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1. Uvod

Kupinovo vino je voéno vino s malim postotkom alkohola, proizvedeno iz zrelih i zdravih
plodova kupine. Kupina sadrzZi brojne nutrijente, izmedu ostalog i veliku koli¢inu Zeljeza i
vitamina C te se iz tog razloga vino kupine preporuca kao prirodni lijek za glavobolju, umor i

bolesti krvoZilnog sustava (Willforth, 1978.).

Proizvodnja kupinovog vina sastoji se od nekoliko osnovnih procesa: muljanje, maceracija
(predfermentacija), fermentacija te zrenje i odlezavanje, a o nacinu na koji se provode ovisi

kvaliteta dobivenog vina.

Osim toga, organolepti¢cka svojstva vina ovise i o dodacima koje koristimo u procesu
maceracije. Uz standardne dodatke kao $to su saharoza, K-metabisulfid i kvasci, medu
vinarima je ve¢ postala uobicajena praksa koristiti enzime. Razvijeni su u svrhu povecanja

ekstrakcije boje, tanina i prekursora arome.

Cilj ovog rada bio je istraziti utjecaj dodatka enzima pektinaze na zadrzavanje tvari boje i
arome kupinovog vina. Osim toga, u vinima je odreden sadrZaj tvari arome i odredene su

tvari boje: polifenli, flavonoidi, antocijani, polimerna boja i antioksidacijska aktivnost.
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2.1 KUPINA

Kupina (lat. Rubus fruticous), grmolika biljka karakteristiénog oblika i crne boje ploda, od
davnina se koristi kao ljekovita biljka. Cijenjena je medu brojnim narodima i civilizacijama:
njezino ljekovito djelovanje opisano je u u¢enjima autora antic¢kih djela, u 16. st. opisana je
kao sastavnica skupocjenog pica “Moratum”, pripremljenog od kupine, vina, meda i zacina.
Tijekom ratova listovi kupine sluzili su kao zamjena za ruski ¢aj, dok su Nijemci mjeSavinu

lis¢a maline, kupine i Sumske jagode koristili kao zamjenu za kineski ¢aj (Veli¢, 2015.).

Unatoc¢ dugoj tradiciji koriStenja kupine u raznolike svrhe, kupina se kao vo¢na kultura pocela
uzgajati relativno kasno: kao prva, plemenita sorta Evergreen u Europi se uzgaja od 1809.
godine. Zatim je u Americi u kulturu uvedena sorta Dorchester, koja je otkrivena 1840.

godine.

Do nedavno, uzgoj kupine u Republici Hrvatskoj bio je sveden samo na iskoriStavanje
samoniklih vrsta. U novije vrijeme zapoclelo se s kultiviranim uzgojem, i to vrstama
“Thornless Logan”, “Thornfree”, “Black Satin” i “Tayberry”’koje predstavljajunajéesce

uzgajane vrste kupine u Hrvatskoj (Veli¢, 2015.)

Prema podatcima USDA (2016.), botanicka klasifikacija kupine daje sljedeéu kategorizaciju:

Carstvo: Plantae (biljke)
Podcarstvo: Tracheobionta (cijevnjace ili vaskularne biljke)
Odjeljak: Spermatophyta (sjemenjace)
Divizija: Magnoliophyta (cvjetnice)
Razred: Magnoliopsida (dvosupnice)
Red: Rosales
Porodica: Rosaceae (ruze)

Rod: Rubus L.
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Oblikom, kupina je trajni grm koji raste na Sumskih Cistinama, uz rubove polja i medu
grmljem te mozZe narasti 50 - 300 cm u visinu. Stablo mu je pokriveno trnjem i mjestimi¢no
odrvenilo, a bodlje sluze za penjanje i kao obrambeni mehanizam protiv Zivotinja koje se
hrane lis¢em. Cvjeta od lipnja do kolovoza i nakon toga se iz svakog pojedinacnog cvijeta
razvija sitni jagodicasti plod crvene boje, koji kasnije potamni do tamnoplave i skoro crne

boje (Veli¢, 2015.).

Plod kupine moZe biti razli¢itog oblika (okruglast, kupast i ovalan) i krupnode: vrlo krupan
(mase preko 7 g), krupan (5 — 7 g), srednje krupan (3 — 5 g) i sitan (mase manje od 3 g).Boja
povrsine zrelog ploda kupine je crna i sjajna (Slika 1). Zanimljivo je da se boja povrsine ploda

i boja soka mogu razlikovati (npr. povrsina crna, a sok crven i sl.)

Slika 1.Plod kupine (http://gardeners.s3.amazonaws.com, 9.9.2016)

Kao posebno vazna osobina ploda kupine smatra se ¢vrstoca jer o njoj u velikoj mjeri ovisi

namjena ploda. Priizboru sorti viSe se cijene one koje imaju ¢vrsée plodove (Mratinié, 1998).



http://gardeners.s3.amazonaws.com/
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2.1.1 KEMIJSKI SASTAV KUPINE

Kemijski sastav kupine definira odnos suhe tvari i vode u plodu. Bitan je zbog odredivanja
svojstava, energetske i prehrambene vrijednosti dobivenih proizvoda te za odabir

tehnoloskih postupaka poput prerade i skladistenja.

U nutritivnom smislu, kupina sadrzi velike kolicine Secera, organskih kiselina i biljnih vlakana
te znacajno manje proteina i masti. Osim toga, predstavlja izvor bogat bioloski aktivnim
tvarima kao $to su polifenoli (tanini, antocijani), vitamini topljivi u vodi (B skupine i C) i
mastima (npr. karotena) te minerala: kalija, kalcija, magnezija, fosfora, Zeljeza i bakra

(Amidzi¢ Klari¢, 2011.). Nutritivna vrijednost ploda kupine prikazana je u Tablici 1.

Tablica 1 Nutritivna vrijednost ploda kupine i voénih proizvoda dobivenih njezinom preradom

izrazena na 100 g proizvoda (Brodarec, 1976.)

Sastavnica Svjeza kupina Smrznuta kupina Sok od kupine
Voda (g) 82 -86 74,3 — 82 85,8
Proteini (g) 0,7-1,3 0,8-1,0 0,8
Masti (g) 0,4-0,9 0,3-0,5 0,8
Ugljikohidrati (g) 11,5-12,9 15,7 — 24,4 12,1
Ukupna kiselost — lim.kis. (g) i35
pH vrijednost 3,2
Pepeo (g) 0,5 0,5 0,5
Vitamini:
Karoteni 96 ug 66 ug
Retinol (ug) 16 11
a tokoferol (mg) 0,35-10,6
L-askorbinska kis. (mg) 20-21 8 5-10
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Riboflavin (mg)

0,04 0,1 0,03 -0,05

Piridoksin (mg)

0,05 0,06

Pantotenska kis. (mg)

0,25

Mineralni sastav:

Mg (mg)

23-30 12 22

Cu (mg)

0,12

P (mg)

19-25 17 17-30

S (mg)

17
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Ugljikohidrati

U Tablici 1 vidljivo je da najvedi udio suhe tvari Cine ugljikohidrati. Ugljikohidrati utjecu na
energetsku vrijednost ploda i aromu. Sadrzaj ukupnih Seéera u vocu se krece u rasponu od 3
- 20 %, dok je kod kupine to 6,4 % (Brodarec, 1976.), Sto kupinu svrstava u kiseliju vrstu voca.
Sadrzaj ugljikohidrata ovisi o stupnju zrelosti, sorti, staniStu, uvjetima skladistenja te nacinu

konzumacije ploda (svjezi ili suseni oblik).

Prehrambena vlakna

Prehrambena vlakna su biljne tvari koje su neprobavljive za enzime probavnog sustava,
uklju€ujuéi tvari stanicnih stijenki biljaka (pektin, lignin, celuloza) kao i medustanicne
polisaharide (gume, sluzi). Preporuc¢en dnevni unos za odrasle osobe je 25 - 30 g / dan.
Prevelik unos uzrokuje smanjenu adsorpciju minerala i vitamina u stanice, dok nedovoljan
unos uzrokuje probavne smetnje, pretilost, smetnje probave, dijabetes tip 2 i sl. (Katalini¢,
2011.).Kupina sadrzi 4,1 — 7,3 g /100 g dijetnih vlakana (Brodarec, 1976.) $to ju svrstava u

grupu namirnica s dobrim izvorom vlakana.

Minerali

Minerali su tvari koji su neophodne za normalno odvijanje izmjene tvari u naSem organizmu.
Cine 4,5 % mase tijela, a najvedi dio nalazi se u kostima, tkivu, tjelesnoj tekucini, enzimima,
hormonima i hemoglobinu (Lovri¢, 2004.). Najzastupljeniji minerali u svjezem plodu kupine

su kalij, kalcij i magnezij i fosfor, dok se ostali minerali nalaze u manjim koli¢inama.

Vitamini

Vitamini su prehrambene tvari koje su organizmu potrebne u malim koli¢inama za odvijanje
metabolickih procesa i sprjecavanje deficitarnih bolesti. Kako bi bila smjestena u skupinu
vitamina, promatrana komponenta se ne smije se sintetizirati u organizmu, veé se mora
unositi hranom (Mandi¢, 2007.). U plodu kupine se u najvecoj koli¢ini nalazi vitamin C (20

mg/100 g).
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Tvari boje

Tvari boje vocu daju prepoznatljivu boju i ukazuju nam na zrelost ploda, a osim toga utjecu i
na aromu. NajceSce boju vocu daju pigmenti poput karotenoida, antocijana, flavonoida, i
drugih. Neki pigmenti nemaju samo ulogu boje veé i nutritivhu ulogu, kao npr. B-karoten
(Pichler, 2011.). Za boju kod kupina odgovorni su spojevi iz grupe flavonoida koji kupinama

daju crvenu boju koja zrenjem potamni do gotovo crne.

2.1.2 UTJECAJ PLODA KUPINE NA ZDRAVLIE

S obzirom na prikazani kemijski sastav, moZemo reéi da kupina ima izuzetno blagotvorno
djelovanje na ljudski organizam. Svjezi plodovi i sok kupine su odli¢no laksativno sredstvo,
mineralne tvari i organske kiseline reguliraju pH krvi, poboljSavaju krvnu sliku i utje¢u na
ateroskleroze i infarkta dok celuloza utje¢e na poboljSanje probave hrane. Sitno izrezani
korijen kupine pripremljen kao ¢aj moze se koristiti kao pomo¢ kod pojave artritisa (gihta)
(Willfort, 1978). Osim toga, plod kupine ima prednosti kao hrana nad ostalim namirnicama i

po tome Sto je male energetske vrijednosti.

Plodovi kupine su pogodni za razne namjene: duboko zamrzavanje, potroSnju u svjezem
stanju i u kulinarstvu te za industrijsku preradu u sokove, sirupe, kompote i dZzemove (Slika

2). Od kupine se mogu proizvoditi i specijalna vina, ocat i drugi proizvodi (Mratini¢, 1998).

Slika 2. DZem dobiven preradom kupine (http://dijetaplus.com, 9.9.2016.)
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2.2 KUPINOVO VINO

Prema Pravilniku o vocnim vinima, voéno vino je prehrambeni proizvod
dobivenfermentacijom soka ili masulja od svjeZeg koSticavog, jezgricavog,jagodicastog,
bobicastog ili ostalog vo¢a i ima minimalni sadrzaj prirodnog alkohola 1,2 %vol.Voéna vina
dijele se na desertno, aromatizirano, biser i pjenusavo voéno vino, vo¢ni masulj, voéni most u

fermentaciji, vo¢ni sok i vo¢nu kominu.

Kupinovo vino je voéno vino s malim postotkom alkohola, pripravljeno iz zrelih, zdravih
plodova kupine. Vino se odlikuje karakteristichom bojom (Slika 3), blagim mirisom i
ugodnimokusom, Sto ga Cini izuzetno pitkim. Vo¢no vino od kupine smatra se svakako
najpoznatijim voénim vinom, a ubraja se u ,teza“” vina jer ga odlikuje ugodna trpkost te

savrSen sklad ukupnih kiselina, alkohola i ekstrakta karakteristi¢nih zakupinu.

Slika 3. Kupinovo vino (http://www.theotherandyhamilton.com, 9.9.2016.)

Kupina sadrzi brojne nutrijente, a narocito je bogata Zeljezom. Poznato je da nedostatak

Zeljeza u krvi ¢ovjeka ima brojne negativne posljedice: slabokrvnost, umor, vrtoglavica i dr.,
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stoga je radi normalnog razvoja i dobrog zdravlja potrebno unositi Zeljezo u organizam za sto
se, izmedu ostalog, preporuca kupinovo vino. IstraZivanja su pokazala da konzumiranje
kupinovog vina u malim koli¢inama smanjuje tzv. ,los” kolesterol u krvi. Takoder, djeluje
povoljno na poboljSanje opceg stanja organizma: otklanja umor, otvara apetit, poboljSava
cirkulaciju krvi, povisuje niski krvni tlak te povoljno djeluje kod bolesti krvoZilnog sustava i

ateroskleroze (Johnson i Gonzalez de Mejia, 2012.)

2.2.1 PROIZVODNJA KUPINOVOG VINA

Postupak za dobivanje kupinovog vina moZe se podijeliti na dvije faze: primarnu i

sekundarnu, kako je shematski prikazano na Slici 4.

Tehnoloske operacije koje provodimo tokom primarne faze su maceracija, periodi¢no

mijeSanje, dekantacija, filtracija i cijedenje mosta.

Nakon muljanja, tj. gnjecenja kupina, masulj se ulijeva u posudu od nehrdajuceg celika te mu
se direktno dodaje Seéer, 20 g selekcioniranog vinskog kvasaca i 5 g kalijevog metabilsufita
na 100 L masulja. Temperaturu tijekom primarne fermentacije soka od kupine trebalo bi
odrZzavati na 17 do 19 °C. Pri visokim temperaturama vrenja masulj bi izgubio velik dio
aromati¢nih i mirisnih tvari te bi se fermentacija mogla zaustaviti. Iz istih razloga, nije

pozeljna niti preniska temperatura (ispod 10 °C).

Obi¢no se plod i talog odvaja 7. — 10. dan. Fermentaciju na plodu ne bi trebalo provoditi duze
od 10-tak dana jer u suprotnom dolazi do ekstrakcije nezeljenih tvari. Pretok se provodi kada
je dosSlo do razrjedivanja, olakSsanog mijeSanja i podizanja ostataka ploda te ako je boja
mosta/soka primjerena. Tada je potrebno odvojiti most, tj. prekinuti vrenje na plodu,

posebice ako se burno vrenje zaustavlja.

Sekundarnu fazumozemo podijeliti na dvije podfaze: u fazi | provodi se kontrolirana/hladna
fermentacija uz pretakanje. Prije pretakanja vina dodaje se bistrilo (bentonit, pentagel) te po

potrebi K-metabisulfit. Temperaturu treba spustiti na 18 °C nakon sto se napravi pretok. U
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fazi Il dolazi do hladne stabilizacije — zrenje vina pri kontroliranim uvjetima u spremnicima od
nehrdajuéeg celika pri temperaturi 12-14 °C, periodi¢no pretakanje te razvoj bouquet-a

tijekom vremena (Veli¢, 2015.).

. . . Primarma faza
Prinvat sirovine

Muljanje
| Kvasace
Maceracija (predfermentacija) Sedar
Sumporenje

Cijedenje, pretakanje i gruba filtracija

[_>. . Sekundarna '

Hladenje Fermentacija faza I

7
Pretakanje i filtracija

Zrenje, odleZavanje, pretakanje

R Sekundarna

Punjenje

w7

Skladistenje

Slika 4. Blok shema tehnoloskog procesa proizvodnje kupinovog vina (Veli¢, 2015.)

Muljanje

Kupina u svom plodu sadrZi sastojke potrebne za njezinu preradu u vino: Secer sposoban za
vrenje te autohtone kvasce. Dok su bobice ¢itave, u njima Secer ne moze provreti, stoga je
potrebno prvo mehanicki osloboditi sok - most, kako bi se iz njega vrenjem dobilo vino. To se
postize gnjeenjem ili muljanjem kupina kao inicijalnom radnjom nakon berbe i transporta

kupina.
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Fermentacija

Fermentacija je faza koja nastupa nakon muljanja kupina odnosno cijedenja mosta. Tada
kvasci (mikroorganizmi koji provodealkoholnu fermentaciju) koji su na pokozici bobice
mirovali, dosavsi u tekucinu u kojoj je rastopljen Secer, pocinju intenzivno razmnoZavanje
metabolizirajuéisecer do alkohola, CO;i niz drugih sastojaka koji utje¢u na kvalitetu vina, kao
Sto su glicerin, octena kiselina, jantarna kiselina, tvari arome i drugo. Istovremeno, nastaje
odredena koli¢ina energije koju kvasci koriste za svoje zivotne potrebe, dok se visak energije

oslobada u obliku topline.

Kupinovo vino, kao i vina proizvedena od drugog jagodastog voca, slabo su alkoholna, jer se
postotak Secera u tom vocu krece od 5 - 12 %. To znali da ¢e nakon vrenja soka s
navedenomkoncentracijom Secera dobiti vino sa sadrzajem alkohola od oko 5 - 6 vol %.
Stoga je neophodno provesti dosSeceravanje masulja, pri ¢emu je za povecanje udjela

alkohola u budu¢em vinu za 1 vol % alkohola u 100 | mosta potrebno dodati 1,7 kg Secera.

Secer se dodaje kako bi kao produkt nastalo dobro vino s dovoljno alkohola koji ¢e ga €uvati
od kvarenja. Dodaje se u dva navrata: 50 % od odredene koli¢ine Secera za dosladivanje
umijesa se te otopi u masulju, a zatim se dodaje selekcionirani suhi kvasac 30 g / 100 L i
dobro promijeSa. Drugo dodavanje Seéera potrebno je obaviti nakon 3 - 4 dana od pocetka
burne fermentacije. Dobiveni masulj u posudama sulfitira se s K-metabisulfitom neposredno
prije doseéeravanja, kako bi se sprijecio rast i razvoj patogene mikroflore (bakterija) i divljih

kvasaca prisutnih na plodu kupina. Nakon toga se dodaju enzimi - pektinaze.

Masulj kupina moze fermentirati uz dodatak selekcioniranih kvasaca prikontroliranoj
temperaturi od 17-19 °C. Starter kultura koristena u eksperimentalnom dijelu ovog rada je
selekcioniranikvasac Saccharomyces cerevisiae Uvaferm 299. Uz nju je kao dodatak koristena
i hrana za kvasce Fermaid E, mjeSavina organskog i anorganskog dusika koja sluzi kako bi

potaknula pravilan metabolizam kvasaca koji ¢e dovesti do najboljih rezultata fermentacije.

Maceracija moze trajati od 4 - 21 dan, uz svakodnevno mijesanje masulja najmanje tri puta
dnevno tijekom burne fermentacije. Vrenje masulja se treba provesti u zatvorenom tanku

radi sprjecavanja ulaska zraka (Opaci¢, 2010.).

13



2. Teorijski dio

Na sam proces fermentacije utjecu fizikalni i kemijski cimbenici:
1. Fizikalni ¢imbenici

° temperatura- za kvalitetu vina jako je vaZnatemperatura vrenja, potrebno ju je
odrzavati unutar vrijednostipropisanih za pojedini soj kvasaca (uz pomoc¢ hladenja), te je
tijekom cijele fermentacije kontrolirati. Prifermentaciji masulja od kupine temperatura ne bi
trebala prijeci 20 °C.

. tlak ugljikova(lV) oksida (CO2)

2. Kemijski ¢imbenici

° koli¢ina kisika - zracenjem se dodaje, a sumporenjem oduzima kisik

° koli¢ina sumporova(lV)oksida (SO;) - prisutnost iznad 25-30 mg/| sprje¢ava pocetak
vrenja

. koli¢ina dusika (N2) kojeg kvasci koriste za hranu

° koli¢ina teskih metala- Zeljezo, bakar, aluminij, cink

. alkohol - pojedini sojevi kvasaca podnose razli¢ite koncentracije alkohola

° ostaci pesticida - sprjecavaju rad kvasca

Malolakticna fermentacija

Malolakti¢na fermentacija je proces pretvorbe jabucne kiseline u mlije¢nu kiselinu. Mlije¢na
kiselina znatno je slabija od jabuéne kiseline. Malolakticnu fermentaciju provode
malolakti¢ne bakterije, a najznacajnija vrsta je Lactobacillus brevis. Ukoliko se koriste
autohtone sorte starter kultura bakterija, konacni proizvod biti ¢e ujednacene i bolje

kakvoce. Provodi se na temperaturi 20 —25°C (Pozderovi¢, 2013.).

Sumporenje mosta i masulja

Suvremeno podrumarstvo nezamislivo je bez upotrebe sumpora i iako sesumporenje koristi

od davnina, podrumari mu pristupaju snepovjerenjem i nerado sumpore svoj most i vino.
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Mnogi smatraju da je SO, Stetan zazdravlje ljudi, da uzrokuje glavobolju ineugodan miris

vina.

Upotreba SOaregulirana je Pravilnikom o voénim vinima, gdje je odredena maksimalna

dozvoljena koli¢ina ukupnog sumpornog dioksida 200 mg/L i slobodnog 30 mg/L.

Sumporov(IV)oksid dodan mostu ili vinu prelazi u sumporastu kiselinu koja se veé¢imdijelom
veze, a manjim dijelom ostaje slobodna. Slobodni dio sumporaste kiseline djeluje kao
antiseptik (pogubno djeluje na sveStetne bakterije uzrocnike bolesti vina, divlje kvasce,
plijesni i gljivice uzro¢nike vinskogcvjeta) i antioksidans(sprjeCava nepozeljne oksidacije t;j.

posmedivanjemosteva i vina).

Osim toga, sumporenjem se most i vino se Cuvaju od suviSnih oksidacija, vina se bolje,

sigurnije i dulje ¢uvaju te zadrZavaju svjezinu i bouquet - aromu.

Sumpor za potrebe u vinarstvu moze se nabaviti kao:

° kalijev metabisulfit, vinobran (K;S,0s): najcesée se koristi zbog jednostavne pripreme
i doziranja.
° tekuéi sumporni dioksid: dolazi u promet u celi¢cnim bocama teZine do 50 kg, a koriste

ga vinarije za sumporenje vina i bacvi
° sumporasta kiselina: najceS¢e se priprema u koncentraciji 5 do 10 %, proizvodi se

industrijski

Uloga sumpora je viSestruka: ubrzava i potpomaze u taloZenju necistoca, kojenepovoljno
djeluju u masulju (zemlja, lisée, plijesan, ostaci sredstva za prskanje itd.),sprje¢ava djelovanje
Stetnih  mikroorganizama (divlji kvasci, bakterije) dok ne pocnefermentacija sa
selekcioniranimkvascem te sprje¢ava enzimsko i neenzimsko posmedivanje vina (Opacié,

2010.).

Dozrijevanje vina

lako je alkoholno vrenje mosta najvaznija biokemijska promjena koja se odvija u
mostutijekom proizvodnje vina, postoji joS cijeli niz znacajnih promjena u mladom
vinu:biokemijske, kemijske, fizikalne i fizikalno- kemijske prirode. Te promjene uzrokuju

bistrenje te izgradnju okusa i mirisa — dozrijevanje vina. OdleZzavanjem vina pocinju brojni
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procesiu kojima sudjeluju sastojci mladog vina u kombinaciji s vanjskim ¢imbenicima medu
kojima je na prvom mjestu kisik. Vino dolazi u kontakt s kisikom za vrijeme pretakanja i taj
proces povoljno utje¢e na dozrijevanje vina,na razvoj aromaticnih i buketnih vina. Znacajan

utjecaj imaju i temperatura i vlaZznost zraka upodrumu.

Nakon alkoholne fermentacije, u mladom vinu zaostajemala koli¢ina neprevrela Secera pa i
kvasci nastavljaju proces dozrijevanja, ali posve mirno, $to se ocitujekao lagan Sum izlazeéeg
CO,, tzv. tiho vrenje. Zbog tihog vrenja uposudi mora biti ostavljen prostor i posude se ne

smiju ¢vrsto zacepiti.

Kod proizvodnje suhog kupinovog vina, pretvorba Seéera u alkohol se provodi do kraja, a kod
proizvodnje slatkog, desertnog vina, vrenje se prekida kod Zeljenog ostatka

Secera.Fermentaciju se prekida naglim hladenjem na temperaturu od oko 5 °C.

Stabilizacija vina

Cilj stabilizacije je sprijeciti mutnodu i taloZenje pojedinih sastojaka vina. Nestabilnostu vino
unose dusi¢ne tvari, bjelancevine, polifenoli - boje i tanini, mikroflora (kvasci i bakterije) i soli
vinske kiseline. Prema tome, potrebno je poduzeti odredene mjerekako bi vino poslije

prvogpretoka i prije razlijevanja u boce bilo stabilno.

° Polifenoli: antocijani i tanini,tvari boje; tanini kod pijenja djeluju oporo i gorko.
Polifenoli su podloZni oksidaciji najprije u mostu a zatim u vinu, pa time dolazi do
nestabilnosti vina, koja se olituje u promjeni boje vina od svijetlozute do tamnosmede -
posmedivanje vina. Ove oksidacijske procese sprje¢avamo dodatkom sumporova(lV)oksida
(K-metabisulfitom ili 5%-tnom otopinom sumporaste kiseline).

° Metali su takoder odgovorni za nestabilnost u vinu, i to posebice Zeljezo, cink i bakar.
Metali se u plodu mogu pojaviti na viSe nacina: fizioloskim putem kroz korijen, a podrijetlo
mu moze biti iendogeno: losa zastita Zeljeznih dijelova na strojevima i posudama u podrumu,
zatim mehanickim putem - kiSom i vjetrom nanesenom zemljom na kupine, kao i sredstvima
za zastitu. Vino uobicajeno sadrzi 0,4 - 0,5 mg/L Zeljeza, a veca koli¢ina dolazi u vino na

opisani nacin.
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. Mikroorganizmi (kvasci i bakterije) su uzroc¢nici bioloSke nestabilnosti koja se
sprjeCava pravilnom primjenom sumporova(lV)oksida.Kod prerade kupina djelujemo
preventivno, uklanjajuéi bakterije, loSe kvasce i ostale nepoZeljne tvari koje u mladom vinu

izazivaju biolosku nestabilnost vina (Opaci¢, 2010.).

2.2.2 PARAMETRI KAKVOCE KUPINOVOG VINA

Prema Pravilniku o vinu (2004.), kakvoca vina utvrduje se na osnovi sljedecih elemenata:

° Fizikalno-kemijske analize: alkoholna jakost, ukupni suhi ekstrakt, gustoca,
reducirajuéi Seceri, saharoza, ukupne kiseline, hlapljive kiseline, pepeo, pH, slobodni

sumporni dioksid, ukupni sumporni dioksid;

. Dodatne analize:

Ugljicni dioksid (prirodna pjenusava, biser i gazirana vina);

Mikrobiolosko ispitivanje vina i taloga;

Provjere ponasanja vina pri izlaganju zraku i niskim i poviSenim temperaturama;
Organolepticko ocjenjivanje boje, bistroée, mirisa i okusa;

Odnos pojedinih sastojaka u vinu bitnih za pojedino vino.

Pojam kvalitete kupinovog vina obuhvaéa organolepti¢ka svojstva kupinovog vina: boju,

aromu, bistrinu i ujednacenost okusa te odredeni fizikalno-kemijski sastav.
Na senzorska i fizikalno-kemijskasvojstva kupinovog vina utjecu razliciti cimbenici:

° uzgoj i odabir sorte te fizioloSko stanje sirovine pri berbi

° sastav tj. udjel pojedinih komponenti kupine: Seéera, organskih kiselina, fenola,
bioloski aktivnih tvar, arome i boje itd.

. postupci u proizvodnji vina: maceracija, enzimska obrada, izbor i selekcioniranje

kvasca te uvjeti fermentacije i zrenja (Veli¢ et al., 2013.).
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2.3 TVARI BOJE

Klorofil je pigment koji bilikama daje zelenu boju, za Zutu boju biljaka koja varira od Zute do
crvene boje zaduZeni su karotenoidi dok antocijani (grc. anthos (cvijet) i kyanos (plavo)) daju
raspon boja od svijetlo ruZi¢aste do tamno ljubicaste. Smatra se da je glavna uloga
pigmenata privladenje insekata i drugih Zivotinja u svrhu oprasivanja i raznosenja sjemena.
Njemacki kemicar Richard Willstatter, koji je za rad na izolaciji biljnih pigmenata dobio i
Nobelovu nagradu 1915. godine, otkrio je da skoro sve biljke crvene, plave i ljubi¢aste boje

sadrZe antocijane (http://www.hah.hr/arhiva/index potrosacki.php?id=368, 11.9.2016).

Polifenoli su spojevi koje su biljke sintetizirale kao odgovor na stresne uvjete, kao molekule
specificnih osobina koje su sluZile za obranu od insekata i nametnika. Imaju znacajnu ulogu u
obrani organizma djeluju¢i antibakterijski, antivirusno, protuupalno, antimutageno,
antikancerogeno, antialergijski te u zastiti kardiovaskularnog sustava (Veli¢, 2015.). Slika 5

prikazuje opc¢u podjelu polifenola.

POLIFENOLI
FENOLNE KISELINE STILBENI
Derivati Derivati
hidroksibenzojeve hidroksicimetne
kiseline kiscline
v
FLAVONOIDI
NS e i =
A== .
Flavoni / \ Flavanoli
Izoflavonoidi Flavonoli
Flavanoni Antocijanidini

Slika 5.0pc¢a podjela polifenola (Veli¢, 2015.)
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Najrasprostranjenija skupina polifenola su flavonoidi.Njihovu osnovnu strukturu
Cinitroprstenasta struktura sastavljena od dvije aromatske benzenske jezgre A i Bspojena

heterociklicnim prstenom s kisikom, prsten C (Slika 6).
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Slika 6. Osnovna struktura flavonoida (Veli¢, 2015.)

Fenolni spojevi pridonose senzorskim svojstvima i nutritivnoj vrijednosti namirnica biljnog
podrijetla te brojnim proizvodima dobivenim njihovom preradom (Cheynier, 2005.).

Najzastupljeniji pigmenti iz grupe flavonoida u plodu kupine su antocijani.

2.3.1 ANTOCIJANI

Glavni dio molekule antocijana je antocijanidin koji je povezan s monosaharidima (glukoza,
arabinoza, ksiloza) te kao takav odgovoran za boju. Antocijanidin se jo$ naziva i flavilium
kation (aglikon) te sadrzi konjugirane dvostruke veze odgovorne za adsorpciju svjetla pri
valnim duljinama oko 500nm, zbog ¢ega ih ljudsko oko vidi obojene od crvene, narancaste
do plavo crvene boje (Pichler, 2011).

Od 22 poznata antocijanidina, najznacajniji za hranu su: pelargonidin,cijanidin, peonidin,
delfinidin,malvidin i petunidin (Slika 7) i medusobno se razlikuju po broju hidroksiliranih

imetoksiliranih grupa na B prstenu flavilium kationa.
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QCH,

aH

Cijanidin Feonidin

Delfinidin Malvidin Pefunidin

Slika 7.Najznacajniji prirodni antocijanidini (Pozderovi¢, 2013.)

Antocijani su najzastupljenija tvar boje u plodukupine i to u koli¢ini od 35 — 121 mg/L

(Arozarenaisur., 2012.).

2.3.2 UTJECAJ PARAMETARA NA STABILNOST BOJE ANTOCIJANA

Antocijani su vrlo nestabilne molekule u matriksu poput hrane. Na stabilnost boje antocijana
uvelike utjece pH, otapalo, temperatura, koncentracija antocijana i struktura, kisik, svjetlost,

enzimi i drugi prisutni sastojci.

Utjecaj strukture

Glikozidne jedinice i acilne grupe vezane na aglikon te mjesto vezanja imaju znacajan utjecaj
na stabilnost i reaktivnost antocijana. Mjesto supstitucije na antocijanidinu te broj i pozicija
hidroksilnih i metoksilnih grupa na aglikonu utje€u na kemijsko ponasanje antocijana.
Povecana hidroksilacija na aglikonu stabilizira antocijanidin; delfinidin je stabilniji od
cijanidina u zakisellenom metanolu. Ipak, postoje odstupanja od pravila utjecaja
hidroksilacije aglikona na stabilnost molekule. U pufer otopini pH 3,1 cijanidin 3-glukozid je
bio stabilniji od pelargonidin 3-glukozida, ali je delfinidin 3-glukozid bio manje stabilan nego
cijanidin 3-glukozid. Takoder, petunidin 3-glukozid, sa dvije hidroksilne grupe na B prstenu je

bio manje stabilan nego peonidin 3-glukozid koji ima samo jednu hidroksilnu skupinu u istom
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prstenu (Pichler, 2011.). Povecanjem metilacije hidroksilnih skupina smanjuje se stabilnost

antocijana.

Prisutnost hidroksilnih i metoksilnih skupina ne utje¢e samo na stabilnost antocijana, vec i na
predodZibu boje. Boja antocijana se mijenja od ruZiCaste prema plavoj kako se broj
hidroksilnih skupina povecava (Pichler, 2011.) Glikozilnom supstitucijom postiZe se stabilnija
molekulaantocijana, ali na stabilnost utjeCe i sama pozicija glikozilacije te vrsta glikozilne

jedinice.

pH

Antocijani su stabilniji u kiselom mediju, nego u alkalnom mediju. Pokazuju Siroki raspon
boja ovisno o pH vrijednosti. lonska priroda antocijana omogucava promjenu strukture
molekula s obzirom na pH, $to rezultira razli¢itim bojama i nijansama boja pri razli¢itim pH
vrijednostima.

U vrlo kiselom mediju crveni flavilium kation je dominantan oblik. Pove¢anjem pH dolazi do
smanjenja intenziteta boje i koncentracije flavilium kationa zbog hidratacije preko
nukleofilnih veza, te nastaje bezbojni karbinolni oblik. Karbinolni oblik gubi konjugirane
dvostruke veze izmedu A i B prstena i ne apsorbira vidljivu svjetlost. Takoder dolazi do brzog
gubitka protona s flavilium kationa kako pH dalje raste i nastaje obojeni gvinoidalni oblik.
Relativna koli¢ina svakog oblika varira ovisno o pH i strukturi svakog antocijana (Kopjar,

2007.).

Temperatura

Na stabilnost antocijana utjeCe i temperatura. Brzina degradacije antocijana se povecava
tijekom procesiranja i skladiStenja kako se temperatura povecava. Povecanje temperature u
pH intervalu 2-4 izaziva gubitak glikozilnih jedinica antocijana hidrolizom glikozidne veze, sto
dovodi do gubitka boje antocijana s obzirom da su aglikoni manje stabilni od svojih
glikozidnih oblika. Stvaranje halkona prvi je korak tijekom termicke degradacije antocijana
(Pichler, 2011.). Termicka degradacija vodi ka stvaranju smedih pigmenata, posebno u

prisutnosti kisika.
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Kisik

Kisik pojacava utjecaj drugih degradacijskih procesa antocijana. Stetan utjecaj kisika na
antocijane se moze manifestirati kroz direktnu oksidaciju ili indirektnu oksidaciju gdje
oksidirane komponente medija dalje reagiraju s antocijanimate se stvaraju bezbojni ili smedi
produkti. Antocijani reagiraju i sa radikalima kisika odnosno s peroksi radikalima. U takvim
reakcijama antocijani djeluju kao antioksidansi te se smatra da je to svojstvo antocijana

odgovorno za njihov pozitivan utjecaju na kardiovaskularna oboljenja (Kopjar, 2007.).

Svjetlost
Svjetlost utjece na antocijane na dva razli¢ita nacina. Neophodna je za biosintezu antocijana i
ubrzava njihovu degradaciju (Pichler, 2011.) i upravo zbog toga, proizvode od kupine bolje je

¢uvati u mraénom prostoru.

Askorbinska kiselina

Obogadivanje voc¢nih sokova s askorbinskom kiselinom je uobicajena metoda zastite od
oksidacije i poveéanje nutritivne vrijednosti proizvoda. Askorbinska kiselina ima nekoliko
razli¢itih uloga u stabilizaciji boje antocijana. Degradacija antocijana ubrzana je prisutnoséu
askorbinske kiseline jer ubrzava polimerizaciju pigmenata i uzrokuje obezbojenje. Smatra se
da je mehanizam degradacije antocijana direktna kondenzacija izmedu askorbinske kiseline i

antocijana (Pichler, 2011.).

Seéeri

Seceri su prirodno prisutni u voéu, a vrlo ¢esto se dodaju tijekom procesiranja razli¢itih
proizvoda na bazi voéa. Secer, kao i njegovi produkti degradacije smanjuju stabilnost
antocijana. Reakcijom izmedu antocijana i degradacijskih produkata Seéera i askorbinske
kiseline nastaju smedi pigmenti (Kopjar, 2007.). Takoder je ustanovljeno da Secer moze i
Stititi antocijane. Ustanovljeno je da saharoza Stiti antocijane tijekom skladistenja
zamrzavanjem i sprjeCava posmedivanje i stvaranje polimera vjerojatno zbog inhibicije

enzimskih reakcija, ili pak smanjenja aktiviteta vode (Pichler, 2011.).
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Kopigmentacija

Boja antocijana se moZe stabilizirati i pojacati kopigmentacijskim reakcijama. lako su
antocijani obojeni u prirodi, njihov obojeni oblik je jako stabiliziran drugim prirodnim
komponentama, tzv. kopigmentima, koji postoje u stanicama cvijeéa i voca (Pichler, 2011.).
Kopigmentacija moze biti vrlo koristan, odnosno prirodan nacdin za poboljSanje boje
prehrambenih proizvoda bogatih antocijanima. Uoceno je da je kopigmentacija intenzivnija u
sokovima bobicastog voca nego s Cistim antocijanima tih sokova, a $to upucduje na ¢injenicu
da i druge tvari soka imaju ulogu u fenomenu kopigmentacije (Kopjar, 2007.).
Kopigmentacija se moZe odvijati na nekoliko nacina. Najznacajniji mehanizmi kopigmentacije
su formiranje intermolekularnih i intramolekularnih kompleksa. Medusobno povezivanje i

stvaranje metalnih kompleksa su takoder moguéi mehanizmi za stvaranje kopigmenata.

intermolekularna

medusobno povezivanje kopigmentacija kompleksi & metalima
S L — | B Mg "
—— a— P My -3
C:D-. lC ] _! ‘_

intramolekularna
kopigmentacija

—

Slika 8. Interakcije antocijana (Pichler, 2011.)

aglikon Eecer kopigment kizelina

oo . e e
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2.4 TVARI AROME

Kemijski gledano, aroma vina je rezultat hlapljivih spojeva odgovornih za miris i nehlapljivih
spojeva koji vise utje€u na okusni doZivljaj voc¢a, pa stoga pod samim pojmom arome
podrazumijeva se dozivljaj mirisnih i okusnih karakteristika (Kopjar, 2014.).Aromu vinacine
razliciti hlapljivi sastojci koji se u istima nalaze u malim koncentracijama, reda veli¢ine od
nekoliko mg/L do nekoliko ng/L. Aroma vina je kompleksna iformira se tijekom zrenja,

sloZzenim kemijskim, biokemijskim i mikrobioloSkim procesima (Vrdoljak, 2009.).

U nehlapljive komponente ubrajamo celulozu, Secere, proteine i slicno, dok alkohole, etere,
aldehide, ketone i sl. ubrajamo u hlapljive komponente. Kao jedna od najvaznijih osobina

kvalitete, aroma ima velik utjecaj na kvalitetu i prihvatljivost hrane (Kopjar, 2014.).

Vrijednost arome ili aromati¢nost se definira kao kvocijent udjela tvari u namirnici i praga
osjetljivosti mirisa (Web 6). Tvari arome nemaju biolosku funkciju u biljkama, ve¢ veéina tvari

arome nastaje kao posljedica degradacijskih promjena (Kopjar, 2014.).

Sve tvari arome se odreduju instrumentalnim metodama: tekucinska kromatografija visoke

djelotvornosti (HPLC), plinska kromatografija (GC), analitickim metodama i senzorskim

ocjenjivanjem (Vrdoljak, 2009.).

2.4.1 NOSITELJI AROME U VOCU

Aromaticni sastojci nalaze se u razli¢itim koncentracijama u voéu i ovisno o tome pridonose
aromatskom profilu voc¢a. Obiéno se tvari arome detektiraju pri niZim koncentracijama nego

Sto se prepoznaju (Kopjar, 2014.).

Aroma u voéu moZe biti uzrokovana malim molekulama poput aldehida i ketona, velikim

molekulama poput Secera i kiselina te interakcijom izmedu malih i velikih molekula.

24



2. Teorijski dio

Opcenito, aromaticne tvari u voéu su podloZne isparavanju i sublimaciji te se najcesée

izdvajaju procesom uparavanja.

Skrob i njegovi derivati, osim kao aditivi, primjenjuju se i kao nosaci arome. Interakcije $krob
- aroma vrlo su korisne za poboljsanje zadrzavanja arome u proizvodima, ali i razvoj nosaca

za enkapsulaciju arome (Boutboul i sur, 2002.).

Male molekule kao Sto su alkoholi, aldehidi i kiseline su vrlo hlapljive molekule koje daju
ostru, estersku, jaku, difuznu, kemijsku notu. Njihova nota je pozeljna ukoliko su razrijedeni.
Vece molekule navedenih spojeva su blaze i pozeljnije i u ve¢im koncentracijama (Kopjar,

2014.).

Maillardovimreakcijama mogu nastati nepoZeljne arome uzrokovane interakcijama medu
molekulama aminokiselina i Secera uz povisenu temperaturu. Osim Maillardovimreakcijama,

nepozeljne arome u vocu mogu nastati i procesom fermentacije.

2.4.2 PODJELA AROMATICNIH SASTOJAKA U VOCU

Tvari arome mogu se podijeliti u nekoliko skupina.
Prema hlapljivosti ih moZemo podijeliti na lako, srednje i slabo hlapljive komponente.

Osim toga, Moslavac (2006) istice da je najprikladnija podjela sastojaka arome po

Gierscheneru (1964) na sljedece kategorije:

e aromatski kompleks karakteristi¢an za odliku vo¢a u kojemu je kemijski kompleks

arome karakteristi¢an za odredenu vrstu voca,

e aromatski kompleks karakteristiCan za vrstu voéa gdje prisutnost kemijskog spoja
daje odredenu karakteristiku sorte te se bez njegove prisutnosti ne dobiva

prepoznatljiva aroma sorte,

25



2. Teorijski dio

e opdi aromatski kompleks koji Cine teZze aromati¢ne tvari koje se u vecini slucajeva
zadrzavaju i preradom,nosaci arome su tvari poput voskova ili lipida koji predstavljaju

otapalo za pojedine aromatske komponente,

e nepozeljni aromatski kompleks koji €ine tvari nastale fermentacijom ili drugim

nepozeljnim kemijskim reakcijama.

Tvari arome ne mogu se podijeliti prema kemijskoj strukturi jer svrstavanje pojedinog
sastojka u pojedinu kemijsku skupinu ne predstavlja uvjet za odredeni aromatski karakter.
Ista funkcionalna skupina moze datirazli¢ita aromatska svojstva, pa tako npr. ketoni zbog
posjedovanja dvije slobodne grupe daju jaCu aromu nego aldehidi koji posjeduju jednu

slobodnu skupinu (iako oba spoja posjeduju istu CHO funkcionalnu skupinu).

2.4.3 PROMIJENE AROME TIJEKOM PROCESA PRERADE

Proces prerade opcenito intenzivira tvari arome jer tijekom prerade dolazi do usitnjavanja
voca Cime se razaraju stanice te aromaticne tvari migriraju iz ploda u sok u kojem se daljnjim

tehnoloskim procesima dodatno aktiviraju.

Za tvorbu aromatskih spojeva najznacajniji su procesi toplinske obrade koji se provode u cilju
dobivanja i pojacavanja arome, ali i konzerviranja proizvoda. Bududi da je vecina aromatskih
sastojaka termolabilna, procese treba provoditi kontinuirano na temperaturama koje
optimalno djeluju na oslobadanje aromati¢nih sastojaka te u Sto kra¢éem vremenu. Vaznu
ulogu ima i kisik koji sudjeluje u procesima oksidacije i hidrolize. Ukoliko se proces prerade
ne provodi pravilno, moZe dodi i do gubitka arome zbog podloznosti hlapljenja i sublimacije
odredenih sastojaka, ali i stvaranja neugodne arome procesima poput fermentacije,

Maillardovih reakcija ili Steckerove razgradnje aminokiselina (Covi¢, 2010.).
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2.4.4 ODREDIVANIJE SASTOJAKA AROME PLINSKOM KROMATOGRAFIJOM

Kromatografija je fizikalna metoda separacije u kojoj se sastojci smjese raspodjeljuju izmedu
dviju faza, od kojih je jedna uvijek stacionarna, a druga pokretna (mobilna). Mobilna faza
moze biti plinovita, tekuca ili tekuéina u superkriticnim uvjetima te joj je cilj prenositi
komponente uzorka kroz stacionarnu fazu koja je u formi gela ili tekucine (ali ¢vrs¢a od
mobilne faze), a odjeljivanje dvaju faza se temelji na razlikama u brzini kretanja komponenti

kroz stacionarnu fazu (Cupurdija, 2008.).

Kromatografija se koristi u svrhu:
e analize komponenata sloZenih uzoraka te proucavanja njihovih interakcija
o identifikacije ili odredivanja komponenata baziranih na poznatim sastojcima
e prociSéavanja odnosno izdvajanja odredenih komponenata u svrhu izoliranja onih koji
su potrebni za daljnja istrazivanja
e odredivanja udjela (kvantifikacije) pri ¢emu se odreduju koncentracija i udjeli

pojedinih komponenti u uzorku.

Kromatografske metode mogu se podijeliti prema obliku kromatografske metode na plosnu i
kolonsku kromatografiju te prema tipovima mobilnih i stacionarnih faza na plinsku
kromatografiju (GC), tekuéinsku kromatografiju (LC, HPLC) i fluidnu kromatografiju u

superkriticnim uvjetima.

Plinska kromatografija (GC) je metoda razdjeljivanja visekomponentnih sustava pomocu
kapilarne kolone koja je podvrgnuta odredenoj temperaturi ili temperaturnom rasponu, a
kao mobilna faza se koristi inertni plin. Na taj nacin se, na odgovarajuéoj koloni, mogu vrlo
uspjesno razdvojiti smjese tvari. U plinskoj kromatografiji uzorak se injektira na pocetak

kromatografske kolone, gdje isparava bez raspada (Cerjan-Stefanovic i sur., 1999.)

Odvajanje komponenata smjese moZe se provesti na 2 nacina: plinskom

adsorpcijskomkromatografijom (GSC) - diferencijalna adsorpcija na adsorbensu te plinskom
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tekucinsko-razdjelnom kromatografijom (GLC) - diferencijalno otapanje ili razdjeljivanje u

odgovarajucoj selektivnoj tekucini nanesenoj na veliku povrsinu u tankom sloju.

Analizirana tvar ne reagira s mobilnom fazom te zbog toga njegova brzina kretanja kroz
kolonu ne ovisi o kemijskoj strukturi mobilne faze. Stacionarna faza odjeljuje komponente
razli¢itih molekulskih masa. Kod molekula male molekulske mase za odjeljivanje komponenti
koristi se cvrsta tvar velike specificne povrSine na koju se adsorbiraju analizirane
komponente. Kod molekula velike molekulske mase za odjeljivanje komponenti koristi se
tekuéa faza nanesena na povrsinu ¢vrstog nosaca adsorpcijom ili kemijskim vezanjem.
Eluiranje se obavlja pomoc¢u protoka inertnog plina kao mobilne faze. Analizirana tvar se
ubrizgava kao tekucina koja zbog visoke temperature u kromatografu prelazi u plinovito
stanje. Temperatura ulaza instrumenta postavlia se na 50°C viSu temperaturu od
temperature vrelista najslabije hlapljive komponente iz analizirane smjese (Cerjan-Stefanovic¢

i sur., 1999.).

Uredaj u kojem se vrsi plinska kromatografija naziva se plinski kromatograf (Slika 9) i sastoji

se od:
e spremnika plina nosaca koji moZe biti boca ili generator,
e uredaja za unosenje uzorka (injektor sa Spricom i septumom),
e kromatografske kolone smjestene u prostoru pedi,
o detektora koji utvrduje odredenu komponentu u struji plina nosaca i

e sustava za ispis podataka (Deur — Siftar, 1973.).

mjerad
protoka

iprica

injektor septum

~

deteltor

regulacija tlaka

ﬁ regulator
protoka

kolona

spremnik pling |
nosafa kolonska peé

Slika 9. Kromatograf (Deur-Siftar, 1973.)
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Plin nositelj

Plin nositelj moze biti bilo koji kemijski inertan plin, no najc¢esée se koriste helij, dusik i vodik
pri ¢emu izbor ovisi o vrsti detektora koji se na plinskoj kromatografiji upotrebljava. Helij se
upotrebljava uz detektore s toplinskom vodljivoséu, a dusik uz detektor s plamenom
ionizacijom (Deur-Siftar, 1973.). Nadalje plin treba biti suh i proc¢iéen kako ne bi doslo do
ostecenja uredaja, ne smije sadrzavati ugljikovodike, mora imati reguliran tlak i protok te biti

Sto jeftiniji.

Injektor

Injektor je uredaj za unoSenje uzorka koji je spojen s kolonom, a moZze biti izravni, premosni,
kolonski te injektor s isparivatem (Cerjan-Stefanovi¢ i sur., 1999.). Temperatura injektora
mora biti visa od temperature kolone. Najcesce se radi o vrlo visokim temperaturama (150°C
- 290 °C) sto omogucava nagli prelazak tekuéeg uzorka u plinovito agregatno stanje

(Cupurdija, 2008.).

Plinovite uzorke najbolje je unositi u kolonu pomoéu dozirnih ventila, a unoSenje ¢vrstih

uzoraka najcesée se provodi nakon otapanja (Pichler, 2011.).

«~— prijevoznik

l '-_,_’——"‘il\'()l' topline

€aura

kolona

Slika 10. Injektor (Capurdija, 2008.)
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Kromatografske kolone

Kromatografska kolona predstavlja osnovu kromatografskog sustava. SmjesStena u
termostatiranoj pecnici s moguénoséu zagrijavanja i kontrole temperature. MoZe biti
izradena od razli¢itih materijala poput metala, plastike, stakla ili kvarca. Kao nosaci koriste se
inertne tvari, otporne na visoke temperature koje se sastoje od kuglastih zrnaca jednoli¢ne

granulacije i malog promjera koje ne apsorbiraju sastojke uzorka. Kolone se dijele na

e preparativne;
e analiticke:

® punjene,

e mikropunjene i

e kapilarne (Deur-Siftar, 1973.).

Kolona je definirana duljinom, promjerom i debljinom adsorpcijskog filma. Dimenzije
kapilarnih kolona se krecu od 15m-60m, promjeri kolona kao i adsorbirani film mogu biti
0.25um-0.50um. Kolona se izabire prema grupama spojeva koji se analiziraju (Cupurdija,
2008.). Uporabom duljih kolona povecava se razmak medu odijeljenim sastojcima smjese
tako da se mogu odjeliti i sastojci koji izlaze zajedno. Duljina kolone ograni¢ena je jakim
padom tlaka i protoka kolone. Bolja djelotvornost kolone postize se smanjenjem njezina
promjera. Poznavajuéi sastav smjese koju kromatografiramo na osnovu podataka iz
literature moZe se predvidjeti koju tekuéu nepokretnu fazu treba upotrijebiti. Efikasnost
kolone ovisi o tome koliko se puta uspostavlja ravnoteza izmedu nepokretne i pokretne faze

(Deur-Siftar, 1973.)

Detektor

Detektor je uredaj koji mjeri promjenu u sastavu eluata mjerenjem fizikalnih i kemijskih
svojstava (Cerjan-Stefanovic i sur., 1999.). Detektori u plinskoj kromatografiji s obzirom na
selektivnost mogu biti: univerzalni (detektiraju svaki sastojak u eluatu osim za Cistu mobilnu
fazu npr. detektor toplinske vodljivosti) i selektivni (daju odziv samo na odredene grupe

komponenata u eluatu npr. plameno-ionizacijski detektor, alkalijski plameno-ionizacijski
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detektor, detektor zahvata elektrona, foto-ionizacijski detektor, plameno fotometrijski

detektor, detektor elektroliticke vodljivosti).

Spektrometrija masa

Instrumenti koji daju podatke o molekularnoj strukturi zovu se spektrometri. Razlikuju se
infracrveni spektar (IC), spektar nuklearno — magnetske rezonancije (NMR), ultraljubi¢asti

spektar (UV), spektar elektron-spinske rezonancije (ESR) i spektar masa.

Spektrometar masa je uredaj u kojem se molekule bombardiraju snopom elektrona bogatih
energijom. Molekule se ioniziraju i cijepaju u mnogo fragmenata, od kojih su neki pozitivno
nabijeni ioni. Svaka vrsta iona ima odredenu masu i naboj, odnosno odredeni odnos m/e sto
je karakteristi¢na veli¢ina za tu vrstu iona. Niz iona se analizira na nacin da se dobije signal za
svaku vrijednost m/e koja je prisutna. Intenzitet svakog signala prikazuje relativnu koli¢inu
iona koja daje taj signal. Najvisi signal ili maksimum (engl. peak) naziva se osnovni signal.
Njegov intenzitet se oznacava sa 100. Spektar masa je dijagram koji pokazuje relativne
intenzitete signala za razlicite vrijednosti m/e. Za dokazivanje identi¢nosti dvaju spojeva i kao
pomoc¢ pri odredivanju strukture novog spoja mozZe posluziti spektar masa. Dva spoja su

identi¢na ako su im jednake fizikalne konstante (taliste, vreliste, gustoda).

U kombinaciji plinskog kromatografa i masenog spektrometra, plinskom kromatografijom se

razdvajaju sastojci, a maseni spektrometar sluzi kao detektor (Vrdoljak, 2009.).

SPME analize

Zbog odredenih nedostataka, kao Sto je dugotrajna priprema uzoraka i upotreba organskih
otapala, analiticke tehnike poput ekstrakcije tekuce — tekuée ili ekstrakcije na €vrstoj fazi nisu
bile zadovoljavajuée ucinkovite. Stoga su Zhang i Pawliszyn 1993. godine razvili novu tehniku

pripreme uzoraka poznatu kao mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi ili tzv. SPME (engl. solid phase
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microextraction) tehnika. Ova tehnika se sve viSe primjenjuje za pripremu cvrstih i tekuéih

uzoraka poput vina, piva, voca, ulja i meda.

SPME se sastoji od dvije odvojene faze; apsorpcije (zaostajanje analita na stacionarnoj fazi) i
desorpcije. Za uspjeSan postupak obje faze moraju biti optimizirane. Na desorpciju utjecu
temperatura i vrijeme desorpcije, dok na ekstrakciju utjece tip uzorka, vrijeme ekstrakcije,

ionska jakost, pH uzorka, temperatura ekstrakcije i mucékanje uzorka.

Zbog visoke koncentracije teze hlapivih tvari moze se dogoditi da kromatografski signali
tragova budu neispravni. Ovom analizom to je mogude izbjeci, Sto omogucava analizu samo
hlapivih sastojaka. HS-SPME je ekonomski prihvatljiva, brza i zahtijeva manju manipulaciju
uzorcima. Stoga se koristi za analizu Sirokog spektra hrane, vina i alkoholnih piéa. Takoder
omogucuje otkrivanje tragova arome, koje nije mogucée otkriti konvencionalnom
ekstrakcijom tekuce-tekuce. Upotrebom modela vina uocena je primarna vainost koZice
bobica grozda kao izvora aromatic¢nih prekursora koji se lako otpustaju u vino maceracijom,

Sto je posebno izrazeno kod crnog vina.

Kombinacija SPME analize i kapilarne plinske kromatografije na masenom spektrometru (GC-
MS) koristi se za odredivanje isparljivih komponenti vina. Kod vina je karakteristi¢an skup
identificiranih komponenti uz odgovarajuée relativne abundacije, tzv. “aromagrami”. Za
vec¢inu komponenti granica detekcije je u pug/l. Lako se mogu identificirati alkoholi, terpeni i

esteri (Vrdoljak, 2009.).

Karakteristike SPME

SPME tehnikom je za velik broj organskih spojeva omoguéeno koncentriranje sastojaka,
prisutnih u tragovima, unutar sloja punila koje ima mali volumen, ali veliki koeficijent
raspodjele sastojaka izmedu punila i uzoraka. Osim kombiniranja ekstrakcije i koncentriranja,
omogucen je i direktan prijelaz adsorbiranih sastojaka u injektor plinskog kromatografa.
Zahvaljujuéi selektivnoj adsorpciji sloja punila, sprijeCen je ulaz kisika i vlage u kolonu

plinskog kromatografa (Vrdoljak, 2009.).
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SPME aparatura

SPME aparatura je nuzna za analizu uzoraka primjenom ove tehnike. Osnova ove aparature
je kudéiste koje nalikuje olovci, a unutar kojeg se nalazi igla. Unutar igle na polimernoj
stacionarnoj fazi prevucenoj preko silikatne niti duzine 1 cm odvija se adsorpcija sastojaka.
Igla stiti punilo tijekom uporabe i Cuvanja, te prilikom prolaza kroz septum injektora plinskog

kromatografa i omogucava lakSe rukovanje (Vrdoljak, 2009.).

Eksperimentalni uvjeti SPME uzorkovanja

Uzorkovanje u SPME analizi je jednofazni proces. SPME tehnika je osjetljivija na
eksperimentalne uvjete od uobicajenih ekstrakcija na ¢vrstoj fazi. Bilo kakva promjena
eksperimentalnih uvjeta moZe utjecati na udio sastojaka adsorbiranih na punilo i na
odgovarajucu reproducibilnost. Stoga je prilikom pripreme uzoraka odredene uvjete, kao sto

su temperatura i vrijeme adsorpcije, potrebno pazljivo odrzavati konstantnim.

Postoje razli¢ita punila, ovisno o vrsti i debljini stacionarne faze. Naj¢eS¢e se primjenjuju
nepolarna punila s polidimetil-siloksanom koja su vrlo djelotvorna za molekule male i srednje

molekulske mase, polarne i nepolarne.

Udio sastojaka adsorbiranih na SPME punilo ovisi o volumenu uzorka. Poveé¢anjem volumena
uzorka naglo se poveéava trajanje adsorpcije koje kod veéeg volumena uzorka ostaje gotovo
konstantno te je vrlo vazno da volumen tikvice, volumen uzorka i polozZaj igle u nadprostoru

tikvice budu konstantni.

Na promjenu svojstava vezane faze te na smanjenje topljivosti hidrofobnih sastojaka u
vodenoj fazi moZe utjecati prisutnost elektrolita u adsorpcijskom sustavu. S povecanjem
koncentracije soli znacajno se mijenja osjetljivost SPME tehnike. Poveéanjem koncentracije
soli kod vecine sastojaka povecava se adsorpcija (benzaldehid, linalol, neral). Kod etil-acetata
i geraniala apsorpcija se u pocetku povecava, a potom kod vece koncentracije soli prestaje.

Adsorpcija se smanjuje povecanjem koncentracije soli.
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Konstantnim mijeSanjem vodenih uzoraka u cilju kontinuiranog postizanja svjeze povrsine, a
za manje hlapive sastojke i smanjenjem volumena nadprostora, te povisenjem temperature
uzorka, brze se postize ravnoteza izmedu vodene i plinovite faze. DuzZe vrijeme ekstrakcije i
viSa temperatura injektora rezultiraju vec¢im brojem pikova terpena. Krace vrijeme
ekstrakcije i niza temperatura injektora (5 min/250 °C) rezultiraju kromatogramom s veéim i

jasno odijeljenim pikovima sastojaka manje molekulske mase (acetaldehid) (Vrdoljak, 2009.).

2.5 UTJECAJ ENZIMA NA TVARI BOJE | AROME

Enzimi su biokatalizatori koji ubrzavaju biokemijske reakcije te ostaju nepromijenjeni tijekom
reakcije. U prehrambenoj industriji imaju veliku vaznost jer kataliziraju razli¢ite reakcije koje
utjecu na boju, okus ili teksturu te doprinose kvaliteti hrane. Neke od ovih reakcija mogu biti

pozeljne dok su druge nepoZeljne i dovode do nepozeljnih promjena u boji ili okusu hrane.

2.5.1 DEFINICIJA | PODJELA ENZIMA

Enzimi su proteini velike molekulske mase, te prema tome pokazuju karakteristi¢no
ponasanje proteina s obzirom na temperaturu i pH osjetljivost. Svi enzimi imaju optimalan
raspon temperature i pH pri kojima se reakcija najbrze odvija. To je posebno vazno za ciljanu
upotrebu enzima, buduéi da se Zeljena aktivhost svakog enzima moZe odvijati samo pod
pravim uvjetima okoline. Nepovoljni temperaturni uvjeti i pH mogu denaturirati enzime Sto

onemogucava vezivanje supstrata, tj. enzimi se deaktiviraju (Whitehurst, 2002.).

Mozemo ih klasificirati prema prirodi reakcija koje kataliziraju i prema identitetu njihovih
supstrata i proizvoda u Sest glavnih skupina:

1. Oksidoreduktaze kataliziraju reakcije oksidacije i redukcija.
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2. Transferaze kataliziraju prijenos funkcionalnih grupa sa jedne molekule na drugu.

3. Hidrolaze kataliziraju hidroliticko cijepanje C-C, C-N, C-O, C-S ili O-P veza

4. Liaze kataliziraju reakcije eliminacije, te dolazi do cijepanja C-C, C-N, C-O ili C-S veza,
stvaraju dvostruke veze ili obrnuto, te dodaju skupine na dvostruke veze.

5. lzomeraze kataliziraju reakcije izomerizacije (racemizacija, epimerizacija,
cis-trans-izomerizacija, tautomerizacija).

6. Ligaze kataliziraju stvaranje veza, zajedno s hidrolizom fosfatne veze visoke energije, u
ATP-u ili sliénim fosfatima (Hui, 2006.).

Tkiva biljaka i Zivotinja su tradicionalni izvori enzima prehrambene tehnologije. lako se jos
uvijek Siroko koriste u proizvodnji hrane, postoje mnogi utjecaji koji upravljaju proizvodnjom
enzima za hranu i koriste se kao mikrobioloska alternativa ukljucujuci i genetski modificirane

derivate tih organizama (Vaclavik, 2008.).

2.5.2 ULOGA ENZIMA U TEHNOLOGUJI VINA

Enzimi igraju kljuénu ulogu u proizvodnji vina. Vino se mozZe smatrati kao proizvod nastao
pomocu enzimske promjene soka od kupina. Enzimi ne potje¢u samo od kupina, ve¢iod
kvasaca i drugih mikroorganizama.

Enzimi koji potje€u od mikroorganizama, koji su sluéajno inficirali kupinu, takoder igraju
vaznu ulogu. Endogeni enzimi, koji su prisutni u kupini, imaju bitnu ulogu u zrenju. Ipak,
njihova je uloga vrlo ogranicena pri uvjetima proizvodnje vina zbog vrlo slabih i ograniéenih
aktivnosti. Stoga se egzogeni enzimi koriste kao pomocnici u procesu proizvodnje jer mogu

pojacati ili nadomjestiti aktivnosti enzima kupine.

Glavni industrijski enzimi koji se danas primjenjuju u proizvodnji vina su pektinaze,
hemicelulaze i pripravci glukanaze. Enzimski pripravci se nalaze u obliku granula, tekucine il
praha. Nije pozZeljno koristiti pripravke u obliku praha zbog mogucénosti alergije. Enzimski
pripravci u obliku granula ne stvaraju prasinu zbog toga jer su Cestice enzima cvrsto

povezane. Ostale prednosti granuliranih pripravaka su te Sto ne sadrze konzervanse i stabilni
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su tijekom skladiStenja. Tekuci enzimski pripravci obi¢no sadrze konzervanse (Whitehurst,

2002.).

Tijekom proizvodnje crnog vina, enzimi djeluju na stanice pulpe i kore kupine. Enzimi se
dodaju na samom pocetku maceracije vina. Koli¢ina enzima ovisi o kvaliteti kupina prilikom
branja (vrlo zrelo, zrelo, nezrelo, oSteceno) i o vrsti vina (kratka ili duga fermentacija). S
obzirom na tanine kupine posebno je zanimljivo selektivno djelovanje enzima na
polisaharide koji se nalaze u kori. Otpusteni su samo slobodni tanini u vakuolama i tanini,
zajedno sa polisaharidima, prisutni u sloZzenim strukturama. Otpustanje kompleksa
ugljikohidrat — tanin ima pozitivni u¢inak na crno vino koje je ocijenjeno kao manje oporo i
manje gorko u usporedbi sa netretiranim vinom. Veda koli¢ina dodanih enzima i duze
vrijeme inkubacije rezultira intenzivnijim djelovanjem enzima, a time i ve¢om ekstrakcijom
sastojaka kore. Prema tome, mogucéa je proizvodnja vise sorti crnih vina s obzirom na
koli¢inu dodanih enzima, te na vrijeme inkubacije. Pri ve¢im kolicinama enzima vedi je i

doprinos iz tanina (Whitehurst, 2002.).

Uporaba enzima u fazi maceracije postala je uobicajena praksa medu vinarima.

Opna ploda kupine predstavlja barijeru koja zaustavlja oslobadanje polifenolnih tvari u most
tokom procesa fermentacije. Kako bi dosSlo do ekstrakcije polifenola, potrebno je degradirati
opnu i osloboditi stanice, a nakon toga degradirati i opnu same stanice. Poroznost opne
moze se povecati djelomi¢nom hidrolizom polisaharida (pektina, hemiceluloze, celuloze), Sto
se postize mehanickom maceracijom i koristenjem kemikalija: SO; i enzima maceracije.
Enzimi koji su se prvi poceli primjenjivati u enologiji su enzimi pektinaze, ali proizvodaci sve
vise proizvode i razne modifikacije pektinaze dodavajuéi malu koli¢inu celulaze ili
hemicelulaze kako bi postigli ucinkovitije i cjelovitije unistenje opne stanice i kako bi
poboljsali ekstrakciju boje.

Enzimi maceracije takoder utjecu na stabilnost, okus i strukturu crvenih vina, jer se iz opne
ne oslobadaju samo antocijani vec¢ i tanini koji stabiliziraju boju vina i utje¢u na suh i opor

okus nakon konzumacije vina (Bautista et al., 2005.)
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U industriji vo¢nih sokova i vina najviSe se koriste fungalne pektinaze i to naj¢esé¢e dobivene

pomocu plijesni Aspergillus niger (Landbo i Meyer, 2004.).
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3. Eksperimentalni dio

3.1 ZADATAK

Zadatak ovog diplomskog rada bio je ispitati utjecaj dodatka enzima pektinaze na
zadrZavanje tvari boje i arome vina od kupine te u vinima odrediti sadrZaj tvari arome
pomocu tehnike GC/MS, primjenom SPME analize. Potrebno je odrediti i tvari boje:
polifenole, flavonoide, antocijane, polimernu boju te antioksidacijsku aktivnost u uzorcima

vina.

3.2 MATERUJAL | METODE

3.2.1 VINO OD KUPINE

Analizirana su dva vina od kupine dobivena istim tehnoloskim postupkom proizvodnje, uz
opasku da je jedno vino proizvedeno uz dodatak enzima pektinaze, dok je drugo proizvedeno

bez istog.

3.2.2 PROCES PROIZVODNIE VINA OD KUPINE

Za pripremu kupinovog vina upotrijebljene su kupine sorte Boysen u smrznutom stanju i

pripremljena su 4 uzorka.

U prvoj fazi proizvodnje kupinovog vina provedeno je muljanje, tj. gnjecenje kupina u

plasti¢nim posudama voumena 7 L i na taj nacin je mehanicki osloboden sok iz plodova.

U posude je zatim dodano 157,5 g konzumnog Secera, saharoze (15% na masu ploda kupine)
te je sadrzaj izmijeSan.Nakon 4 sata odmrzavanja kupina, u posude je dodano 0,11 g K-
metabisulfita (10 g na 100 L masulja), kako bi se sprijecili negativni oksidacijski procesi i
suzbila proliferacija nativne mikroflore prisutne na plodu kupine. U dvije posude dodano je
0,02 g komercijalnog enzimskog pripravka pektinaze, Lallzym OE (Lallemand, Austrija),
prethodno suspendiranog u 10 mL vode. Na kraju, u sve Cetiri posude dodano je 0,32 g
selekcioniranog vinskog kvasca S. C. Uvaferm 299 (Lallemand, Austrija) prethodno
rehidratiranog u 10 mL tople vode (max 40 °C) kroz 10 min i 0,32 g hrane za kvasce Fermaid

E.
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Fermentacija na plodu (maceracija), uz periodicno mijeSanje, provodila se 6 dana. Masulj
dobiven nakon maceracije procijeden je, grubo profiltriran kroz sloj platna i dobiveno mlado
vino (800 mL) je preto¢eno u Erlenmayerove tikvice i zatvoreno gumenim cepom i

vreljnja¢ama (Slika 11) te ostavljeno na tamnom i na sobnoj temperaturi 8 dana.

Slika 11. Procijedeno kupinovo vino nakon maceracije

Nakon Sto je fermentacija zavrsila, izbistreno vino je odekantirano s taloga i pretoceno u
nove tikvice. Provedena je korekcija Seé¢era, odnosno dodano je 8% saharoze na volumen
vina u tikvicama. Na kraju je dodan K-metabisulfit i pentagel, sredstvo za bistrenje (10 g/hL
preracunato na volumen vina u tikvici nakon pretakanja) te je vino ostavljeno u hladnjaku na

2 °C, kako bi se $to bolje izbistrilo.

Nakon 4 dana, izbistreno vino je preto¢eno u tamne boce i ostavljeno da zrije i odlezava u
hladnjaku na 5 °C do provodenja analiza. Tijekom odlezavanja, vino je u dva navrata

pretakano.
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3.2.3 ODREDIVANIJE TVARI BOJE

Odredivanje sadrzaja polifenolnih spojeva

Koncentracija ukupnih fenola se odreduje Folin-Ciocalteu metodom. Folin-Ciocalteu metoda
temelji na kolornoj reakciji fenola s Folin-Ciocalteu reagensom, te mjerenjem nastalog
intenziteta obojenja (apsorbance) pri valnoj duljini od 765 nm (Ough, & Amerine, 1988).
Folin-Ciocalteu reagens je smjesa fosfowolframove i fosfomolibden kiseline a pri oksidaciji
fenolnih tvari ove kiseline se reduciraju u wolframov oksid i molibdenov oksid koji su plavo
obojeni.Folin-Ciocalteu reagens (1:10) pripremljen je tako da je otpipetirano 3,3 ml Folin-
Ciocalteu reagensa u odmjernu tikvicu od 100 ml i do oznake dopunjeno s destiliranom
vodom. Otpipetirano je 0,2 ml uzorka uzorkaodredenog razrjedenja, te dodano 1,8 ml
destilirane vode, 10 ml Folin-Ciocalteu reagensa te nakon stajanja 30 sekundi do 8 minuta
dodano 8 ml 7,5 % Na,COs (ukupni volumen mora biti 20 ml). Za slijepu probu otpipetira se 2
ml destilirane vode u epruvetu, te doda 10 ml Folin-Ciocalteu reagensa i 8 ml 7,5 % Na,COs.
Nakon stajanja u mraénom prostoru 2-20 sati, pri ¢emu dolazi do razvijanja boje, mjeri se
apsorbancija na spektrofotometru pri valnoj duljini od 765 nm. Sadrzaj polifenolnih spojeva
je interpoliran pomocu kalibracijske krivulje galne kiseline i izrazen u g galne kiseline/L

uzorka.

Odredivanje ukupnih flavonoida

Odredivanje ukupnih flavonoida ucinjeno je prema metodi Kim, Jeong i Lee (2003.) s
modifikacijom (Blasa i sur., 2005.). Za kalibraciju su uzete razliite koncentracije kvercetina
(5-114 pg/mL), a linearnost je 0,9953 (R? ). Postupak odredivanja izvr$en je na nacinda je 1
ml otopine vina (1 mg/mL) pomijesan s 0,3 ml NaNO; (5%), a nakon 5 min je dodano 0,3 ml
AICl3 (10%). Uzorci su pomijesani te su nakon 6 minuta neutralizirani s 2 ml otopine NaOH

(1M). Absorbancija je izmjerena za sve uzorke pri 510 nm, a kvantifikacija izvedena koristeci
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kalibracijsku krivulju. Rezultati su izrazeni u mg ekvivalenata kvercetina (QE) / 100 g vina, kao

srednja vrijednost triju ponavljanja.

Odredivanje sadrZaja antocijana

Za odredivanje antocijana primijenjena je pH-diferencijalna metoda. pH-diferencijalna
metoda se zasniva na strukturnoj transformaciji kromofora antocijana u ovisnosti o promjeni
pH. Antocijani podlijezu reverzibilnoj strukturnoj transformaciji s promjenom pH koja se
manifestira promjenom spektra absorbancije. pH-diferencijalna metoda za odredivanje
antocijana omogucava brzo i to¢no mjerenje ukupnih antocijana, bez obzira na prisutnost

polimeriziranih, degradiranih pigmenata i drugih tvari koje bi mogle smetati.

Antocijani su odredivani metodom prema Giusti i Wrolstadu (2001.) s malom modifikacijom.
Otpipetirano je 0,2 mL ekstrakta uzorka u dvije kivete, u jednu je dodano 1 mL puferapH 1, a
u drugu 1 mL pufera pH 4,5. Nakon stajanja od 15 min uzorcima je pomocu
spektrofotometra mjerena absorbancija pri valnim duljinama od 508 nm i 700 nm. Sadrzaj

antocijana je izracunat prema slijedecoj formuli:

C (antocijana) (Mg/kg) = (AXx M x FR x 1000) / € x |

gdje je:

A - absorbancija uzorka, a izracunava se prema izrazu:
A = (Asog- A700)pt 1 - (As0s - A700)pH 4,5

M - 449,2

FR - faktor razrjedenja

€ - molarna absorptivnost; 26 900

| - duljina kivete; 1 cm

(M i € su uzeti za dominantnu vrstu antocijana odnosno za cijanidin-3-glukozida).
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Odredivanje polimerne boje

Polimerna boja odnosno smanjenje intenziteta crvene boje (Asos) i poveéanje posmedivanja

(A420) se izraCunava prema formuli:

Gustoca boje kontrolnog uzorka (tretiranog vodom):

Gustocda boje = [(As20 — A700) + (Asos — A700)] X FR

Boja nastala polimerizacijom (uzorak tretiran bisulfitom):
Boja nastala polimerizacijom = [(Aa20 — A700) + (Asos — A700) X FR

FR — faktor razrjedenja

% boje nastale polimerizacijom = boja nastala polimerizacijom/gusto¢a boje x 100

Odredivanje antioksidacijske aktivnosti

Glavni mehanizam djelovanja antioksidansa u hrani je uklanjanje radikala.Voce i povrée, kao
jedna od vaznijih komponenti uravnoteiene prehrane, glavni su izvor antioksidanata

potrebnih ljudskom organizmu.

Nekoliko metoda je razvijeno za odredivanje antioksidacijske aktivnosti na osnovi uklanjanja
sintetskih radikala u polarnom organskom otapalu (npr. metanolu) pri sobnoj temperaturi.
One koje su najcesce, koriste 2, 2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) i 2, 2'-azinobis (3-

etilbenztiazolin-sulfonska kiselina) (ABTS) radikale.

Antioksidacijska aktivnost je odredivana primjenom 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)
reagensa. Kod DPPH testa, uklanjanje DPPH radikala je praéeno smanjenjem absorbancije na

515 nm, do koje dolazi zbog smanjenja koli¢ine antioksidansa (AH) ili reakcije s radikalima

(R).
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Prva reakcija s DPPH radikalima odvija se s nekom od fenolnih tvari, ali spora sekundarna
reakcija mozZe izazvati progresivno smanjenje absorbance, te se ravnoteZno stanje ne moze
postiéi nekoliko sati.

DPPH + AH - DPPH-H + A’

DPPH + R - DPPH-R

NO, NO2
P Ph
, F i A
02 N—N: + FOH —= 0 N—N; + FO°
Ph Ph
NO2 NO?
. flavonoid
DPPH (Jubicasti) flavonoid DFFH (Zut)) fenoksil radikal

Slika 12. Prikaz reakcije DPPH radikala s flavonoidima

Za odredivanje antioksidacijske aktivnosti primijenjena je metoda po Shimadu i sur. (1992.) s
malim modifikacijama (Shimada i sur., 1992.). U kivetu je otpipetirano 0,2 mL uzorka, 2 mL
metanola i 1 mL otopine DPPH. Reakcijska smjesa je ostavljena stajati 15 minuta te je
absorbancija mjerena na spektrofotometru pri valnoj duljini od 517 nm. Za slijepu probu

umjesto uzorka dodan je metanol.

Antioksidacijska aktivnost je izracunata prema sljedeéem izrazu:

Ay
aa(%) = (1 — —) * 100
4

gdje je:
Ao — absorbancija slijepe probe

A1 — absorbancija uzorka.
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3.2.4 ANALIZA AROME VINA PLINSKOM KROMATOGRAFIJOM PRIMJENOM SPME ANALIZE

Priprema uzoraka za analizu:

Tehnika koriStena prilikom pripreme uzorka je tehnika mikroekstrakcije na c&vrstoj fazi
(SPME) za koju je neophodna SPME aparatura. Osnova SPME aparature je igla unutar koje se
na polimernu stacionarnu fazu adsorbiraju aromati¢ni sastojci. U radu je za pripremu
uzoraka koriSteno punilo od polidimetilsiloksana-divinilbenzena (polimerna stacionarna faza)

debljine 65 um.

Postupak pripreme uzorka:

U bocicu od 10 mL odvaZe se 5 g uzorka vina. Kako bi adsorpcija aromati¢nih sastojaka bila
bolja dodaje se 1 g NaCl. U bocicu se ubaci magnet, te se hermeticki zatvori teflonskim
cepom. Bocica se postavi u vodenu kupelj, te se uz stalno mijeSanje uzorka magnetskom
mijesalicom, aromati¢ni sastojci adsorbiraju na polimernu stacionarnu fazu unutar igle. Prije
samog ispustanja igle u nadprostor uzorka, uzorak se 5 minuta mijesa na vodenoj kupelji (40
°C) radi zasi¢enja nadprostora sa svrhom 3$to bolje adsorpcije aromati¢nih sastojaka.
Adsorpcija se provodi na temperaturi od 40 °C (vodena kupelj) u trajanju od 45 minuta. Po
zavrSetku adsorpcije igla s adsorbiranim sastojcima odmah se stavlja u injektor plinskog
kromatografa te slijedi njihova toplinska desorpcija (Slika 13). Odredivanje kvantitativnog
udjela aromati¢nih sastojaka vina od kupine provedeno je primjenom instrumentalne plinske
kromatografije. U radu je koristen plinski kromatograf tvrtke Agilent 5890 B s maseno-

selektivnim detektorom Agilent 5971A.
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Drzac

GC injektor

D-detektor

SPME igla sa polimernom
stastacionarnom fazom

I8

Uzorak

0
0

il

Ploda za paru i toplinu

Plinska kromatografija

Slika 13. KoriStenje SPME drZaca za uzorkovanje i analizu

Uvjeti rada plinskog kromatografa:

Parametri ekstrakcije:

- Temperatura ekstrakcije: 40 °C
- Vrijeme ekstrakcije: 45 minuta

- Tip mikroekstrakcijske igle: 65 um PDMS/DVB (Supelco).
GC-MS analiticki uvjeti:
Kolona: HP5; 60 m x 0,25 mm x 0,25 um (Agilent)

- Pocetna temperatura:40 °C (2 minuta)

- Temperaturni gradijent: 6 °C/min
Plin nosac: helij (Cistoce 5,0) s protokom 1 mL/min pri 40 °C

- Konacna temperatura: 230 °C

- Temperatura injektora: 250 °C

- Temperatura detektora:280 °C

- Desorpcija uzorka u injektor: 7 min

U izradi kromatografske analize koristen je splitless mode.
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4. Rezultati i rasprava

Tablicni prikaz rezultata

Tablica 2 Tvari boje u vinima od kupine

Vino od kupine

1 2
Polifenoli (mg/L) 1480 1550
Flavonoidi (mg/L) 387 421
Antocijani (mg/L) 175,34 218
Polimerna boja (%) 29,46 22,02
Antioksidacijska 71,88 88,02
aktivnost (mg/100g)
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Tablica 3 Aromaticni sastojci identificirani u vinima od kupine

Sastojak RT*

Esteri

Etil acetat 1,38
Etil oktanoat 13,53
Fenetil acetat 15,96
Etil dekanoat 21,43
Etil dodekanoat 29,61
Etil heksanoat 43,37
Etil palmitat 43,38
Izopropil heksadekanoat 44,35
Etil linoleat 48,95
Etil oleat 49,23
Kiseline

Kapronska kiselina 12,17
Oktanska kiselina 12,48
Dekanska kiselina 20,58
Alkoholi

1-butanol 1,49
1-pentanol 2,16
1-heksanol 2,20
Etanol 2,48
Izoamilalkohol 2,99
3-metil-2-butanol 8,08
Fenetil alkohol 10,21
Terpeni

Linalool 8,81
a-dimetilstiren 9,36
a-terpinolen 13,01

RT* (retencijsko vrijeme) — vrijeme zadrZavanja aromaticnih sastojak (min)
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Slika 14. Zadrzavanje kiselina u vinu od kupine bez dodatka enzima (1) i s dodatkom enzima
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Rasprava

Rezultati istrazivanja utjecaja dodatka enzima pektinaze na sadrzaj tvari boje i arome u vinu

od kupine prikazani su u Tablicama 2 i 3 te na Slikama 14, 15, 16 i 17.

Enzimi su specificni kemijski spojevi koji ubrzavaju reakcije razgradnje to¢no odredenih
organskihspojevau voéu. Oni imaju vaznu ulogu u dozrijevanju ploda, i uslijed njihovog
djelovanja plod meks3a tijekomtog razdoblja.

Enzimi u vinarstvu najc¢esée se koriste iz dva razloga. Prvi razlog je kvalitetnije i bolje
taloZenje mosta te bolji randman pri preSanju masulja. Drugi razlog je poboljSano izlu¢ivanje
tvari arome i boje iz kozZice ploda.

Enzimi se svrstavaju u viSe skupina ovisno o tome koje vrste reakcija
kataliziraju.Najzastupljeniji enzim koji se koristi u vinarstvu je pektinaza. Ona djeluje na
razgradnju pektina. Pektin je tvar koja se pojavljuje u grozdu, ulazi u sastav stani¢ne stjenke i
uzrokuje ,sluzavost” u mesu bobice. Ovisno o vrsti, sorti, zdravstvenom stanju i zrelosti
ploda, varira i koli¢ina pektina. Ranije ubran plod ima viSe pektina. Pektin je tvar koja
uzrokuje vedéi viskozitet mosta i oteZava njegovo taloZenje. Nakon muljanja plodova,
negativno nabijene molekule pektina tvore zastitni omotac oko pozitivho nabijenih Cestica
koje uzrokuju mutnoéu mosta. Time se sprjeava povezivanje tih ¢estica u veée i njihovo
taloZzenje u mostu. Dodatkom pektinaza razgraduje se taj omotac¢ i omogudéava efikasno i

brzo talozenje.

U Tablici 2 prikazan je sadrzaj polifenola, flavonoida, antocijana te antioksidacijska aktivnost
ispitivanih vina od kupine.

Fenolne tvari imaju zastitnu ulogu u organizmu jer uklanjaju slobodne radikale i tako
umanjuju njihovo Stetno djelovanje. Udio fenola u kupinovom vinu ovisi o svojstvima
plodova kupina koje se koriste za proizvodnju istog kao i o nacinu proizvodnje vina. Glavni
fenolni spojevi vecine kupinovih vina su antocijani i tanini. Fenoli su vazni za izgled i okus

vina, a time i njegovu kakvocu. O njihovom sadrzZaju ovisi gorcina i trpkost vina. Na udio

50



4. Rezultati i rasprava

fenolnih spojeva u plodu utje¢u sorta, podrucje uzgoja i klimatski cimbenici tijekom

vegetacije.

Veca koncentracija polifenola nadena je u uzorku vina s dodatkom enzima pektinaze (2) u
odnosu na vino bez dodatka enzima (1). Utjecaj procesnih parametara ogleda se u koliini

prisutnih polifenola u kupinovom vinu kao i u dodatku pektinaze.

Iz rezultata u Tablici 2 vidljivo je da veci sadrzaj flavonoida takoder posjeduje vino 2 u
odnosu na vino 1. Veée vrijednosti flavonoida u vinu 2 vjerojatno su posljedica razli¢itih
interakcija izmedu sastavnih komponenata koje ovise o sorti, na¢inu manipulacije sirovine te
procesu proizvodnje vina.

Iz Tablice 2 takoder je vidljivo da antioksidacijska aktivnost uzoraka slijedi trend porasta
koncentracije flavonoida i polifenola, a da je % polimerne boje obrnuto proporcionalan u

korist vina 2.

Aromu kupinovog vina Cini niz spojeva razliCitih vrsta i koncentracija koji nastaju u plodovima
kupina tijekom zrenja, a jo$S vise tijekom fermentacije i starenja. To su razliCiti esteri, viSi
alkoholi, masne kiseline, aldehidi, ketoni, terpeni i drugi spojevi. Kombinacija razlicitih tvari
arome vazna je za oblikovanje okusa i mirisa kupinovog vina. Vecina aromatskih tvari se
izgubi tijekom prerade iz svjeZzih kupina, tako da se glavnina arome oblikuje tijekom
fermentacije i prerade. Visa temperatura fermentacije ¢e proizvesti vise estere tijekom
proizvodnje kupinovog vina. Aroma ima znacajnu ulogu u kakvoéi vina, a hlapive
komponente odgovorne su za miris vina. Iz tog razloga jako je vaino razumjeti doprinos
svake komponente arome na kakvocu vina od kupine. Dobro poznavanje kljuénih

aromaticnih sastojaka moze poboljsati tehnologiju prerade i konac¢nu kakvo¢u samog vina.

Kao 3Sto se moze vidjeti u Tablici 3, u vinu od kupine identificirana su dvadeset i tri
aromati¢na sastojka. Radi boljeg prikaza pojedinih identificiranih aromati¢nih sastojaka,
sastojci su podijeljeni u Eetiri skupine. To su kiseline, alkoholi, esteri i terpeni.

Kiseline potjecu iz sirovine te nastaju alkoholnom fermentacijom. Na Slici 14 prikazan je udio

kiselina u vinima 1 i 2. U ispitivanim uzorcima vina identificirane su tri kiseline. Sve tri kiseline
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nisu imale toliko velik utjecaj na ukupnu kvalitetu vina, ali su svakako imale vaznu ulogu u
sloZenosti sastava arome vina. Vino 1 imalo je veci sadrzaj kiselina u odnosu na vino 2.

Alkoholi su aromaticni spojevi koji nastaju kao sekundarni produkti metabolizma kvasca. U
ispitivanim vinima identificirano je 7 alkohola. 1z Slike 15 vidljivo je da je vino 2 imalo vedi
sadrzaj alkohola u odnosu na vino 1. Etanol , naden u vinima, doprinosi strukturi i teksturi
vina, a visi alkoholi odgovorni su za aromu. Fenetil alkohol sudjeluje u stvaranju slatkastog
okusa i mirisa ruze. Nastaje tijekom fermentacije Secera i to 1/4 procesom katabolizma

Secera, a 3/4 degradacijom aminokiselina.

Esteri su glavni hlapivi sastojci koji daju voéni okus vina. Potje€u manjim dijelom iz ploda
kupine, a veéim dijelom nastaju u procesu sekundarnog metabolizma kvasca tijekom
alkoholne fermentacije. Esteri s bazom etanola i masnih kiselina kao oktanska, dekanska,
dodekanska najvise doprinose stvaranju voéne i vinske arome. Na slici 16 prikazan je udio

estera u vinima 1i 2. Vino 2 imalo je veci sadrZaj estera u odnosu na vino 1.

Terpeni su kemijski spojevi karakteristi¢ni za aromatske sorte i glavni su nositelji primarnih ili
sortnih aroma. Koncentracija tih sastojaka u vinu pored toga ovisna je jo$ i o tehnoloSkom
postupku prerade i njege vina, te vedeg broja drugih ¢imbenika kao Sto su maceracija,

ekstrakcija, hidroliza, oksidacija, uporaba bentonita i pektolitickih enzima.

Sadrzaj terpena u vinima 1 i 2 prikazan je na Slici 17. Vino 2 imalo je vedéi sadrzaj terpena u

usporedbi s vinom 1.
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5. Zakljucci

Na osnovi rezultata istrazivanja provedenih u ovom radu, mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

Procesni parametri (temperatura i vrijeme), kao i tijek alkoholne fermentacije utjecu

na tvari boje i arome vina od kupine.

Dodatak enzima pektinaze takoder je imao pozitivan ucinak na ekstrakciju tvari boje i

arome u kupinovom vinu.

Rezultati ispitivanja pokazali su da su vina proizvedena pri strogo kontroliranim
uvjetima fermentacije, jer je zadrzan veliki broj estera. Oni, kao izrazito lako hlapivi
spojevi, u slu¢aju loSe vodene fermentacije ishlape u procesu anaerobne

fermentacije.

SadrZaj ostalih tvari arome slijedi trend porasta sadrzaja tvari boje. Vino 2 imalo je
vedi udio aromaticnih spojeva, ali je vidljivo da oba ispitivana vina imaju visok sadrzaj

navedenih tvari.

Vina od kupine dobivena fermentacijom smrznutog ploda kupine pokazala su visoku
antioksidacijsku aktivnost. To im daje ulogu zdravog pripravka u primarnoj prevenciji
zdravlja ljudi jer pomazZe u sprjecavanju bolesti anemije, krvoZilnog sustava i upalnih

procesa u organizmu.
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