u pokozici grozda iz koje procesom maceracije prelaze u
most, odnosno u vino. Kemijski gledano, uglavnom su prisutni kao glikozidi (vezani sa
SeCerom), obi¢no S glukozom, §to povecava njihovu topljivost i stabilnost. Kiselom
hidrolizom oslobada se aglikon-flavilium kation (antocijanidini), koji sadrzi konjugirane

dvostruke veze zbog kojih ljudsko oko vidi pigment crvene boje (33,34,35).

Rs
OH
R ot
R4 R1
R,

Slika 4. Strukturna formula antocijana (36)

U crnom grozdu prisutni su uglavnom antocijani, dok se tijekom alkoholne

fermentacije znatno povecava udio antocijanina (32). U prirodi antocijani dolaze u 20-
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tak oblika, od kojih su u crnom vinu prisutni samo peonidin, malvidin, delfinidin,
cijanidin te petunidin. Od njih je malvidin, kao malvidin-3-O-glukozid, u grozdu prisutan
U najvecoj koncentraciji zbog Cega se smatra glavnim pigmentom odgovornim za

specifi¢nu crvenu boju vina (33).

1.4.2. Tanini

Tanini su polifenolni spojevi koji nastaju polimerizacijom elementarnih fenolnih
molekula. U prisutnosti proteina imaju mogucénost vezanja i taloZenja istih $to bitno utjece
na procese bistrenja i talozenja u vinu. Tanini inhibiraju enzime spajanjem s njihovom
proteinskom frakcijom. Kako bi se kompleks s proteinom odrzao stabilnim, fenolne

molekule moraju biti relativno velike kako bi se vezale za aktivna mjesta (17,37).

OH
HO
HO © OH
(@)

0]
OH

HO
o o © OH
HO 0
O OH OH
HO OH o)
OH

Slika 5. Strukturna formula taninske kiseline — vrsta tanina (38)

Tanini mogu potjecati iz peteljkovine, ali u vino uglavnom dospijevaju iz
pokozice i sjemenki. Taninske tvari iz sjemenke daju gor¢inu vinima, dok one iz kozice
donose okus trpkosti i oporosti. 1z navedenog je ocito da ovi spojevi bitno utjeCu na
organolepticka i fizikalno-kemijska svojstva vina. Osim S$to su nosioci okusa i $to

sudjeluju u talozenju bjelanCevina, tanini ucestvuju i u enzimskim i neenzimskim
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reakcijama posmedivanja gdje u kontaktu sa kisikom iz zraka oksidiraju u tamno-crvene
spojeve (13,14,39).

Opcenito vrijedi da crna vina sadrZe vecu koli¢inu tanina nego bijela vina 1 da oni
odreduju stabilnost i intenzitet boje mladih, a posebno starih vina. Starenjem vina
koncentracija antocijana se bitno smanjuje i ulogu nosioca boje starih crnih vina

preuzimaju upravo tanini (39).
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1.  Uredaji i kemikalije

Spektrofotometrijska odredivanja provedena u ovom istrazivanju uradena su na
spektrofotometru SPECORD 200 Plus, Edition 2010 (AnalytikJena AG, Jena, Njemacka).
KoriStena otapala i1 reagensi bili su potrebne analiticke Cistoce, a proizvodaci istih su

Kemika (Zagreb, Hrvatska) i Sigma-Aldrich GmbH (St. Louis, Missouri, SAD).

Slika 6. Spektrofotometar SPECORD 200 Plus

2.2. Uzorci

U radu su koristeni uzorci prikupljeni tijekom vinifikacije grozda sorte Babica
razli¢itim postupcima: klasi¢nom maceracijom, termovinifikacijom te vinifikacijom uz
dodatak pektolitickih enzima. Za svaku metodu vinifikacije uradeno je uzorkovanje
tijekom prvih 5 dana vinifikacije (oznake od 1 do 5 predstavljaju pocetne dane
maceracije) te nakon prvog (uzorak 6) i drugog pretoka (uzorak 7). Bitno je napomenuti
da je vinifikacija uz dodatak pektoliti¢kih enzima provedena uz dodatak enzima Vinozym

Vintage.
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Slika 7. Uzorci vina sorte Babica prikupljeni tijekom vinifikacije uz dodatak

pektolitickih enzima

2.3. Odredivanje parametara boje

2.3.1. Odredivanje intenziteta boje

Intenzitet boje (I1B) predstavlja koli¢inu boje i racuna se preko formule (18):

IB = Abs 420 nm + Abs 520 nm + Abs 620 nm

2.3.2. Odredivanje nijanse boje

Nijansa boje (NB) predstavlja razvoj boje prema naran¢astoj nijansi, a ratuna se

kao omjer apsorbancije kod 420 nm i 520 nm, prema formuli (18):

NB = Abs 420 nm / Abs 520 nm
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2.3.3. Odredivanje sastava boje

Sastav boje se izrazava kao opticka gusto¢a (OG) i predstavlja doprinos sve tri
komponente ukupne boje; plave (pri 620 nm), crvene (pri 520 nm) i zute (pri 420 nm).
Udio pojedinih komponenti boje u ukupnoj boji izrazava se u postotcima (%), a postotak

ucesca pojedinih komponenti boje racuna se prema sljede¢im formulama (18):

OG 420 (%) = (Abs 420nm / 1B) x 100
OG 520 (%) = (Abs 520 nm / IB) x 100

OG 620 (%) = (Abs 620 nm / 1B) x 100

2.3.4. Odredivanje udjela crvene boje

Udio crvene boje (UCB) u vinu ra¢una se pomo¢u formule (18):

UCB (%) = {Abs 520 nm - [(Abs 420 nm + Abs 620 nm) / 2]} x 1/Abs 520 nm x 100

2.4. Odredivanje koncentracije antocijana

Postupak odredivanja koncentracije monomernih antocijana se temelji na metodi
bisulfitnog izbjeljivanja (engl. bisulfite bleaching) koja se odvija pri niskoj pH vrijednosti
medija (40). Kod ove metode se kao reagens naj¢esce koristi otopina natrijeva disulfita,
a na temelju smanjenje absorbancije nakon izbjeljivanju antocijana se moze odrediti

njihova koncentracija (41).

16



OH

‘ OH Bisulfit

HO 0.
_ >
® —
/ . .
OH Jaka kiselina
OH OH SOgH
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Slika 8. Reakcije koje se dogadaju kod metode odredivanja antocijana metodom

bisulfitog izbjeljivanja (42)

Slika 9. Slijepa proba (obojeni uzorci) i uzorci nakon dodatka bisulfita

(izbjeljeni uzorci)

Reagensi:

0,1% otopina HCI u etanolu — zakiseljeni etanol
2% -tna otopina HCI

15% -tna otopina natrijeva disulfita (Na2S20s)
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Postupak:

U Kivetu se otpipetira 0,1 mL uzorka vina kojem se doda 0,1 mL 0,1%-tne otopine
HCI u 95 %- tnom etanolu i 2 mL 2 %-tne otopine HCI. Za svaki uzorak se radi i slijepa
proba kod koje se umjesto otopine disulfita doda isti volumen destilirane vode (0,88 mL).
Sadrzaj u Kiveti se izmijesa staklenim Stapi¢em i nakon 20 minuta se izmjeri absorbancija
uzorka pri valnoj duljini od 520 nm. Koncentracija antocijana se izrazava preko koli¢ine

standarda malvidin-3-glukozida (M-3-gl) u miligramima po litri (mg/L) prema jednadzbi:

c (mg/L) = Ale x (MW) x (F)

¢ - masena koncentracija pigmenta ( mg/L )

A - razlika absorbancije slijepe probe i uzorka

e - molarna absorbancija 1 M otopine malvidin-3-glukozida = 28,000
MW - molarna masa malvidin-3-glukozida = 529

F - faktor razrjedenja = 30,8 .
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3. REZULTATI | RASPRAVA

3.1. Rezultati odredivanja parametara boje vina

Parametri boje vina odredeni su spektrofotometrijski, a dobiveni rezultati

prikazani su na slikama 10 — 15.

mIB(K) mIB(T) mIB(E)

L

l.dan 2.dan 3.dan 4.dan 5.dan 1.pretok 2.pretok

(6]

B

N

Intenzitet boje (1B)
w

-

0

Slika 10. Graficki prikaz promjene intenziteta boje (IB) vina u uzorcima sorte Babica
pripravljeni postupkom klasi¢ne maceracije (K), termovinifikacije (T) i maceracije uz

dodatak pektoliti¢kih enzima (E)

Na osnovu grafickog prikaza (slika 10) vidljiv je skoro kontinuirani porast
intenziteta boje (IB) kod klasi¢ne maceracije i maceracije uz dodatak pektolitickih enzima
tijekom prva cetiri dana maceracije, dok je u petom danu uzorkovanja zabiljezen blagi
pad intenziteta boje kod uzorka pripravljenog koritenjem enzima, $to nije bio slu¢aj kod
uzorka klasi¢ne vinifikacije gdje je vrijednost dodatno porasla. Vazno je primijetiti da je
klasi¢na vinifikacija u svim uzorkovanjima prvih 5 dana pokazala znatno viSe vrijednosti

intenziteta boje.
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Ipak, i kod jedne i kod druge vinifikacijske tehnike, intenzitet boje opada nakon
prvog i drugog pretoka, ali je vazno primijetiti da je ta promjena bila relativno blaga za
enzimski pripravljeno vino, dok se moze smatrati drasticnom za vino proizvedeno
klasi¢cnom maceracijom. Tijekom termovinifikacije, vrijednosti intenziteta boje nisu se
znacajno mijenjale (IB~3.7) osim $to je zabiljeZen znacajniji pad petog dana maceracije
(2.44), ali i znacajan porast do prvog pretoka. Kod termovinifikacije je u prvom danu
vidljiv njen ucinak na izrazito visok intenzitet boje na samom pocetku (visoka ekstrakcija
antocijana tijekom tretmana termovinifikacije), koji se takav odrzavao i1 ostale dane.
Vrijednost intenziteta boje tijekom prvog dana maceracije kod termovinificiranog uzorka
je pokazao IB 4 — 5 puta veéi u odnosu na klasi¢nu maceraciju i maceraciju uz dodatak

enzima.

Kod svih tipova maceracije, najintenzivnija boja se postigla tijekom etvrtog dana
maceracije. Generalno gledajuéi, najvisa vrijednost IB iznosila je 5,79 i to kod klasi¢ne
maceracije tijekom Cetvrtog dana, a najniza je iznosila svega 0,70 i to kod maceracije uz
dodatak pektolitickih enzima tijekom prvog dana. Opcenito, iz rezultata prikazanih na
slici 10 je vidljivo da uzorci vina s dodatkom enzima Vinozym Vintage imaju najnizi
intenzitet boje $to odgovara rezultatima koje su dobili Generali¢ — Mekini¢ i sur. (28)
vrSe€i istrazivanje na vinu sorte Crljenak kastelanski. No ti rezultati su oprecni
rezultatima koje su dobili Mojsov i sur. (43) koji su istrazivali promjene u crnom vinu
sorte Vranec proizvedenim s razli¢itim pripravcima pektolitickih enzima (medu kojima
je bio i Vinozym Vintage) i zamijetili znatno vise vrijednosti IB kod vina kojima su

tijekom maceracije dodani enzimi.

Nijansa boje (NB) je parametar koji pokazuje razvoj boje prema narancastim
tonovima i on obicno raste tijekom odlezavanja vina. 1z rezultata sa slike 11 je vidljivo
da kod svih tipova maceracije vrijednost NB kontinuirano pada tijekom prva Cetiri dana
maceracije i ponovno raste nakon petog dana. Kako NB raste starenjem vina najvece
vrijednosti su i odredene u uzorcima nakon drugog pretoka. Prema Ribéreau-Gayon i sur.
(18), normalne vrijednosti NB za mlada vina kre¢u se izmedu 0,5 i 0,7 i te se vrijednosti
povecavaju tijekom odleZavanja vina do 1,3. lzuzmu li se vrijednosti uzorka prvog i
drugog dana maceracije, vrijednosti NB tijekom prvih dana maceracije se krecu u rasponu
0d 0,58 do 0,72, a tijekom prvog i drugog pretoka idu do 0,9 sto je u skladu s postavkama

istrazivanja Ribéreau-Gayon i sur. (18).
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Slika 11. Graficki prikaz promjene nijanse boje (NB) u uzorcima sorte Babica
pripravljeni postupkom klasi¢ne maceracije (K), termovinifikacije (T) i maceracije uz
dodatak pektolitickih enzima (E)

Sastav boje je doprinos sve tri komponente ukupne boje ukupnoj boji uzorka i
definira se kao optic¢ka gustoca uzoraka pri 420, 520 i 620 nm, a izrazava se u postocima
u vidu opticke gustoc¢e (OG). Slike 12 — 14 prikazuju udjele triju osnovnih komponenti
boje (zutu, crvenu i plavu) u uzorcima vina sorte Babica pripravljenih postupkom
klasicne maceracije, termovinifikacije i maceracije uz dodatak pektolitickih enzima.
Najvisa apsorbancija je detektirana pri valnoj duljini od 520 nm gdje crna vina o¢ekivano
i imaju maksimalnu absorbanciju. Prema Gloriesu (44), najoptimalniji omjer ove tri
osnovne komponente boje u ukupnom vinu iznosi 35% zute (OG 420), 55% crvene (OG
520), i 10% plave (OG 620). Rezultati prikazan na slikama 12 — 14 poprili¢no su u skladu
s navedenim optimalnim vrijednostima, s odstupanjima u sve tri osnovne komponente u
prvom danu maceracije kod svih tipova uzoraka. Ukoliko se izuzmu manja odstupanja
kod sve tri metode vinifikacije OG 420 se krece od 32% do 38%, OG 520 od 51% do
57% te OG 620 od 7% do 12%. Usporede li se rezultati sastava boje vina dobivenog
klasicnom maceracijom i maceracijom uz dodatak enzima s onima koje su dobili
Generali¢ — Mekini¢ i sur. (4), vidljivo je da su se vrijedenosti opticke gustoce kretale u

gotovo istom rasponul.
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Slika 12. Graficki prikaz odredivanja sastava boje vina dobivenog klasi¢nom
maceracijom

*OG (420)-K- opticka gustoca uzoraka pri 420 nm pripravljenih postupkom klasi¢ne maceracije
**0G (520)-K- opticka gustoca uzoraka pri 520 nm pripravljenih postupkom klasi¢ne maceracije

***0G (620)-K- opticka gustoca uzoraka pri 620 nm pripravljenih postupkom klasi¢ne maceracije

mOG (420) -T-* mOG (520) -T-** mOG (620) -T-***
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Slika 13. Grafi¢ki prikaz odredivanja sastava boje vina dobivenog

termovinifikacijom

*OG (420)-T- opticka gustoca uzoraka pri 420 nm pripravljenih postupkom termovinifikacije
**0G (520)-T- opticka gustoca uzoraka pri 520 nm pripravljenih postupkom termovinifikacije

***0G (620)-T- opticka gustoca uzoraka pri 620 nm pripravljenih postupkom termovinifikacije

22



B OG (420) -E-* mOG (520) -E-** mOG (620) -E-***

100%
80%
60%
40%
20%

0%
l.dan 2.dan 3.dan 4.dan 5.dan Prvi Drugi
pretok pretok

Opticka gustoca (OG)

Slika 14. Graficki prikaz odredivanja sastava boje vina dobivenog maceracijom

uz dodatak pektolitickih enzima

*0OG (420)-E- opticka gustoca uzoraka pri 420 nm pripravljenih postupkom maceracije uz
dodatak pektolitickih enzima
**0OG (520)-E- optic¢ka gustoca uzoraka pri 520 nm pripravljenih postupkom maceracije uz
dodatak pektoliti¢kih enzima
***0G (620)-E-opticka gustoca uzoraka pri 620 nm pripravljenih postupkom maceracije uz

dodatak pektolitickih enzima

Slika 15 prikazuje udio crvene boje u uzorcima dobivenim pojedinim tipom
vinifikacije. Najve¢i udio je zabiljeZen tijekom Cetvrtog dana maceracije, §to je bilo i za
oc¢ekivati, jer su vrijednosti intenziteta boje IB kao i koncentracija monomernih antocijana
bile najvise tijekom tog dana. Ono $to je vazno primijetiti je znaCajan ucinak
termovinifikacije u prvom danu maceracije kada je ovaj uzorak pokazao izuzetno vecu
vrijednost nego li ostala dva (47%), kao i gotovo neznatnu vrijednost koja se izmjerila

kod uzorka pripravljenog uz dodatak pektolitickih enzima.
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Slika 15. Grafi¢ki prikaz odredivanja udjela crvene boje

*UCB (K)- udio crvene boje u uzorcima pripravljenih postupkom klasi¢ne maceracije
**UCB (T)- udio crvene boje u uzorcima pripravljenih postupkom termovinifikacije
***JCB (E)- udio crvene boje u uzorcima pripravljenih postupkom maceracije uz dodatak

pektolitickih enzima

3.2.  Rezultati odredivanja sadrZaja antocijana u uzorcima vina
sorte Babica

Antocijani su glavni pigmenti u crnim vinima ¢iji sadrzaj prvenstveno ovisi o
fenolnom sastavu grozda i primijenjenom postupku proizvodnje vina. Uzorcima na kojim
su provedeni razliciti tipovi Vvinifikacije odredena je koncentracija monomernih
antocijana koristenjem metode bisulfitnog izbjeljivanja, a rezultati su izraZzeni u mg
malvidin-3-glukozida po litri (mg M-3-gl/L) i prikazani su u tablicama 1 — 3 i na slikama
16 - 18.

Veéina monomernih antocijana ekstrahirana je tijekom prvih nekoliko dana
maceracije, a kod vecine uzoraka odnosno, kod klasi¢ne maceracije i maceracije grozda
uz dodatak pektolitickih enzima, najvisa vrijednost koncentracija antocijana dosegnuta je
tijekom Cetvrtog dana maceracije. Za razliku od njih, najvisa vrijednost koncentracije
antocijana kod uzoraka dobivenih termovinifikacijom vidljiva je kod prvog pretoka. Ako
se promatraju samo pocetni dani maceracije, kod svih tipova najvisa vrijednost

koncentracije antocijana javlja se kod uzorka iz cetvrtog dana. Nakon postignute

24



maksimalne vrijednosti, koncentracija monomernih antocijana kontinuirano pada ¢emu

su razlog reakcije antocijana i stvaranje kopigmenata koji formiraju slabe veze s drugim

fenolnim spojevima (45).

Tablica 1. Promjene koncentracije antocijana tijekom klasi¢éne maceracije u

uzorcima vina sorte Babica

Uzorak Antocijani (mg M-3-gl/L)*
1. dan maceracije 7,43+0,58

2. dan maceracije 39,04 +1,51

3. dan maceracije 134,12 + 2,33

4. dan maceracije 191,52+ 0,36

5. dan maceracije 152,12 + 3,78

Prvi pretok 151,99+ 0,81

Drugi pretok 175,97+2,9

* mg M-3-gl/L - mg malvidin-3-glukozida po litri

200

%u 150
o
E 100
‘g
=N
k3]
§ 50

0

1. dan 2. dan 3. dan 4. dan 5. dan Vi Drugi

maceracije maceracije maceracije maceracije maceracije pretok pretok

Slika 16. Graficki prikaz promjene koncentracije antocijana tijekom klasi¢ne

maceracije u uzorcima vina sorte Babica
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Opcenito, najvisa vrijednost koncentracije antocijana postignuta je tijekom
klasi¢ne maceracije (191 mg M-3-gl/L) §to je suprotno onome §to se ocekivalo. Dobivene
vrijednosti pokazuju da dodatak komercijalnih pektolitickih enzima nije znacajnije
povecao koliCinu antocijana u odnosu na klasi¢nu maceraciju. U vecini istrazivanja
dodatak pektolitickih enzima pospjeSuje ekstrakciju fenolnih spojeva i donosi vise
vrijednosti koncentracije antocijana nego li klasi¢na maceracija. No u literaturi postoje i
brojna druga izvjeséa koja pokazuju da uporaba pektoliti¢kih enzima ne poboljsava uvijek
ekstrakciju antocijana ili pak uzrokuju smanjenje njihove koncentracije (46,47), zbog
reakcija polimerizacije ili sporedne aktivnosti glikozidaze §to moze izazvati hidrolizu
ovih spojeva. U ovom slucaju, iako je o¢ekivana u¢inkovitija ekstrakcija, koncentracija
antocijana se znatno manje smanjila nakon prvog i drugog pretoka za razliku od klasi¢ne
maceracije, §to nas dovodi do zakljucka o potencijalno blaZzem gubitku i degradaciji ovih
spojeva tijekom starenja vina. Sto se ti¢e termovinifikacije, koncentracija antocijana je
znacajno manja u odnosu na klasi¢nu maceraciju i maceraciju uz dodatak pektolitickih

enzima.
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Antoctjani (M - 3 - gl/L)

Tablica 2. Promjene koncentracije antocijana tijekom termovinifikacije grozda u

uzorcima vina sorte Babica

Uzorak Antocijani (mg M-3-gl/L)*
1. dan maceracije 91,28 +1,22

2. dan maceracije 79,43 + 0,99

3. dan maceracije 118,77 £ 3,72

4. dan maceracije 123,63 + 1,16

5. dan maceracije 75,37 +2,03

Prvi pretok 141,17 + 2,32

Drugi pretok 116,83 +£ 3,61

*mg M-3-gl/L - mg malvidin-3-glukozida po litri

200

150

100
| I I I

1. dan 2. dan 3. dan 4. dan 5. dan Vi Drugi
maceracije maceracije maceracije maceracije maceracije pretok pretok

[=]

Slika 17. Graficki prikaz promjene koncentracije antocijana tijekom

termovinifikacije grozda u uzorcima vina sorte Babica
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Antocijani (M - 3 - gl/'L)

Tablica 3. Promjene koncentracije antocijana tijekom maceracije grozda uz

dodatak pektolitickih enzima u uzorcima vina sorte Babica

Uzorak Antocijani (mg M-3-gl/L)*
1. dan maceracije 2,09+ 0,81

2. dan maceracije 10,99 + 0,93

3. dan maceracije 108,54 + 3,2

4. dan maceracije 183,45 + 0,29

5. dan maceracije 170,65 + 3,49

Prvi pretok 169,14 + 1,97

Drugi pretok 14256+ 1,1

*mg M-3-gl/L - mg malvidin-3-glukozida po litri

200
150
100
50
I -
1. dan 2. dan 3. dan 4. dan 5. dan Prvi Drugi
maceracije maceracije maceracije maceracije maceracije  pretok pretok

Slika 18. Graficki prikaz promjene koncentracije antocijana tijekom maceracije

grozda uz dodatak pektolitickih enzima u uzorcima vina sorte Babica
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4. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata istrazivanja i provedene rasprave moze se zakljuciti sljedece:

Sorta vina i provedena metoda vinifikacije bitno utjecu na profil tvari boje crnog
vina.

Brojcane vrijednosti pojedinog parametra se drasticno mijenjaju ovisno o Vrsti
provedene vinifikacije i vremenu uzorkovanja.

Kod svih uzoraka, najvise vrijednosti svih parametara boje izmjerene su tijekom
cetvrtog dana maceracije.

Najvece vrijednosti nijanse boje postignute su u uzorcima nakon drugog pretoka
obzirom da NB raste starenjem vina.

Primijecen je vidljiv pad intenziteta boje tijekom prvog i drugog pretoka Sto je
rezultat polimerizacijskih reakcija i taloZzenja antocijana.

Isto je potvrdeno i sa sadrZajem monomernih antocijana, osim u uzorku dobivenom
klasicnom maceracijom kad je koncentracija istih u uzorku porasla.

Najvisa vrijednost koncentracije antocijana postignuta je tijekom klasi¢ne
maceracije (191 mg M-3-gl/L), dok je u razdoblju izmedu prvog i drugog pretoka
u uzorcima vina dobivenog termovinifikacijom i1 primjenom pektoliti¢kih enzima

sadrzaj antocijana opao.
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