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Maceracija je proces, ki pri pridelavi rdecih vin sledi drozganju grozdja in
omogoca podaljSan stik grozdnega soka s trdnimi delci grozdne jagode. V
raziskavi smo uporabili ro¢no trgano grozdje sorte Modra frankinja, ki je bilo
pridelano v vinorodni dezeli Posavje. Maceracija drozge je potekala 9 dni v
avtomatiziranem vinifikatorju vinske kleti KrS§ko. Namen raziskave je bil
ugotoviti, ali je pri sorti Modra frankinja 9 dni tisti ¢as maceracije drozge, ki
optimalno vpliva na ekstrakcijo polifenolov. Med maceracijo drozge smo
vsakih 24 h odvzemali vzorce mosta ter v njem dolocali osnovne kemijske
parametre (sladkor, pH, titrabilne in hlapne kisline), barvne parametre
(intenziteta, ton, delez rdece barve in absorbanca pri valovnih dolzinah 420,
520, 620 nm) in koncentracijo razlicnih fenolnih spojin (skupni fenoli,
flavonoidi, neflavonoidi, antociani, taninski in netaninski fenoli). Vsebnost
sladkorja v mostu je s ¢asom maceracije drozge padla z zacetnih 84 °Oe na
kon¢nih 32 °Oe. Koncentracija skupnih fenolov in antocianov v mostu se je
med maceracijo drozge povecevala in na koncu dosegla vrednost 1883 mg/L
oziroma 610 mg/L. Povecevale so se tudi koncentracije taninskih fenolov in
flavonoidov. Barvni parametri so se med maceracijo spreminjali.
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AB Maceration is a process of the red wine production, which allows prolonged

contact of the grape juice with berry particles. In this research hand-harvested
grapes Blue Franconian, which were produced in the Posavje region, were
used. Maceration of the mash was performed in the wine cellar Krsko in
automated fermentation tank for 9 days. The purpose of the study was to
determine, if 9 days of maceration is the optimal time for polyphenol
extraction. During the maceration process must samples were taken every
24 h. Analyses consisted of determination of basic chemical parameters
(sugar, pH, titratable and volatile acids), colour parameters (intensity, tone,
proportion of red colour and absorbancy at 420, 520 and 620 nm) and
concentrations of polyphenols (total phenols, flavonoids, non-flavonoids,
anthocyanins, tannic and non-tannic phenols). The sugar content of the must
dropped from the initial 84 °Oe to 32 °Oe at the end of maceration. Total
phenols and anthocyanins were increasing and finally reached 1883 mg/L and
610 mg/L, respectively. The tannin phenols and flavonoids were also
increasing. The colour parameters were changing during the maceration.



Grubar J. Vpliv ¢asa maceracije grozdja sorte Modra frankinja na ekstrakcijo polifenolov. 1A%
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2016

KAZALO VSEBINE

KLJUCNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA 11
KEY WORDS DOCUMENTATION I
KAZALO VSEBINE v
KAZALO PREGLEDNIC VI
KAZALOQO SLIK VI
OKRAJSAVE IN SIMBOLI VIII
1 UvOoD 1
1.1 NAMEN RAZISKAVE ...ttt sttt et 1
1.2 DELOVNE HIPOTEZE ...ttt sttt 2

2 PREGLED OBJAV 3
2.1 VINORODNA DEZELA POSAVJE IN MODRA FRANKINJA..........cccooovvrrerernnnnne. 3
2.2 PREDELAVA GROZDIJA ...ttt sttt ettt 5
2.2.1 Pecljanje in drozganje 5
2.2.2 Maceracija 5
2.2.3 Stiskanje 6
2.2.4 Vinifikator 7

23 SESTAVA VINA ettt ettt et e be e bt e s bt e st e st e eateebeenbeens 8
2.3.1 Voda 8
2.3.2 Alkoholi 8
2.3.3 Glicerol 9
2.3.4 Ogljikovi hidrati 9
2.3.5 Kisline 10
2.3.6  Aldehidi 10
2.3.7 KEstri 11
2.3.8 Fenolne spojine 11
2.3.9 Neflavonoidi ....c..cceeueerueesuecsuecsnnee. 14
2.3.10 Resveratrol...........ccuceu. 14
2.3.11 Aromaticne spojine 15

3 MATERIALI IN METODE 17
3.1 MATERIAL ...ttt sttt et sttt e enae e 17
3.1.1 Grozdje sorte Modra frankinja 17
3.1.2 Priprava in maceracija drozge 17

3.2 METODE DELA ...ttt sttt et e sb et st st eeeebeenbee s 17
3.2.1 Merjenje koncentracije sladkorja 18
3.2.2 Merjenje vrednosti pH 18
3.2.3 Merjenje titrabilnih kislin 19
3.2.4 Doloc¢anje koncentracije hlapnih kislin 19
3.2.5 Intenziteta in ton barve 20
3.2.6 Dolocanje koncentracije antocianov 22
3.2.7 Dolo¢anje skupnih fenolnih spojin po Singletonu in Rossiju 23

3.2.8 Dolocanje koncentracije neflavonoidov in flavonoidov 24




Grubar J. Vpliv ¢asa maceracije grozdja sorte Modra frankinja na ekstrakcijo polifenolov. \Y
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2016

3.2.9 Doloc¢anje netaninskih fenolov 25
3.2.10 Statisti¢na analiza 25
4 REZULTATI 27
4.1 DOLOCANJE OSNOVNIH KEMIJSKIH PARAMETROV ........cooooiveriereeerireane. 27
4.2 DOLOCANIJE POLIFENOLOV ........oouiiiieieceeieseesess e sees s 28
4.2.1 Vsebnosti skupnih fenolov v mostu med maceracijo 29
4.2.2 Vsebnosti taninskih in netaninskih fenolov v mos$tu med maceracijo ................. 29
4.2.3 Vsebnosti flavonoidov in neflavonoidov v mo$tu med maceracijo........cceeeecureenee. 30
4.2.4 Vsebnosti antocianov v moStu med maceracijo 31
43 DOLOCANJE BARVNIH PARAMETROV ......coooimiimieiieeeeeeeeeeeeeee e 31
4.3.1 Intenziteta barve 32
4.3.2 Delez rdece barve oziroma prostih in vezanih antocianov v obliki flavilijevega
kationa 33
4.3.3 DeleZ rdece barve pri posameznih valovnih dolZinah 33
4.3.4 Ton barve 34
5 RAZPRAVA IN SKLEPI 35
5.1 RAZPRAVA oottt sttt ettt st s 35
52 SKLEPT ...ttt sttt ettt ettt sttt sttt be et enae s e b sreeneenbe 36

6 VIRI 40



Grubar J. Vpliv ¢asa maceracije grozdja sorte Modra frankinja na ekstrakcijo polifenolov. VI
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2016

KAZALO PREGLEDNIC
Preglednica 1: Porazdelitev fenolnih spojin (%) v grozdni jagodi (Kosmerl in sod., 2004)............ 11
Preglednica 2: Rezultati merjenja osnovnih kemijskih parametrov v mostu med maceracijo......... 27
Preglednica 3: Rezultati dolocanja vsebnosti polifenolov v mostu med maceracijo ..........c..cc.c...... 28

Preglednica 4: Rezultati barvnih parametrov v mostu med maceracijo........occeevveerveerveerveereernennne. 32



Grubar J. Vpliv ¢asa maceracije grozdja sorte Modra frankinja na ekstrakcijo polifenolov. VII
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2016

KAZALO SLIK

Slika 1: Vinorodna deZela Posavje (Vinorodna dezela Posavje, 2011)......cccccvvcvvrvivereeneenreniennenn, 3
Slika 2: Grozd sorte Modra frankinga...........c.cccueeeuerrieeriienienienieeieeeeseesee e eseesseesseessnessneseseenns 4
Slika 3: Predelava rdecega grozdja - klasi¢ni postopek (Vodopivec, 1993) .....cccecvevvevvevreniennnnne, 5
Slika 4: Primer fenolne spojine - hidroksibenzojska kislina (Abram in Sim¢i¢,1997) .................... 11
Slika 5: Glavni proantocianidini grozdja in vina (Vrhovsek, 2000) .........cccovvevieiieniieirieieeieeenens 12
Slika 6: Strukturna formula monomernih enot flavan-3-olov (Abram in Sim¢i¢, 1997) ................. 13
Slika 7: Strukturna formula antociana (Vrhovsek, 2000)..........cccecveriiriieiieenierienierie e esiee e 13
Slika 8: Strukturna formula resveratrola (Jackson, 2000)..........ccccervuereieerieeneerienieree e ereesieeneeens 15
Slika 9: Umeritvena krivulja za dolo¢anje skupnih fenolnih spojin (Singleton in Rossi, 1965)...... 24
Slika 10: Koncentracija skupnih fenolov v mo§tu med maceracijo ..........ccoeeeevveerveeveecreenieenieennens 29
Slika 11: Koncentracije taninskih in netaninskih fenolov v mostu med maceracijo........................ 30
Slika 12: Koncentracije flavonoidov in neflavonoidov v mostu med maceracijo..........cccceeueeueenene. 30
Slika 13: Koncentracije antocianov v mo$tu med mMaceracijo.........ceeeeeerueruirrienerienenieerienieeeeeenne 31
Slika 14: Intenziteta barve moSta Med MACETACIJO.....ccuveervrieeciieeiiieeiieerreerreeesereeereeereeesereeseseeenens 32
Slika 15: Delez rdeCe barve mosta med MACETACT]O.....vveeevveeeiieeiiieeiieereerreeeeeeereeereeeereesevee e 33
Slika 16: Delezi rdeCe barve pri valovnih dolzinah 420, 520 in 620 nm v mo$tu med
TTMACETACTJO -.euvtenteeuteeteentee et e eute et e bt e bt e bt e saeeeueeeaeeeabe e bt esbeesaeesatesateeabeeabeebeeaatesmeeemteenbeenbeens 33

Slika 17: Ton barve mosta Med MACETACTJO ....cvviervieeiiieiiieeiieeeieeeieeeseeesreeetreesreesreeeereeseseeenes 34



Grubar J. Vpliv ¢asa maceracije grozdja sorte Modra frankinja na ekstrakcijo polifenolov.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2016

VIII

OKRAJSAVE IN SIMBOLI

CO, ogljikov dioksid

NaOH natrijev hidroksid

°QOe Oechslejeva stopinja

PTP priznano tradicionalno poimenovanje
SD standardna deviacija

SO, zveplov dioksid



Grubar J. Vpliv ¢asa maceracije grozdja sorte Modra frankinja na ekstrakcijo polifenolov. 1
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2016

1 UVOD

Pridelava grozdja sorte Modra frankinja je v Sloveniji veinoma razsSirjena v vinorodni
dezeli Posavje. Modra frankinja predstavlja v Podravskem in Posavskem vinskem rajonu
eno najbolj kakovostnih rdecih sort. S svojo bogato fenolno sestavo je primerna za zorenje
v leseni posodi, kjer pokaze vso svojo vrhunskost, hkrati pa je lahko tudi kakovostno
enoletno vino. Sorta Modra frankinja je lahko primerna za pridelavo vrhunskih rdecih vin,
¢e je grozdje doseglo sladkorno stopnjo vsaj 85 °Oe (Nemani¢, 1996). Jagodna kozica, ki
ima bogato fenolno sestavo, ima pomembno vlogo pri senzori¢nih lastnostih vina (Silva in
Queiroz, 2016). Z ustreznim ¢asom maceracije grozdja lahko pridelamo odli¢no mlado
vino za takojSnjo porabo ali krepko intenzivno obarvano vino za nadaljnje zorenje. Sorta
Modra frankinja je med drugim osnova za vino MetliSka ¢rnina, zastopana pa je tudi v
rdeCem Bizelj¢anu PTP (priznano tradicionalno poimenovanje) in Cvicku PTP. Njena
kakovostna stopnja je odvisna predvsem od dozorelosti in nadina ter ¢asa maceracije
drozge. Mnogokrat pa predelovalci grozdja ne izkoristijo celotnega potenciala, ki ga ima
sorta Modra frankinja (Nemanic, 1996).

Fenolne spojine so sekundarni metaboliti, ki dajejo vinu barvo, vplivajo na vonj in okus, so
osnova za staranje vina, delujejo kot antioksidanti in konzervansi ter izkazujejo
antimikrobno aktivnost. Fenolne spojine imajo dokazan pozitiven ucinek na zdravje ljudi.
Splosno so fenoli cikli¢ne benzenove spojine z eno ali ve¢ hidroksilnimi skupinami.
Izhajajo predvsem iz grozdja, nekaj pa se jih med pridelavo vina ekstrahira iz lesene
posode (Bavcar, 2006). Fenolne spojine doloCajo predvsem karakter grozdja in kasneje
vina. Fenolne spojine vkljucujejo rdece pigmente, trpke okuse ter grenke substance v
grozdju in vinu. Nekatere od njih hitro oksidirajo in sodelujejo v nadaljnjih reakcijah
zorenja vina. Na vsebnost posameznih fenolov vplivata predvsem genetska zasnova sorte
in letnik pridelave (Lingua in sod., 2016; Alcalde-Eon in sod., 2006).

1. NAMEN RAZISKAVE

V zadnjem desetletju na slovenskem trgu mocno naras¢a povprasevanje po vinu sorte
Modra frankinja. Omenjena sorta je v Sloveniji najbolj zastopana v vinorodni dezeli
Posavje, vendar se njena pridelava $iri tudi v ostala vinorodna obmocja. Kakovost vina je
mocno odvisna od tehnoloskih postopkov pri predelavi, predvsem maceracije, zato bomo v
diplomskem delu ovrednotili razli¢ne kemijske parametre mosta med maceracijo. Z analizo
parametrov mosta sorte Modra frankinja zelimo ugotoviti, ali je 9-dnevna maceracija
optimalna za ustrezen razvoj barvnih parametrov in polifenolov.
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1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Predpostavljamo, da bomo z daljsSim ¢asom maceracije (devet dni) drozge sorte Modra
frankinja dosegli ugodno polifenolno sestavo in barvo ter s tem vplivali na kakovost vina.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 VINORODNA DEZELA POSAVJE IN MODRA FRANKINJA

V zadnjem casu se Modra frankinja uveljavlja na trzi§¢u kot samostojno vino. V Sloveniji
je prisotna v vinorodnih deZelah Posavje in Podravje (Nemanic¢, 2014). Vinorodna dezela
Posavje (slika 1) je razdeljena na tri okoliSe, in sicer Dolenjska, Bela Krajina in Bizeljsko
Sremic¢. Obsega podrocje zahodno od reke Sotle, Posavje, okolici reke Krke in Kolpe, kar
predstavlja priblizno 4500 ha povrSine vseh vinogradov (Bunderl Rus in sod., 1994). V
vinorodni dezeli Posavje je skupna povrSina vinogradov z Modro frankinjo ocenjena na
520 ha, kar pomeni priblizno 2 100 000 trsov. Najvec od tega, kar polovica, jo je prisotne v
vinorodnem okoli$u Dolenjska. V Stajerski Sloveniji jo je bistveno manj, slabih 170 ha,
kar pomeni priblizno 660 000 trsov (Nemani¢, 2014).

Vinorodna deZela Posavje je griCevnata, marsikje prepredena s strmimi brezinami, zato je
obdelava vinogradov otezena. Tla so veCinoma sestavljena iz laporja in pesc¢enjakov z
apnencastim vezivom. Podnebje je celinsko z vplivi hladnejSe podalpske klime. Letna
koli¢ina padavin se giblje med 1000 in 1200 mm (Bunderl Rus in sod., 1994).

Slika 1: Vinorodna dezela Posavje (Vinorodna dezela Posavje, 2011)

Modra frankinja predstavlja 4,21 % skupne povrSine vinogradov v Sloveniji, medtem ko v
svetovnem merilu slovenska pridelava vina Modra frankinja predstavlja 4,16 % med
najpopularnejS$imi svetovnimi rdeimi sortami grozdja (Anderson in Nanda, 2013).
Pojavlja se v nizjem in vi§jem kakovostnem razredu. Kakovostni razred je odvisen od
obremenitve trte, dozorelosti grozdja, ¢asa trgatve, naina vinifikacije in izbrane dosledne
tehnologije. Trenutno se sortni in krajevni znacaj vina Modra frankinja ne odrazata dovolj
raznoliko med Podravskim in Posavskim okoliSem. Razlike, ki bi temeljile na razli¢nih
naravnih dejavnikih (terroir), pa bi bile zaZelene. Zato je potrebno znanje Siriti in
nadgrajevati ter z leti doseci zastavljen cilj (Nemanic, 2014).
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Modra frankinja je po razSirjenosti in kakovosti glavna rdeca sorta v vinorodni dezeli
Posavje. Sorta spada v skupino trt ¢rnomorskega bazena — Proles pontica. Pridelujejo jo
tudi v drugih evropskih drzavah, predvsem na MadZzarskem, v Avstriji, na Ce$kem, v
Nemciji, v Romuniji, na Hrvaskem, v manjSem obsegu pa tudi na Slovaskem, v Bolgariji,
Italiji, Srbiji in Spaniji. Poznana je pod §tevilnimi imeni, med katerimi so najbolj pogosta:
Blauer Limberger, Blaufrankisch, Frankovka, Frankovka modra, Franconia, Kekfrankos,
Game (Robinson in sod., 2013).

Slika 2: Grozd sorte Modra frankinja

Sorta za pridelovanje ni zahtevna, saj dobro uspeva tako na tezkih apnencastih tleh kakor
tudi na rodovitnih ilovnatih tleh, ki so lahko delno peScena. Modra frankinja, za katero je
znacilno, da odganja zgodaj, je ena izmed najbujnejsih sort v naSem prostoru. Zaradi bujne
rasti, ki je predvsem v vlaznih letih pretirana, zahteva strokovno obdelavo, predvsem pri
zimski rezi in gnojenju vinograda (Nemanic, 1996).

List je velik, okrogel s plitvimi zarezami, povprecno velik 240 cm?. Listni pecelj je dolg in
srednje debel. Grozd je v tehnoloski zrelosti srednje velik do velik, nekoliko deljen in ne
prevec zbit (slika 2). Tezak je v povpre¢ju od 120 do 200 g. Jagoda je v tehnoloski zrelosti
srednje debela, okroglasta, temno modra in malo naprasena. Jagodna kozica je debela in
trda, meso pa socno in sladko. Sok jagode je brezbarven ali rahlo rdeCkaste barve.
Posamezna jagoda ima eno ali dve pecki srednje velikosti (Hrcek, 1982; Goethe, 1887).
Most iz grozdja Modre frankinje ima 15—-18 % sladkorja in 7-8 g/L skupnih kislin. Vina so
polna, sveza, jedrnata, modro rdece barve, bogata s tanini, ki se dobro prekrijejo z drugimi
sestavinami (Sikovec, 1996).
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2.2 PREDELAVA GROZDJA
2.2.1 Pecljanje in drozganje

Pecljanje je postopek, pri katerem lo¢imo jagode od pecljev. Postopek je pri predelavi
rdeCega grozdja nujen (slika 3), saj bi peclji v nasprotnem primeru povzrocili grenkobo in
trpkost v mostu ter kasneje v vinu. Peclji zdravega grozdja predstavljajo 2—8 % skupne
mase. Drozganje je proces, pri katerem sprostimo sok oziroma jagodno meso iz jagode.
Strojno pecljanje in drozganje potekata socasno, pri ¢emer pazimo, da ne poSkodujemo
pecljev. Hkrati pazimo, da nam drozgalnik stisne jagode samo toliko, da iz njih iztece sok
in minimalno poSkoduje jagodne kozZice ter peCke (Radovanovi¢, 1970).

pecljanje - drozganje

!
maceriranje
|
stiskanje
!
povretje mosta
|
pretok - dodatek SO,
|
zorenje vina
!
ustekleni¢enje vina

/

Slika 3: Predelava rdecega grozdja - klasi¢ni postopek (Vodopivec, 1993)

2.2.2 Maceracija

Maceracija je postopek predelave rdecega grozdja, pri katerem pustimo drozgo stati od 3
do 6 dni ali ve¢. Zasnovan je na kontaktu jagodnega soka z jagodnimi kozicami. Za
kakovost vina je to ena najpomembnejSih faz tekom predelave grozdja v vino. Cilj
maceracije je ekstrakcija fenolnih snovi iz jagodne kozice in peck (barvnih in taninskih).
Ta faza predelave je odgovorna za vse specifi¢ne karakteristike (videz, vonj, okus) in lo¢i
bela od rdecih vin. Med maceracijo se spros¢ajo aromaticne snovi in njihovi prekurzorji,
dusicne spojine, polisaharidi ter minerali, ki izvirajo iz jagodnih kozZic, pecljevine in peck.
Vsaka sestavina vpliva na kemicno in senzori¢no raznolikost fenolnih spojin. Pecljevina
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daje vinu travnat vonj, medtem ko pecke prispevajo k rezkosti in grobosti. Jagodne kozice
in pecke vplivajo na uravnotezenje vina. Fenolne spojine iz razli¢nih komponent grozdja
variirajo v odvisnosti od sorte, pogojev maceracije in drugih faktorjev. Koncentracija
fenolnih spojin med maceracijo narasca. Vina, pridelana iz grozdja, ki je raslo na najboljsih
legah, so sposobna daljsih in intenzivnejSih maceracij. Taka vina potrebujejo tudi daljsi cas
zorenja v kleti. RdeCa vina nizje kakovosti, namenjena hitri konzumaciji, se macerirajo
manj ¢asa, saj bi se z dolgo maceracijo pokazalo ve¢ napak kot kakovostnih parametrov
(Bavcar, 2006).

Ekstrakcijo fenolnih snovi iz jagodnih kozic razdelimo v $tiri postopke:

- klasi¢na maceracija, pri kateri je temperatura drozge do 30 °C;

- maceracija v atmosferi ogljikovega dioksida (CO,) ali karbonska maceracija;

- topla maceracija ali termovinifikacija, kjer je temperatura drozge 45 °C (2 do 3 ure)
ali 80 °C (nekaj minut), nato pa sledi hitra ohladitev;

- hladna maceracija ali kriomaceracija, kjer je temperatura nizja od 15 °C in se
uporabi vecje koli¢ine zveplovega dioksida (SO;) — do 400 mg (Nemani¢ in sod.,
1997).

Faktorji, ki vplivajo na ekstrakcijo polifenolov, so temperatura in ¢as maceracije, vsebnost
alkohola, CO,, kislin in potapljanje klobuka. Klobuk so trdni delci drozge, ki se zaradi
nastajajo¢ega CO, tekom alkoholne fermentacije dvigajo na povrsje vrelne posode. Med
maceracijo je potrebno klobuk potapljati, saj v nasprotnem primeru pride do negativnih
procesov v tej fazi predelave, kot so oksidacija, razvoj ocetno-kislinskih bakterij ali
kopicenje toplote v vinifikatorju. Temperatura moc¢no vpliva na ekstrakcijo polifenolov, ki
se hitreje ekstrahirajo pri visjih temperaturah, ter antocianov, na katere temperatura nima
tako velikega vpliva (Boulton in sod., 1996). Daljsi postopek maceracije pomeni visjo
koncentracijo ekstrahiranih fenolnih snovi v vinu, zato je le-to bolj trpko. Barva pri
daljSem postopku maceracije sicer ni intenzivnej$a, je pa stabilnejSa, saj se na antocianske
komponente vezejo tanini, ki stabilizirajo barvo (Bajuk, 2000). Z viSanjem koncentracije
alkohola se pospeSuje ekstrakcija fenolnih spojin, predvsem taninov iz peck (Klenar,
1998).

2.2.3 Stiskanje

Stiskanje je postopek, s katerim locimo tekoc¢i del od trdnega, torej sok od grozdnih jagod.
Bele sorte stiskamo takoj po pecljanju, rdec¢e pa po koncani maceraciji. LoCimo vec tipov
stiskalnic, ki se med seboj razlikujejo po materialu, nac¢inu prenosa sile in nacinu
spravljanja drozge. Poznamo mehanske, hidravlicne, pnevmatske in kontinuirne
stiskalnice. Glede na lego kosa jih delimo na vertikalne in horizontalne (Nemanic in sod,
1997).
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2.2.4 Vinifikator

Vinifikator je posoda, v kateri poteka maceracija rdeCih vin skupaj s fermentacijo. Je
nepogresljiv del opreme pridelave rdeCih vin, saj bistveno pripomore h kon¢ni kvaliteti
vina. Vinifikatorji so lahko narejeni iz razlicnih materialov — lesa, betona ali jekla. Les je
plemenit material in leseni vinifikatorji so bili dolgo del tradicije vinogradniskih obmoci;.
Slaba stran lesa je njegovo vzdrZevanje, saj ima omejeno zivljenjsko dobo, lahko pa je tudi
vir kontaminacije in slabih okusov. Pomanjkljivost je tudi ta, da niso hermeti¢no zaprti in
da je les slab prevodnik toplote. Betonski vinifikatorji dovoljujejo rabo dejanskega
volumna, saj so ti tanki narejeni na mestu. Slabost je v tem, da kisline razzirajo beton, zato
morajo biti notranje stene ustrezno zascitene z epoksi smolami. Kljub zaS¢iti je potrebno
redno vzdrzevanje le-teh. Beton je boljSi prevodnik toplote kakor les, vendar so hladilni
sistemi Se vedno nepogresljiv del sistema. Ti tanki so popolnoma hermeti¢no zaprti in se
lahko wuporabljajo tudi za shranjevanje vina. Jeklo, Se posebej nerjavece jeklo, je
najpogosteje uporabljen material v danaSnjih Casih. Obstajata dve vrsti nerjavecega jekla:
prvi vsebuje molibden, drugi ne. Krom-nikelj-molibden jeklo je bolj odporno na korozijo
in je nujno za dolgoroéno shranjevanje zveplanih vin. Se posebej je to pomembno v delno
napolnjenih posodah, saj v vlazni atmosferi nad povrsSino vina prihaja do koncentriranja
plinastega SO,, njegove pare pa na stene posode delujejo korozivno. Nerjaveci jekleni
tanki imajo prednost, ker so hermeti¢ni in imajo vgrajene razli¢ne oblike opreme in
merilnikov. OlajS$ano je tudi vzdrzevanje, tako notranje kakor tudi zunanje. Nerjavece jeklo
je dober toplotni prevodnik. Hlajenje v teh tankih je dokaj poenostavljeno. Hladna tekoc¢ina
krozi v dvojnem plascu tanka ali v vgrajenem toplotnem izmenjevalcu (Radovanovié,
1970). V 60. in 70. letih prejSnjega stoletja so nerjaveci tanki dokazali svojo prednost pri
kontroli parametrov v primerjavi z lesenimi in betonskimi tanki. Danes se z njihovo
pomocjo drozge lahko tudi segrevajo, Se posebej v tistih, ki so postavljeni zunaj kleti
(Ribereau Gayon in sod., 2000).

Kmalu po zakljucku fermentacije se temperatura hitro spusti na zunanjo, kar pomeni, da so
nekateri post-fermentativni procesi upocasnjeni, kar pa ni zazeleno. Zato so v danaSnjem
Casu vinifikatorji s sistemom regulacije temperature nujno potrebni. Zelo je pomembna
tudi velikost vinifikatorja. Tanki velikih kapacitet so seveda bolj ekonomi¢ni, vendar
velikost ne sme biti pretirana in prilagojena proizvodnji. Razli¢ne stopnje pri pridelavi vina
je tezko kontrolirati do potankosti v tankih, ve¢jih od 50 000 litrov. Tank naj bi bil
napolnjen pred zacetkom fermentacije, ¢as zapolnjevanja pa naj ne bi presegal 12 ur. Tudi
oblika vinifikatorja je pomembna. Izmenjevalna povrSina med jagodnimi kozicami in
grozdnim sokom mora biti zadostna. V¢asih so tanki previsoki za svoj premer. Obratno,
tanki ne smejo biti preSiroki. V tem primeru je ekstrakcija snovi zelo reducirana,
vinifikator tako izgubi svojo ucCinkovitost, lahko pride do prekomernega stika s zrakom
(Ribereau Gayon in sod., 2000).
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Osnovni model vinifikatorja mora biti opremljen z vsaj dvema odprtinama, razporejenima
na spodnjem in zgornjem delu. Ti odprtini sluzita za dovod in odvod drozge ter ¢iS¢enje po
koncani vinifikaciji. Nepogresljivi so: merilnik, ki kaze volumen vsebujoCe drozge v
sistemu; odtok za jemanje vzorcev;, merilnik temperature; ter pokrov na vrhu tanka, ki
mora omogocati hermeti¢no =zaprtje vinifikatorja. Navadno se na tovrstnih tankih
pojavljajo Se sistemi, ki avtomatsko spremljajo in regulirajo temperaturo. Sprva so bili ti
sistemi sestavljeni iz enostavnega pretoka hladne vode skozi tank. Danes hladilne tekocine
kroZijo skozi dvojni plas¢ tanka ali imajo vgrajene toplotne izmenjevalce. Slednji je sicer
precrpavanje drozge, istoCasno s segrevanjem ali hlajenjem drozge, da se skupaj z vsebino
vinifikatorja homogenizira njena temperatura. Avtomatski kontrolni sistemi za temperaturo
so narejeni tako, da jo regulirajo skozi celoten proces fermentacije. Avtomatski sistemi za
precrpavanje drozge so nujni in pomembni za olajSano ekstrakcijo snovi iz jagodne kozice
in zraCenje fermentirane drozge. Aeracija je najbolje kontrolirana, e v sistem vnaSamo
vnaprej doloCene kolicine kisika. Trajanje preCrpavanja drozge pogosto pripelje do
prekomerne astringence v vinu, na kar moramo biti Se posebej pozorni. PreCrpavanje
drozge s zracenjem je lahko koristno le v dolo¢enih primerih, samo precrpavanje pa ima
veliko koristnih ucinkov. Homogenizira se temperatura, koncentracija sladkorja in
koncentracija kvasovk. To omogoca boljsi ucinek fermentacije, hkrati pa omogoca boljSo
ekstrakcijo polifenolov iz jagodne kozice. Nepogresljiv je tudi sistem za avtomati¢no
odstranjevanje jagodnih kozic. Ta lastnost je pomembna predvsem pri horizontalnem tipu
vinifikatorja. Ti sistemi se lahko nagnejo pod doloCenim kotom in s tem izboljSajo ter
olajsajo izpraznitev vsebine vinifikatorja (Ribereau Gayon in sod., 2000).

2.3 SESTAVA VINA

2.3.1 Voda

VR

vi$ja je kakovost vina, ker so toliko bolj zastopane druge spojine. Voda v vinu deluje kot
topilo in reagent v kemijskih reakcijah (Bavcar, 2006).

2.3.2 Alkoholi

Etanol je najpomembnejsi in najbolj zastopan alkohol v vinu. Vinu daje stabilnost, deluje
kot topilo in zagotavlja doloCene senzori¢ne lastnosti. Nastane med potekom alkoholne
fermentacije kot posledica delovanja kvasovk Saccharomyces cerevisiae. Splosna reakcija
alkoholnega vrenja: C¢gH1,06 — 2 C,HsOH + 2 CO,. Etanol nastane iz glukoze in
fruktoze. Kvasovke lazje presnavljajo glukozo kot fruktozo, zato v nepovretem vinu
obicajno ostaja fruktoza. Vsebnost etanola v vinih je obi¢ajno med 9 in 14 volumskih %.
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Izkoristek sladkorjev je v mocni povezavi z uporabljenimi sevi kvasovk, temperaturo
fermentacije in pH vrednostjo mosta.

Vloga etanola:
- deluje kot topilo pri ekstrakciji barvil in taninov med vinifikacijo rdecih sort;
- raztaplja hlapne snovi, ki se oblikujejo med fermentacijo;
- pri staranju vina reagira z organskimi kislinami in tvori estre, z aldehidi pa acetale;
- vinu doda specifi¢en vonj in okus, v vecjih koncentracijah pa deluje pekoce ter
stopnjuje zaznavo sladkobe in grenkobe (Rapp in Mandery, 1986).

Poleg etanola so v vinu $e drugi alkoholi, in sicer visji alkoholi, ki dajejo vinu aromo, ter
sladki alkoholi (dioli, polioli), ki dajejo vinu polnost. Visje alkohole so alkoholi z ve¢ kot
dvema ogljikovima atomoma. Predstavljajo priblizno 50 % vseh aromati¢nih snovi v vinu,
¢e ne upostevamo etanola. Pomembni so tudi pri staranju vina, saj se iz njih tvorijo estri.
Najvec jih nastane kot sekundarni produkt med alkoholno fermentacijo, nekaj pa jih je
prisotnih v jagodah. Prekurzorji za nastanek visjih alkoholov so nekatere aminokisline ali
nekateri sladkorji. Pomembni vi§ji alkoholi v vinu so izoamil alkohol (3-metil-1-butanol),
amil alkohol (2-metil-1-butanol) in izobutil alkohol (2-metil-1-propanol) (Rapp in
Mandery, 1986).

2.3.3 Glicerol

Glicerol je stranski produkt alkoholne fermentacije. Lahko je prisoten ze v grozdju. V
suhih vinih ga je poleg vode in etanola najvec¢. Glicerol deluje rahlo sladko in daje vinu
polnost ter zaokrozenost. V vinu je stabilen, lahko pa sluzi kot vir ogljika za
mikroorganizme, kot so ocetnokislinske ali mle¢nokislinske bakterije (Berovi¢ in sod.,
2007).

2.3.4 Ogljikovi hidrati

Ogljikove hidrate delimo na monosaharide, disaharide in polisaharide. Ogljikovi hidrati so
organske spojine, ki vsebujejo zgolj ogljikove, kisikove in vodikove atome. Nastajajo v
procesu fotosinteze v listih rastlin. Njihova koncentracija v vinu je pomembna za
mikrobiolosko stabilnost vina, delitev vina v kategorije in senzori¢ne lastnosti vina. Njihov
sladek okus v pravilnem razmerju s kislino vzpostavi ravnotezje v vinu, vecja
koncentracija sladkorjev pa tudi prekrije zaznave grenkobe (Bavcar, 2006).

Monosaharide delimo na heksoze in pentoze. Heksoze so najpomembne;jsi in koli¢insko
najbolj zastopani ogljikovi hidrati v moStu in vinu. So glavni substrat za kvasovke pri
alkoholni fermentaciji. Sluzijo kot vir energije, za tvorbo etanola, visjih alkoholov, estrov
mascobnih kislin in aldehidov. Pomembnej$a monosaharida sta glukoza in fruktoza. Njuna
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skupna koncentracija v zrelem grozdju je med 150 in 300 g/L. Razmerje med glukozo in
fruktozo je tudi parameter zrelosti grozdja. V polni zrelosti je njuno razmerje 1:1, po polni
zrelosti pa prevladuje fruktoza. Kvasovke najprej fermentirajo glukozo, Sele nato fruktozo.
Pentoz je v mostu in vinu bistveno manj. Kvasovke jih ne morejo uporabiti kot substrat.
Glavne pentoze v vinu so arabinoza, ksiloza in ramnoza (Bavcar, 2006).

Najpomembne;jsi disaharid je saharoza. V vecini rastlinskih celic predstavlja pomembno
energetsko zalogo. Sestavljena je iz glukoze in fruktoze. Kvasovke je ne uporabljajo
direktno, presnavljajo pa produkte njene hidrolize (Bavcar, 2006).

Polisaharide predstavljajo pektini, glukani, dekstrani in Skrob. V grozdju imajo dve
pomembni funkciji, in sicer strukturno (celuloza, pektin) ter energetsko (Skrob). V vino
preidejo skupaj z mostom med mletjem in stiskanjem, lahko pa tudi kot posledica
mikrobioloSke aktivnosti. Navadno je njihova koncentracija ve¢ja v rdecih vinih, kjer v
tehnoloskem postopku uporabimo visjo temperaturo. V vinu in mostu so pomembni zaradi
velikosti molekul ter koloidnih lastnosti. Le-te lahko povzrocajo tezave pri filtraciji in
preprecujejo bistrenje vina (Bavcar, 20006).

2.3.5 Kisline

V mostu in vinu se vefinoma nahajajo organske kisline. V vinu so v glavnem prisotne
vinska, jabol¢na, citronska in mle¢na kislina. Poleg nastetih so v vinu Se ocetna, jantarna,
piruvi¢na, propionska, glikolova, galakturonska, oksalna, fumarna kislina. Skupna
koncentracija kislin v vinu je obicajno od 5,5 do 8,5 g/L. Koncentracija kislin je
pomembna za stabilnost, barvo, kislost oziroma primeren pH in obstojnost vina. Imajo
velik vpliv na ravnotezje vina. Organske kisline v vinu delimo na hlapne in nehlapne.
Nehlapne pridejo v vino iz grozdja, le manjsi del jih nastane v samem vinu. Hlapne kisline
v vinu so sekundarni produkt alkoholne fermentacije ali pa produkt kvarjenja vina (Bavcar,
2006).

2.3.6 Aldehidi

Najbolj zastopan med aldehidi v vinu je acetaldehid. Predstavlja ve¢ kot 90 % vseh
aldehidov v vinu. Vecje koncentracije v vinu so nezazelene, saj negativno vplivajo na
senzori¢ne lastnosti vina. Najve¢ ga nastane med alkoholno fermentacijo. Po fermentaciji
se zreducira v etanol in tako se njegova vsebnost zmanjSa. Pomembni aldehidi so tudi
fenolni aldehidi, ki nastajajo pri razgradnji lignina lesenih posod (vanilin) kot posledica
delovanja kvasovk in plesni Botrytis cinerea (benzaldehid) ali pa izhajajo iz grozdja
(heksanali) (Bavcar, 2006).
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2.3.7 Estri

Estri so zelo pomembni za aromo vina. Nastajajo z reakcijo med karboksilno skupino
organskih kislin in hidroksilno skupino alkoholov (alifatski estri) ali fenolov (fenolni estri).
Estri imajo v vinu dva izvora: encimska esterifikacija med fermentacijo in kemijska
esterifikacija med dolgotrajnim zorenjem. Etilni estri mascobnih kislin in acetati visjih
alkoholov so prevladujoc¢i estri v vinu in se tvorijo med alkoholno fermentacijo (Kosmerl,
2007). Pomembne;jsi so alifatski estri, katerih je bistveno ve¢ kakor fenolnih, poleg tega so
bolj hlapni. Estre, ki so posledica reakcije med ocetno kislino in etanolom ali vi§jimi
alkoholi (etilacetat, izoamil acetat, izobutil acetat, 2-fenil etilacetat), povezujemo s sadno
cvetli¢no aromo belih mladih vin in jih imenujemo sadni estri (Bav¢ar, 2006).

2.3.8 Fenolne spojine

Fenoli so cikli¢ne benzenove spojine (slika 4), ki imajo enega ali ve€ aromatskih obrocev
in najmanj eno -OH skupino vezano direktno na aromatski obro¢ (Jackson, 2000).

O

OH

HO

Slika 4: Primer fenolne spojine - hidroksibenzojska kislina (Abram in Sim¢ic, 1997)

Fenolne spojine so pomembne, saj vinu dajejo barvo, vplivajo na vonj in okus, so osnova
za staranje vina, delujejo kot antioksidanti in konzervansi ter imajo antimikrobno
aktivnost. Dokazan je pozitivni ucinek delovanja fenolnih spojin na zdravje ljudi (Bavcar,
2006). Povprecna koncentracija fenolnih spojin v belem vinu je 225 mg/L, v rdeCem vinu
1800 mg/L, v desertnem vinu pa od 350 do 950 mg/L (KoSmerl in sod., 2004).
Porazdelitev fenolnih spojin v jagodi belega in rdeCega grozdja je predstavljena v
preglednici 1.

Preglednica 1: Porazdelitev fenolnih spojin (%) v grozdni jagodi (KoSmerl in sod., 2004)

Del grozdne jagode Rdece grozdje Belo grozdje
Jagodna kozica 33,3% 23,2 %
Grozdni sok 3,4% 4.5 %

Grozdne pecke 62,6 % 71,4 %
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V skupino flavonoidov uvr§¢amo podskupine flavan-3-ole, proantocianidine, antociane in
flavonole. Monomerne in oligomerne oblike flavan-3-olov so najvaznejSi polifenoli v
rdecih vinih. Flavan-3-oli in proantocianidini (slika 5) se nahajajo predvsem v trdih delih
grozdne jagode (kozicah, peckah), medtem ko so njihove koncentracije v grozdnem soku
zelo majhne. Z dalj$im ¢asom maceracije se njihova koncentracija moc¢no poveca. Zaradi
tega je njihova vsebnost vedno vecja v rdeCih kakor v belih vinih (Vrhovsek, 2000).
Najpomembnejsa flavan-3-ola v grozdju sta monomera katehin in epikatehin.

-

proantocianidin B3 proantocianidin B4

Slika 5: Glavni proantocianidini grozdja in vina (Vrhovsek, 2000)

Katehini spadajo v druzino kondenziranih taninov. Na B-fenolnem obrocu imajo dve
hidroksilni skupini. Monomerne oblike katehina (slika 6) in delno kondenzirane oblike
katehina so med segrevanjem v kislem mediju podvrZzene polimerizaciji. Produkti
polimerizacije imajo vecjo molekulsko maso, so oranzno-rjave barve in netopni v vodi.
Koncentracije katehina v rdecih vinih dosegajo do 200 mg/L, medtem ko so vrednosti
epikatehina priblizno polovico manjSe (Soleas in sod., 1997; Goldberg in sod., 1996;
Vrhovsek, 2000).
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Slika 6: Strukturna formula monomernih enot flavan-3-olov (Abram in Sim¢ic, 1997)

Antociani so druga najpomembnejsa polifenolna skupina v rdecih vinih (slika 7). Antociani
so pigmenti in so odgovorni za rdeco barvo vin. Na sladkor se vezejo kot monoglukozid
(znacilno za evropske rdeCe sorte) ali diglukozid (znacilno za rdece hibride). Omenjeni
podatek sluzi za ugotavljanje hibrida v rdeCem vinu (Vine, 1997). Osnovno strukturo
antocianov predstavlja hidroksiflavinijev ion. Antociani so kemijsko nestabilni in so
podvrzeni razbarvanju. Rdeca barvila ob prisotnosti kisika iz zraka oksidirajo in preidejo v
koloidno obliko — usedlino rdecega vina. Koncentracija prostih oblik antocianov, ki so
obarvani ali neobarvani, je odvisna od pH vrednosti, prisotnosti SO, in drugih dejavnikov.
Pri nizji pH vrednosti je barva vina rubinasto rdeca, pri vi§ji pa prehaja v modro. Ob
prisotnosti vecje koncentracije SO, vino posvetli, vendar je intenziteta barve reverzibilna
(Zoecklein in sod., 1994). Antociani hitro reagirajo s polimeriziranimi tanini in tako
dobimo stabilno rdeco barvo. Koncentracija skupnih antocianov je v veliki meri odvisna od
sorte in je med 40 in 1300 mg/L (Vrhovsek, 2000). Barvila iz skupine antocianov delimo v
pet skupin, ki se med seboj razlikujejo po mestu vezave hidroksilne ali metoksilne skupine
na molekulo antocianidina — malvidin, cianidin, peonidin, delfinidin in petunidin
(Zoecklein in sod. 1994).
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Slika 7: Strukturna formula antociana (Vrhovsek, 2000)

Levkoantociani se nahajajo v jagodni kozici in peckah. Njihova vsebnost v mostu in
kasneje v vinu je odvisna od tehnologije predelave grozdja in vinifikacije. V vinu se
levkoantociani pojavijo v bolj ali manj kondenzirani obliki. Osnovna monomerna enota je
flavan-3,4-diol. Monomerne in polimerne enote levkoantocianov med segrevanjem v
kislem mediju preidejo v rdece obarvane antocianidine za razliko od katehinov. Vecja kot
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je stopnja kondenzacije, bolj izrazit je znacaj taninskih snovi. V mladih vinih prevladuje
ve¢ja kondenzacijska oblika, zato so mlada vina bolj trpka. Kondenzirana oblika
levkoantocianov s staranjem preide v prosto obliko, ki je netopna in se z beljakovinami
izlo¢i. Vina postanejo bolj harmoni¢na, manj trpka in manj grenka (Vrhovsek, 2000).

2.3.9 Neflavonoidi

Neflavonoidi v grozdju so derivati hidroksicimetnih in hidroksibenzojskih kislin ter
stilbenov, kamor spada tudi resveratrol. Nahajajo se predvsem v celi¢nih vakuolah kozice
grozdne jagode. Najbolj zastopani in poznani so derivati hidroksicimetnih kislin, ki so
vezani oziroma esterificirani na sladkorje, alkohole ali kisline. Med njimi je najve¢ estrov
vinske kisline s kavno (kaftarna kislina), p-kumarno (kutarna kislina) in ferulno kislino
(fertarna kislina). Drugi vir neflavonoidov je ekstrakcija iz lesa. Glavna sestavina je
elagi¢na kislina, ki izhaja iz hidrolizabilnih taninov lesa, to je polimerov elagi¢ne in galne
kisline z glukozo. Z razgradnjo lignina se v vino izlocajo tudi drugi neflavonoidi, kot so
benzaldehidi in aldehidi cimetne kisline (Bavcar, 2006).

Hidroksicimetne kisline so glavna skupina neflavonoidov tako v rdecih kakor tudi v belih
vinih (Marcheix in sod., 1990). So glavni polifenoli v grozdnem soku in posledi¢no glavni
polifenoli belega vina pridelanega brez maceracije. Studije kazejo, da imajo vina, pridelana
iz razli¢nih sort, specific¢en profil hidroksicimetnih kislin. To velja predvsem za rdeca vina,
za katere je profil tako specifi¢en, da lahko na njem temelji klasifikacija rdecih vinskih sort
(Mattivi in sod., 1995; Mattivi in Nicolini, 1997). Koncentracije hidroksicimetnih kislin se
v povprecju gibljejo med 20 in 120 mg/L za rdeca vina (Mattivi in Nicolini, 1997),
medtem ko so koncentracije v belih vinih navadno polovico manjse (Vrhovsek, 1998).

Glavne proste hidroksibenzojske kisline v vinu so galna, vanilijeva in siringinska. Galna
kislina in njeni estri vsebujejo tri proste hidroksi skupine, zaradi ¢esar je galna kislina zelo
mocan antioksidant (Da Silva in sod., 1991; Roginsky in Lissi, 2005). Galna kislina je
glavna hidroksibenzojska kislina v rdec¢ih vinih in se ekstrahira iz grozdnih peck.
Ekstrakcija galne kisline je razmeroma pocasna, zato lahko vecje vsebnosti dosezemo z
dalj$im maceracijskim ¢asom (Mattivi in Nicolini, 1997). Siringinska in vanilijeva kislina
se ekstrahirata iz jagodne kozice in celi¢nega soka (Di Stefano in Cravero, 1990).

2.3.10 Resveratrol

Resveratrol spada v skupino stilbenov (slika 8). V vinu je bil prvi¢ odkrit leta 1992.
Dokazano deluje preventivno pri boleznih srca in ozilja ter pri nekaterih vrstah rakavih
obolenj. V vinu se nahaja v §tirih razli¢nih oblikah. To so cis- in trans- resveratrol ter cis-
in trans- glukozid resveratrola (Vrhovsek, 2000).
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Slika 8: Strukturna formula resveratrola (Jackson, 2000)

Najvecje skupne koncentracije vseh Stirih oblik resveratrola v rdecih vinih dosegajo
vrednosti do 30 mg/L. Na koncentracijo resveratrola v vinu vplivajo Stevilni faktorji, in
sicer stopnja dozorelosti grozdja, nacin vinifikacije grozdja in nac¢in donegovanja vina.
Resveratrol se v grozdju nahaja predvsem v jagodni kozici, zato se njegova koncentracija
med maceracijo hitro povecuje. Sinteza resveratrola je moc¢no sortno pogojena. Sorti, ki sta
Se posebej znani po veliki vsebnosti omenjene spojine, sta Modri pinot in Modra frankinja.
Velik vpliv na vsebnost resveratrola imajo tudi okoljski dejavniki, kot sta temperatura in
vlaznost. Primarna vloga resveratrola je zaS¢ita grozdnih jagod pred UV sevanjem in sivo
grozdno plesnijo Botrytis cinerea (Vrhovsek, 2000).

2.3.11 Aromati¢ne spojine

Vino vsebuje preko 800 spojin, ki vplivajo na njegov vonj, okus in aromo. Na naSe Cutilne
receptorje delujejo hkrati, kar pomeni, da za dolocen vonj vina ni odgovorna ena sama
spojina, ampak jih deluje ve¢ skupaj. Spojine morajo biti hlapne in v zadostnih
koncentracijah, da lahko v vinu delujejo na naSe receptorje kot zaznave (Bavcar, 2006). Za
vonj so odgovorni predvsem alkoholi, kisline, aldehidi, ketoni, terpeni, norizoprenoidi,
pirazini in merkaptani. V vinu se z izjemo etanola nahajajo v skupni koncentraciji od 0,2
do 1,2 g/L, od tega je priblizno 50 % vi§jih alkoholov.

Aromati¢ne spojine razdelimo v tri skupine:

- aromati¢ne spojine iz grozdja (terpeni, norizoprenoidi, pirazini);

- aromati¢ne spojine, ki nastanejo med alkoholno fermentacijo (alkoholi, visji
alkoholi, estri, kisline, aldehidi, ketoni, hlapni fenoli, merkaptani);

- aromati¢ne spojine, ki nastanejo med zorenjem vina (estri mascobnih kislin, skupna
koncentracija terpenov pada, sprosc¢anje norizoprenoidov in zveplovih spojin, pri
vinu v lesenih sodih—vanilin, siringaldehid, sinapaldehid, benzaldehid) (Bavcar,
2006).

Med zorenjem vina prihaja do kompleksnih sprememb vonja in arome, ki so posledica
razpada nekaterih aromati¢nih spojin iz grozdja, hidrolize vezanih aromati¢nih spojin,
transformacije v druge spojine in ekstrakcije novih spojin iz lesa. Vse te reakcije so
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odvisne od ¢asa zorenja, temperature, dostopnosti kisika, svetlobe in vrste posode v Casu
zorenja (Bavcar, 2006).
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 MATERIAL
3.1.1 Grozdje sorte Modra frankinja

V okviru eksperimentalnega dela smo uporabili grozdje sorte Modra frankinja. Grozdje je
bilo pridelano v vinorodni dezeli Posavje, natan¢neje vinorodnem okoliSu Bizeljsko
Sremi¢ na legi Marof PiSece, kjer ima v svoji lasti vinograd Vinska klet Krsko.
Obremenitev je bila 2 kg grozdja na trto. Grozdje je bilo ro¢no trgano dne 15.10. 2008.

3.1.2 Priprava in maceracija drozge

Za prvo vzorcenje smo se odlocili takoj po pecljanju in drozganju grozdja. Grozdje je bilo
takoj po pecljanju posredovano v vinifikator, kjer je v naslednjih dneh potekala maceracija
in fermentacija. IstoCasno je sledil dodatek kvasne kulture skupaj s hrano in encimi za
¢imprejsnji zaetek alkoholne fermentacije. Vinifikacija je potekala 9 dni. Maceracija je
potekala v vinifikatorju znamke GIMAR TECHNO z volumnom 70 000 litrov. Vinifikator
je deloval na principu polivanja drozge vsakih Sest ur, polivanje je trajalo eno minuto v
treh ciklusih. V vinifikator je bilo Sesti dan dodanih 8 ton drozge, kar je predstavljalo
priblizno 10 % volumna vinifikacijske posode.

Drozgi so bili takoj po predelavi v vinifikator dodane kvasovke in ostala enoloska sredstva
v naslednjih koncentracijah:

- kvasovke Fermol Premier Cru 20 g/100 L drozge,

- hrana za kvasovke Fermoplus Intergrateur 20 KD 30 g/100 L drozge,

- hrana za kvasovke Biostimol 40 g/100 L drozge,

- encimi Endozym Rouge ICS 10 Rouge,

- enoloski tanini Aroma-Gal 20 g/100 L drozge (AEB SpA, Brescia, Italija).

3.2 METODE DELA

Vzorcenje je potekalo enkrat dnevno, vzorcili smo v treh paralelkah. Vzorce za takoj$njo
analizo smo shranjevali v hladilniku, za kasnejSe analize (50 mL) pa v zamrzovalni skrinji.
Del analiz smo opravili v laboratoriju Kmetijsko gozdarskega zavoda Novo mesto (pH,
sladkor, titrabilne kisline, hlapne kisline, ton barve, koncentracija antocianov), del pa v
laboratoriju za Tehnologijo vina na Biotehniski fakulteti v Ljubljani (skupni fenoli,
netaninski polifenoli, neflavonoidni fenoli).

V dnevno odvzetih vzorcih smo dolocali naslednje parametre: sladkor, pH, titrabilne
kisline, hlapne kisline, skupne fenole, netaninske fenole, taninske fenole, flavonoide,
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neflavonoide, antociane in razlicne barvne parametre. Pri merjenju barve mosta med
maceracijo smo dolocali intenziteto barve, ton barve, delez rdeCe barve in deleze rdece
barve pri 420, 520 ter 620 nm. Pred laboratorijskimi analizami smo iz vzorca najprej
izganjali CO; na ultrazvocni kopeli. Nato smo vzorec filtrirali skozi grob in fin filter papir.

3.2.1 Merjenje koncentracije sladkorja

Koncentracijo sladkorja v mostu smo merili z digitalnim ro¢nim refraktometrom in od¢itali
sladkorno stopnjo v °Oe. Refraktometer je fizikalna naprava, ki deluje na principu meritve
lomnega koli¢nika. Na svetlobno prizmo refraktometra smo nanesli kapljico moSta in
neposredno odc¢itali vrednost v °Oe.

Laboratorijska oprema:
- plasti¢na kapalka 3 mL
- refraktometer (Milwaukee MA885 Wine refractometer)

3.2.2 Merjenje vrednosti pH

Vrednost pH je definirana kot negativni desetiski logaritem koncentracije vodikovih ionov
(Boyer, 2005). V bioloskih sistemih je doloc¢anje koncentracije vodikovih ionov, ki je
izrazena kot pH, pomembnejSa kakor podatek o skupnih kislinah. Vpliv pH je viden v
selektivnem delovanju na mikroorganizme, v intenzivnosti in odtenku barve, okusu,
razmerju med prostim in vezanim Zveplom. pH je navadno odlocilen za pojav napak in
bolezni vina. pH mosta normalnih trgatev je med 3,1 in 3,6. Obi¢ajno je pH vrednost vina
nizja od 3,6.

Vrednosti pH smo dolocili s pH metrom. Pred merjenjem pH medija je potrebno pH meter
umeriti pri temperaturi 20 °C s pufrskima raztopinama s pH 4,00 in 7,02. V 100 mL casi
smo izmerili pH 25 mL vzorca.

Laboratorijska oprema:
- pH meter s kombinirano stekleno elektrodo
- magnetno mesalo
- pipeta in bireta (25 mL)
- visoka ¢asa (100 mL)

- puhalka z deionizirano vodo

Raztopine za dolo¢anje pH:
Pufrska raztopina s pH = 4,00: raztopina kalijevega hidrogen ftalata (CgHsKOg)
Pufrska raztopina s pH = 7,02: raztopina kalijevega dihidrogenfosfata (KH,PO,)
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Standardna raztopina: nasi¢ena raztopina kalijevega hidrogen tartrata: 0,57 g C,HsKOg,
deionizirana voda

3.2.3 Merjenje titrabilnih Kislin

Titrabilne (skupne) kisline smo merili s potenciometricno metodo. Umerili smo pH meter
in v 25 mL mosta izmerili vrednost pH. Na pH metru smo nastavili kon¢no tocko titracije
na pH 7,00 in titrirali z 0,1000 M raztopino NaOH do nastavljene kon¢ne tocke titracije ter
odcitali porabo baze. Nadaljevali smo s titracijo do kon¢ne tocke titracije pH 8,20 in
ponovno odcitali porabo baze. Iz dobljenih podatkov smo izracunali koncentracijo
titrabilnih kislin in jo izrazili kot g vinske kisline/L.

Racun:
(mL)XcxM 1
TK, (g/L) = 2B = ) (mL) x 0,3 (1)
L)xcxXM 1
TK, (g/L) = 2 (m 3?;i)x(ng/mo) = a; (mL) x 0,3 ..(2)

TK,...titrabilne kisline

TK,...skupne kisline

a;...volumen porabljene baze pri titraciji do pH 7,00 (mL)

a3...volumen porabljene baze pri titraciji do pH 8,20 (mL)
c...koncentracija baze (0,1 M)

M...molska masa vinske kisline (150,09 g/mol)

v...volumen vzorca (25 mL)

n...molsko razmerje kemijske reakcije med NaOH in vinsko kislino (n = 2)

Laboratorijska oprema:
- pH meter s kombinirano stekleno elektrodo
- magnetno mesalo
- pipeta in bireta
- visoka ¢asa (100 mL)

- puhalka z deionizirano vodo

Raztopine za dolocanje skupnih kislin:

Pufrska raztopina s pH = 4,00: raztopina kalijevega hidrogen ftalata (CgHsKOg)
Pufrska raztopina s pH = 7,02: raztopina kalijevega dihidrogenfosfata (KH,PO,)
Standardna raztopina: nasi¢ena raztopina kalijevega hidrogen tartrata: 0,57 g C4,HsKOg
0,1000 M raztopina natrijevega hidroksida (NaOH): 4,005 g NaOH, deionizirana voda

3.2.4 Dolocanje koncentracije hlapnih Kislin
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Hlapne kisline v vinu so v najvecji meri zastopane kot ocetna, mravlji¢na in butanojska
kislina. Dolocili smo jih titrimetricno. V destilacijsko bucko smo odpipetirali 20 mL
vzorca, dodali 1 mL 50 % vinske kisline in dve do tri kapljice protipenilca. Stene
destilacijske bucke smo sprali z deionizirano vodo in destilirali vzorec z vodno paro v
250 mL erlenmajerico do kon¢nega volumna destilata 150 mL. Po destilaciji vzorca z
vodno paro je sledila titracija destilata. Destilatu smo dodali dve do tri kapljice raztopine
fenolftaleina in takoj titrirali s standardizirano 0,1000 M raztopino natrijevega hidroksida
do prehoda brezbarvne raztopine v svetlo roznato (barva mora biti obstojna vsaj 15 do
20 sekund). Od¢itali smo porabo titranta in izracunali koncentracijo hlapnih kislin.
Rezultat smo izrazili kot g ocetne kisline/L.

Racun:

HK; =a; x ¢ x M (g/mol) x (=) =a; x 0,3 .3

HK,...koncentracija hlapnih kislin

a;...poraba titranta (mL)

c...koncentracija NaOH (0,1000 mol/L)
M...molska masa ocetne kisline (60,05 g/mol)

Laboratorijska oprema:
- destilacijska naprava Gibertini
- hidrostatska tehtnica
- merilna bucka (100 mL)
- pipete (1 mL, 5 mL, 10 mL, 20 mL)
- erlenmajerica (250 mL)
- bireta (50 mL)
- puhalka z deionizirano vodo

Raztopine za dolocanje hlapnih kislin:

0,1000 M raztopina NaOH: 4,005 g NaOH, deionizirana voda

20 % raztopina protipenilca

1 % alkoholna raztopina fenolftaleina: 1 g fenolftaleina, 100 mL 80 % etanola
50 % raztopina vinske kisline

3.2.5 Intenziteta in ton barve

Barvo opisujemo razlicno glede na spekter absorbirane in prepuscene svetlobe, pri cemer
vse subjektivne zaznave ne pomenijo jasno definirane fizikalne koli¢ine (intenziteta barve,
odtenek barve, spekter svetlobe). Clovesko oko ni sposobno razlikovati posameznih
komponent barve lo¢eno po valovnih dolzinah, ampak jih zaznava kot celoto (Kosmerl in
sod., 2004).
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Dolocanje intenzitete barve v rdecih vinih:

Vzorec smo filtrirali in razredCili v razmerju 1:10 z raztopino za razredCevanje ter
premesali. RazredCen vzorec smo odpipetirali v kvarcno kiveto in izmerili absorbanco pri
valovnih dolzinah 420, 520 in 620 nm proti slepemu vzorcu (deionizirani vodi).

Racun:
I=2% (A0 + Aszo + As20) ...(4)

I...intenziteta barve

A4p...absorbanca svetlobe pri valovni dolzini 420 nm
Aspp...absorbanca svetlobe pri valovni dolzini 520 nm
Agno...absorbanca svetlobe pri valovni dolzini 620 nm

Dolocanje tona barve:

Vzorec smo razred¢ili in mu izmerili absorbanco na spektrofotometru. Nianso barve
dolo¢imo na podlagi kota (®@). Rezultat je podan v stopinjah: 0 © do 51 © — rdeca barva;
52 ° do 80 °© — purpurno rdeca barva; negativni kot — opec€nata barva (Zoecklein in sod.,
1994).

Racun:
ton barve = A420/ A520 =0 — tg(A420/A520) .. (5)

Auyp...absorbanca svetlobe pri valovni dolzini 420 nm
Asy...absorbanca svetlobe pri valovni dolzini 520 nm

Laboratorijska oprema:
- epruvete
- polnilne pipete
- kvar¢ne kivete (10 mm)
- UV VIS spektrofotometer
- pH meter
- puhalka z deionizirno vodo

Raztopine za dolocanje intenzitete in tona barve:

Raztopina za razredCevanje kalijev hidrogen ftalat (CgHsKOg): 10,21 g kalijevega
hidrogen ftalata, 6,10 mL 2 M raztopine HCI, deionizirana voda

Dolocanje deleza rdece barve:
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Delez rdece barve, ki pomeni proste in vezane antocianine v obliki flavilijevega iona, ter
deleze rdeCe barve pri posameznih valovnih dolZinah, smo izracunali s pomocjo spodnjih
enacb.

Racun:
dAp(%) = (Asz0 — 22222 x %100 ...(6)

2 As 20

Delez rdece barve pri posamezni valovni dolzini:

dA4 2%) = *2x 100 (7
dAs20(%) = “2°x 100 ...(8)
dAg 2§%) = 22X 100 ...(9)

3.2.6 Doloc¢anje koncentracije antocianov

Dolocanje koncentracije antocianov je potekalo po metodi Ribereau-Gayon in E.
Stonesren, kjer smo spektrofotometricno merili absorbanco pri valovni dolzini 520 nm, in
sicer A; v prvi raztopini (1 mL vina, 1 mL etanola, zakisanega z 0,1 % HCIL, 10 mL 2 %
HCI) in absorbanco A, v drugi raztopini (1 mL vina, 1 mL etanola, zakisanega z 0,1 %
HCIL, 10 mL pufrske raztopine pH = 3,5). Za slepi vzorec smo vzeli deionizirano vodo,
meritve pa smo opravili najkasneje v eni uri.

Racun:
Koncentracija antocianov (mg/L) = (A4 - Az) % 386,598 ...(10)

A\...absorbanca v prvi raztopini pri dodatku HCI
A,...absorbanca v drugi raztopini pri dodatku pufra
386,598...empiri¢ni faktor (Ough in Amerine, 1988)

Laboratorijska oprema:
- epruvete
- pipete (1 mL, 10 mL)
- kvarcne kivete (10 mm)
- puhalka z deionizirano vodo
- UV spektofotometer
Raztopine za doloc¢anje koncentracije antocianov:
Pufrska raztopina s pH = 3,50: 71,6 g/L. Na,HPO, % 12H,0, deionizirana voda
Etanol, zakisan z 0,1 % HCI
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2 % raztopina HCI
3.2.7 Doloc¢anje skupnih fenolnih spojin po Singletonu in Rossiju

Fenolne spojine v mostu smo dolocali spektrofotometricno po metodi Singleton in Rossi
(1965). Za dolocanje koncentracije skupnih fenolnih spojin smo v vzorec dodali Folin-
Ciocalteujev reagent, ki v alkalni raztopini (dodatek Na,CO3) oksidira fenolne snovi.
Absorbanco reakcijske meSanice smo izmerili pri valovni dolzini 765 nm. Kot standardno
referen¢no spojino za dolocanje skupnih fenolnih spojin smo uporabili galno kislino.
Koncentracijo skupnih fenolnih spojin smo izracunali iz umeritvene krivulje in rezultat
izrazili kot mg galne kisline/L (KoSmerl in sod., 2004).

Laboratorijska oprema:
- UV spektrofotometer
- kvarcne kivete (10 mm)
- merilne bucke (100 mL)
- polnilne pipete (1 mL, 2 mL, 3 mL, 5 mL, 10 mL)
- puhalka z deionizirano vodo

Raztopine za dolo¢anje skupnih fenolnih spojin:

Osnovna raztopina galne kisline (500 mg galne kisline, 10 mL absolutnega etanola,
deionizirana voda)

Folin-Ciocalteujev reagent razredcen z deionizirano vodo (1:2)

20 % raztopina natrijevega karbonata (Na,CO3)

Za dolocitev koncentracije skupnih fenolov smo pripravili umeritveno krivuljo, kar
pomeni, da smo najprej pripravili standardne raztopine galne kisline razli¢nih koncentracij
in jim izmerili absorbance. Na podlagi teh rezultatov smo narisali umeritveno krivuljo
(slika 9).
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Slika 9: Umeritvena krivulja za doloc¢anje skupnih fenolnih spojin (Singleton in Rossi, 1965)

Enacba umeritvene krivulje nam je sluzila za izracun skupnih fenolov v vzorcih mosta.
Beer-Lambertov zakon za to metodo velja v obmocju koncentracije 50-500 mg galne
kisline/L (KoSmerl in sod., 2004).

3.2.8 Dolocanje koncentracije neflavonoidov in flavonoidov

Za dolocanje koncentracije neflavanoidov smo vzorcu dodali HCI in formaldehid,
premesali ter inkubirali 24 ur, nato pa filtrirali. Filtratu smo dodali Folin-Ciocalteu reagent,
pocakali 2 uri, dodali natrijev karbonat in izmerili absorbanco pri valovni dolzini 765 nm.
Rezultat smo preracunali iz umeritvene krivulje za skupne fenole. Koncentracijo
flavonoidov smo izracunali iz razlike med koncentracijo skupnih fenolov in koncentracijo
neflavonoidov.

Laboratorijska oprema:
- merilna bucka (25 mL, 100 mL)
- pipete (5 mL, 10 mL)
- filter papir (0,45 pm)
- epruvete
- kvarcne kivete (10 mm)
- UV spektrofotometer

Raztopine za dolo¢anje skupnih neflavonoidov:

HCI: HCI (35-37 %) smo razredcili v razmerju 1:4 z deionizirano vodo
Formaldehid

Folin-Ciocalteu reagent razred¢en z deionizirano vodo (1:3)
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20 % raztopina natrijevega karbonata (Na,COs3)
3.2.9 Doloc¢anje netaninskih fenolov

Vzorcu, ki smo ga predhodno centrifugirali, smo dodali metil celulozo in nasicen amonijev
sulfat ter deionizirano vodo. Sledilo je ponovno centrifugiranje — 10 minut pri 4000 rpm.
Supernatantu smo dodali vodo, Folin-Ciocalteujev reagent in pustili stati 2 uri, nato pa
dodali Se Na,COs3. Raztopino smo ponovno premesali in pustili stati Se 2 uri. Sledilo je
merjenje absorbance pri valovni dolzini 765 nm. Koncentracijo taninskih fenolov smo
izraCunali iz razlike med koncentracijo skupnih fenolov in koncentracijo netaninskih
fenolov, ki smo jih dolo¢ili iz umeritvene krivulje.
Laboratorijska oprema:

- centrifuga

- epruvete

- merilne bucke (10 mL, 100 mL)

- pipete (1 mL, 2 mL, 5 mL, 15 mL)

- kvarcne kivete (10 mm)

- UV spektrofotometer

Raztopine za dolocanje netaninskih fenolov:

0,4 % metilceluloza

Nasicen amonijev sulfat ((NH,4)2SO,)

Folin-Ciocalteujev reagent razredcen z deionizirano vodo (1:3)
20 % raztopina natrijevega karbonata (Na,COs3)

Deionizirana voda

Za dolocitev koncentracije netaninskih fenolov smo najprej pripravili standardne raztopine
galne kisline razlicnih koncentracij in jim izmerili absorbance. Na podlagi teh rezultatov
smo narisali umeritveno krivuljo, s pomoc¢jo katere smo izra¢unali vsebnost netaninskih
fenolov v vzorcih mosta.

3.2.10 Statistiéna analiza

Rezultate analiz smo pripravili in uredili s programom EXCEL XP. Podatke smo
statisti¢no obdelali z raCunalniS8kim programom SAS (SAS Software. Version 8.01, 1999) s
proceduro GLM (General Linear Models). Izra¢unali smo povpre¢ja in standardne
deviacije.

Aritmeti¢na sredina ali povprecje (X)) je vsota vseh vrednosti, deljena s Stevilom enot v
vzorcu in je postavljena tako, da je vsota vseh odklonov enaka ni¢. Standardna deviacija
(SD) je kvadratni koren iz variance, ki je osnovna mera razprSenosti podatkov okoli
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aritmeticne sredine. Opredeljena je na osnovi vsote kvadriranih odklonov od aritmeti¢ne
sredine. Srednje vrednosti za eksperimentalne skupine so bile izratunane z uporabo
Duncanovega testa in so primerjane pri 5 % tveganju.
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4 REZULTATI
4.1 DOLOCANIJE OSNOVNIH KEMIJSKIH PARAMETROV

V preglednici 2 so zbrani rezultati osnovnih kemijskih parametrov mosta med maceracijo.
Vrednosti posameznih parametrov so se statisticno znacilno (P <0,001) spreminjale v
odvisnosti od ¢asa maceracije. Vsebnost sladkorja je iz zacetne vrednosti 84 °Oe s ¢asom
padla na kon¢no vrednost 32 °Oe. Padec je viden Ze po prvem dnevu, kar pomeni, da se je
fermentacija zacela takoj ob inokulaciji. Po 120 h maceracije se vsebnost sladkorja poveca,
kar je posledica naknadno dodane drozge, ki je bila iz grozdja predelana tisti dan. Sladkor
nato spet pada do povretja. Kvasni nastavek je bil o€itno ustrezno pripravljen. Sev kvasovk
je bil prav tako izbran pravilno, saj je fermentacija potekala konstantno, brez zastojev do
Sestega dne maceracije, ko ni bilo ve¢ zaznati padca sladkorja (fermentacije).

Preglednica 2: Rezultati merjenja osnovnih kemijskih parametrov v mostu med maceracijo

Cas maceracije Parameter
(h) Sladkor pH Titrabilne Kkisline Hlapne Kkisline
(°Oe) (g/L) (g/L)

0 84,00 £0,00 a 3,37 +0,01 de 7,63 £0,34 b 0,13+0,03 d
24 76,87 £0,51 b 3,31+0,02 ¢ 8,98 0,08 a 0,16 £0,01 ¢
48 51,00 +0,00 ¢ 3,40 +0,01d 7,67 +0,15b 0,26 £0,01 b
72 38,67 £0,58 d 3,43 +0,00 bed 7,04 £0,12 c¢d 0,31 £0,01 a
96 31,33 40,58 h 3,49 £0,00 ab 7,05 +0,13 c¢d 0,31 £0,01 a
120 36,00 £0,00 e 3,47 £0,00 abc 6,93 £0,14 cd 0,31 +0,01 a
144 32,83 +0,29 f 3,53+0,01 a 7,05 £0,05 cd 0,32 +0,01 a
168 32,00 +0,00 g 3,53+0,01 a 7,25 40,39 ¢ 0,33 +0,00 a
192 32,00 +0,00 g 3,41 £0,11 c¢d 6,87 +0,03 d 0,33+0,01 a
216 32,00 +0,00 g 3,52+0,01 a 7,00 +0,05 cd 0,31+0,00 a

P skksk skksk skksk skskok

Podatki prikazujejo X £SD (n = 3). Stopnja znacilnosti: *** P <0,001. Srednje vrednosti z razli¢nimi malimi
¢rkami (a,b,c,d,e,f,g,h) v stolpcih so statisticno znacilne (P <0,05).

Vrednosti pH in vsebnost hlapnih kislin s ¢asom maceracije naras¢ajo. pH vrednost se visa
zaradi izloCanja Ca- in K-tartratov med fermentacijo, s ¢imer se posledicno manjsa tudi
koncentracija titrabilnih kislin. Vecanje koncentracije hlapnih kislin pa je posledica
delovanja kvasovk, ki pri alkoholni fermentaciji tvorijo te spojine kot stranski produkt
metabolizma. Koncentracija titrabilnih kislin je med maceracijo drozge padala, saj med
fermentacijo potekajo procesi izlo¢anja tartratov (soli vinske kisline).
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42 DOLOCANIJE POLIFENOLOV

V preglednici 3 so zbrani rezultati o vsebnosti razli¢nih polifenolnih spojin v mostu med
maceracijo. Vrednosti posameznih polifenolnih spojin so se v odvisnosti od casa
maceracije statisticno znacilno (P <0,001) razlikovale. Vsebnost skupnih fenolov v mostu
je bila na zacetku 777 mg/L in se je med maceracijo zviSevala ter dosegla najvisjo vrednost
na koncu maceracije po 216 h (1883 mg/L). Srednje vrednosti z razlicnimi malimi ¢rkami
kazejo znacilne razlike med vzorci mosta v odvisnosti od Casa maceracije. Vsebnost
netaninskih fenolov v vzorcih mosta se je gibala med 628 mg/L in 1108 mg/L. Najnizja
vsebnost je bila na zaCetku maceracije, nato je s ¢asom narasScala in dosegla statisticno
znacCilno najvisjo vrednost po 192 h maceracije. Po 216 h maceracije je vsebnost
netaninskih fenolov nekoliko padla in dosegla kon¢no vrednost 889 mg/L. Vsebnost
taninskih fenolov v vzorcih mosta je bila med 149 mg/L in 994 mg/L. Statisti¢no znacilno
najnizja vsebnost je bila na zaCetku maceracije in najvisja na koncu maceracije po 216 h.

Preglednica 3: Rezultati dolo¢anja vsebnosti polifenolov v mostu med maceracijo

Cas Parameter (mg/L)
maceracije Skupni Netaninski Taninski ... Neflavlavonoi Antocian
. . . Flavonoidi . i
(h) fenoli fenoli fenoli di i
0 777 £25 £ 628 £22 ¢ 149+8 g 40+2 g 737 £24 ¢ 207+4 h
24 97147 ¢ 661 +9d 31043 f 40+5¢ 931+33b 27743 g
48 1348 £19d 881 +46 ¢ 467 £36 ¢ 198 £7 f 1150422 a 472 5 ¢
72 1549 £35 ¢ 1059 +22 ab 489 +34 de 304 £22 ¢ 1154 £24 a 583 +£5d
647 £12
96 1827 £18 ab 1094 £61 ab 710 £53 be 888 +7 ¢ 939 +11b .
120 1654 +37 be 1059 +18 ab 595 +52 cd 564 +22d 1090 £12 a 446 +6
144 1696 £89 b 1092 +31 ab 671 +12 cd 830465 ¢ 866 +75 b 58749 d
591 +6
168 1807 £59 ab 973 +£55 be 834 +£35b 1036 £98 b 737 £33 ¢ od
+ +
192 1861 £64 a 1108 £47 a 753 £21b 112:b 41 737 £60 ¢ 6050 2
610+10
216 1883 £22 a 889 +65 ¢ 994 +78 a 1226 £52 a 657 £52 ¢ b
P KKk ®kk KKk ok sk sk

Podatki prikazujejo X £SD (n = 3). Stopnja znacilnosti: *** P <0,001. Srednje vrednosti z razli¢nimi malimi
¢rkami (a,b,c,d,e,f,g,h) v stolpcih so statisticno znacilne (P <0,05).

Vsebnosti flavonoidov v mosStu med maceracijo so bile med 40 mg/L in 1226 mg/L. Na
zaCetku maceracije in po 24 h so bile vsebnosti najnizje, statisticno znacilno najvec
flavonoidov pa je bilo na koncu maceracije po 216 h. Koli¢ina neflavonoidov v mostu med
maceracijo se je gibala od 657 mg/L do 1154 mg/L. Znalilno najvisja vsebnost
neflavonoidov je bila v moStu po 72 h maceracije in najnizja na koncu maceracije po
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216 h. Vsebnosti antocianov v mostu so se gibale med 207 mg/L in 647 mg/L. Znacilno
najmanjSa vsebnost je bila na zaCetku maceracije, najvisja pa v mostu po 96 h maceracije.

4.2.1 Vsebnosti skupnih fenolov v mostu med maceracijo

Koncentracija skupnih fenolov v mostu je med maceracijo narascala (slika 10). Najvisja
vrednost je bila doseZzena ob koncu maceracije, in sicer 1883 mg/L, kar je v skladu s

pricakovanjem za rdeca vina.
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Slika 10: Koncentracija skupnih fenolov v mostu med maceracijo

Do znizanja koncentracije skupnih fenolov je prislo po 120 h (oznaceno na sliki 10), ko se
je v fermentirajo¢o drozgo dodala sveza nefermentirajoca drozga. Po tem je koncentracija
skupnih fenolov zopet narascala.

4.2.2 Vsebnosti taninskih in netaninskih fenolov v mostu med maceracijo

Vsebnosti taninskih fenolov so med maceracijo narascale (slika 11). Do zmanjSanja je
priSlo po 120 h, ko je bila fermentirajo¢i drozgi dodana sveza drozga. NajmanjSa
koncentracija taninskih fenolov je bila izmerjena na zacetku maceracije, in sicer 149 mg/L,
najvecja pa na koncu maceracije 994 mg/L.
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Slika 11: Koncentracije taninskih in netaninskih fenolov v mostu med maceracijo

Pri netaninskih fenolih je bila najmanjSa koncentracija takoj na zacetku maceracije, in sicer

628 mg/L, najvecja pa po 192 h in sicer 1108 mg/L. Na koncu maceracije je vrednost le-
teh rahlo padla.

4.2.3 Vsebnosti flavonoidov in neflavonoidov v mostu med maceracijo

Koncentracija flavonoidov je bila najniZja na zacetku maceracije, in sicer 40 mg/L
(slika 12). S ¢asom maceracije je koncentracija narascala in je bila najvecja na koncu
maceracije, ko je dosegla vrednost 1226 mg/L.
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Slika 12: Koncentracije flavonoidov in neflavonoidov v mostu med maceracijo
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Vrednost neflavonoidov je dosegla maksimum po 72 h, in sicer 1154 mg/L. Vrednost je do
konca maceracije padla pod zacetno vrednost in je bila zadnji dan maceracije najmanjsa.

4.2.4 Vsebnosti antocianov v moStu med maceracijo

Vsebnost antocianov je med maceracijo narascala (slika 13). Na zacetku maceracije je
koncentracija antocianov narascala nekoliko hitreje (do 96 h), kjer je dosegla maksimalno
vrednost 647 mg/L. Nato se je zgodila motnja, ko se je drozgi dodala sveza
nefermentirajoca drozga (oznaceno na sliki 13). Pri tem Casu je vsebnost antocianov padla,
vendar je zacela zopet naraSc¢ati in ob koncu maceracije dosegla vrednost 610 mg/L.
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Slika 13: Koncentracije antocianov v mostu med maceracijo

4.3 DOLOCANIJE BARVNIH PARAMETROV

V preglednici 4 so predstavljeni rezultati barvnih parametrov v mostu med maceracijo.
Vsakodnevno so se izvajale meritve naslednjih parametrov v mostu: intenziteta barve, ton
barve, rdeca barva in delezi rdece barve pri 420, 520 ter 620 nm.

Vrednosti posameznih barvnih parametrov so se v odvisnosti od Casa statisticno znacilno
(P <0,001) razlikovale. Intenziteta barve je bila med 2,5 in 13,4. Znacilno najvecja
intenziteta barve v mostu je bila dosezena po 168 in 192 h. Ton barve se je gibal med 0,38
in 0,45 rad. Rdeca barva je z zaetnih 77,3 % po 216 h maceracije padla na kon¢nih 72,5
%. Deleza rde€e barve pri 420 in 620 nm sta bila znacilno najvi§ja v mostu po koncani

maceracije.
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Preglednica 4: Rezultati barvnih parametrov v mos§tu med maceracijo

Cas Parameter
maceracij Intenziteta Ton barve Rde¢a barva Rdec¢a barva Rdeca barva Rdeca barva
e (h) barve (rad) (%) 420 nm (%) 520 nm (%) 620 nm (%)
0 2,51+0,02i 0,381 +0,002 f 77,33 +0,16a 26,22+0,19¢ 68,81+0,16a 4,97=+0,35f
24 5,38+0,08 h 0,391 £0,004 e 75,91 £0,24c 26,42+0,20e 67,48+0,21¢c 6,10+0,11¢
48 8,96 0,19 g 0,388 +0,004e¢ 75,93+0,43c 26,20+0,16e 67,51 +£0,39 ¢ 6,29 £0,30 de
72 10,99 £0,06 ¢ 0,377 £0,002 fg 76,39 £0,06b 25,59 +0,10f 67,92+0,06b 6,49 +0,05 cd
96 12,27 +£0,10c 0,373 +£0,003 g 76,47 £0,09b 25,40+0,14f 68,00+0,08b 6,60 +0,07 bc
120 9,52+0,11 f 0,429 +0,004b 73,82+0,21f 28,15+0,18b 65,63 £0,18 f 6,22 +0,01 de
144 12,58 +0,17b 0,404 +0,001 d 74,84 +0,05d 26,89 +0,05d 66,53 £0,04d 6,59 +0,08 bc
168 13,43 £0,08a 0,412+0,005¢ 74,21 +0,23 e 27,17+0,22¢ 65,97+0,20e 6,85 +0,03 ab
192 13,41 £0,05a 0,406 +£0,000 d 74’52(1:0’02 26,87 £0,01 d 66’22:0’02 6,89 +0,01 a
6,73 £0,02
216 11,71£0,15d 0,447+0,002a 72,45+0,10g 28,80+0,06a 64,47+0,09 g abe
P *okk *kok kokk *kk kkk kokk

Podatki prikazujejo X £SD (n = 3). Stopnja znacilnosti: *** P <0,001. Srednje vrednosti z razliénimi malimi
¢rkami (a,b,c,d,e,f) v stolpcih so statistiéno znacilne (P <0,05).

4.3.1 Intenziteta barve

Intenziteta barve moSta med maceracijo je prikazana na sliki 15. Pricakovano je bila

intenziteta barve najmanjSa na zacetku maceracije. Nato je med maceracijo naras¢ala do
maksimalne vrednosti po 168 h in do konca maceracije rahlo padla.
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Slika 14: Intenziteta barve mosta med maceracijo
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4.3.2 Delez rdece barve oziroma prostih in vezanih antocianov v obliki
flavilijevega kationa

Slika 15 prikazuje spreminjanje deleza rdece barve mosta. Delez rdece barve se je med
maceracijo zmanjSeval, in sicer se je od zacetka pa do konca znizal za 6 %.
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Slika 15: Delez rdece barve mosta med maceracijo

4.3.3 Delez rdece barve pri posameznih valovnih dolZinah

Meritve barve pri valovni dolzini 420 nm predstavljajo spekter rumeno-rjave barve, pri
valovni dolzini 520 nm odtenek rdece barve in pri 620 nm modro-vijoli¢ni odtenek barve.
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Slika 16: Delezi rdece barve pri valovnih dolzinah 420, 520 in 620 nm v mo$tu med maceracijo

Delez rdece barve (%) pri 420 nm, torej rumeno-rjavi odtenek, je med maceracijo pocasi
narasc¢al, Se posebej pri 120 h, ko je v drozgo prislo nekaj kisika, ki je povzrocil oksidacijo
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in s tem narascanje rjavih odtenkov barve (slika 16). Najvecja izmerjena vrednost je bila na
koncu maceracije, in sicer 2,6 % vecja od zaCetne. Delez barve pri 520 nm je med
maceracijo pocasi padal. Najvecja vrednost je bila izmerjena takoj na zacetku, nato pa je
vrednost do konca maceracije padla za 4,3 %. Delez barve pri 620 nm, torej modro
vijolicni odtenek, se je med maceracijo poveCeval in dosegel maksimalno vrednost po
192 h, ko se je od zacetne vrednosti povecal za 1,8 %. V najvecjem delezu je bil zastopan
odtenek rdece barve, sledil je rumeno-rjavi odtenek, v najmanjSem delezu pa je bil modro
vijoli¢ni odtenek.

4.3.4 Ton barve

Iz slike 17 je razvidno, da so bile vse vrednosti tangensa kota med 0,36 in 0,45 rad (20 ° do
24 °), kar pomeni, da je bila barva rdeca (Zoecklein in sod., 1994) za vse dni maceracije.
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Slika 17: Ton barve mosta med maceracijo
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

Namen diplomske naloge je bil ugotoviti vpliv ¢asa maceracije drozge grozdja sorte Modra
frankinja na ekstrakcijo polifenolov. Z meritvami osnovnih kemijskih parametrov, barvnih
parametrov in vsebnosti polifenolov mosta smo pridobili rezultate, na podlagi katerih smo
ocenili ekstrakcijo le-teh v odvisnosti od Casa.

Spremljali smo vrednost sladkorja, pH, titrabilnih ter hlapnih kislin med maceracijo
drozge. Prav tako smo izmerili intenziteto barve, ton barve, delez rdeCe barve in deleze
rdece barve pri valovnih dolzinah 420, 520 ter 620 nm. V sklopu analiz polifenolov smo
dolocili koncentracije skupnih fenolov, taninskih in netaninskih fenolov, flavonoidov in
neflavonoidov ter antocianov v mostu Modre frankinje med maceracijo.

Vrednost sladkorja se je med maceracijo zmanjSevala, kar je bila posledica metabolizma
kvasovk, saj iz sladkorja nastajajo alkoholi in CO,. pH vrednost je narascala zaradi
izlo¢anja kalijevih in kalcijevih tartratov. Posledi¢no se je zaradi tega manjsala tudi
vsebnost titrabilnih kislin. Koncentracija hlapnih kislin je med maceracijo nekoliko
narasScala, vendar je bila najvecja izmerjena vrednost 0,31 g/L, kar je sprejemljivo in pod
zakonsko doloceno mejo. Hlapne kisline nastajajo kot stranski produkt kvasovk med
fermentacijo mosta in so navadno odvisne od tehnologije predelave ter nacina vinifikacije
(Kosmerl in sod., 2004).

Koncentracija skupnih fenolov je med maceracijo narascala. Zacetna vrednost je bila
777 mg/L, kon¢na vrednost pa je bila 1883 mg/L, kar sovpada s podatki iz literature.
Povprecna koncentracija skupnih fenolov v rdecih vinih je 1800 mg/L, lahko pa je v
razponu med 700 in 4000 mg/L (KosSmerl, 2013). Vsebnost flavonoidov se je med
maceracijo povecevala. Koncentracija je narasla od zacetnih 40 mg/L do konc¢nih
1226 mg/L. Vrednost flavonoidov v rdecih vinih predstavlja do 85 % vrednosti skupnih
fenolov, v naSem primeru 67 % na koncu maceracije, ko sta bili ti dve koncentraciji
najvecji. V rdecih vinih je koncentracija flavonoidov do 1000 mg/L (Kosmerl, 2013), kar
pomeni, da je bila v naSem primeru izmerjena koncentracija vecja od obicajne.

Ekstrakcija antocianov na zaCetku maceracije hitro naraSca, nato pa pada proti koncu
fermentacije (Zoecklein in sod., 1994). V naSem primeru je bila najve¢ja koncentracija
antocianov izmerjena po 96 h, kar to navedbo tudi potrjuje. Do konca maceracije se
koncentracija antocianov ni ve¢ bistveno spremenila, a vseeno nekoliko naraScala do
zadnjega dne. To pomeni, da je do konca maceracije narasc¢ala tudi koncentracija
flavonoidov, kar potrjuje dejstvo, da Cas trajanja maceracije ter povecanje koncentracije
etanola vplivata na ekstrakcijo teh spojin (Bavcar, 2006).
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Neflavonoidi so dosegli najvecjo koncentracijo po 72 h, in sicer 1154 mg/L. Do konca
maceracije se je njihova koncentracija zmanjSala za 43 %. Neflavonoidi so zelo nestabilne
spojine, ki se lahko locijo v prvotne komponente zaradi nizke pH vrednosti vina. Ravno
nasprotno so flavonoidi bolj stabilni zaradi moc¢nejSih kovalentnih vezi med vodikom in
kisikom posameznih fenolov (Bavcar, 2006), kar je razvidno tudi iz nasih meritev.

Tako kot je narasc¢ala koncentracija skupnih fenolov, je naraScala tudi koncentracija
taninskih fenolov med maceracijo mosta. Taninski fenoli se delijo na hidrolizabilne in
kondenzirane. Med te spadajo tudi flavonoidi, pri katerih smo ugotovili, da je njihova
koncentracija med maceracijo naras¢ala. Med netaninske fenole spadajo antociani.
Koncentracija obeh je dosegla maksimalno vrednost po 96 h.

V najvecjem delezu je bil zastopan odtenek rdeCe barve, sledil je rumeno-rjavi, v
najmanjSem delezu pa je bil doloCen modro-vijolicni odtenek. Najvecja vrednost deleza
rdeCe barve je bila izmerjena pri 520 nm, kar je pri¢akovano, saj je v zacetku v drozgi Se
nekaj kisika. Ta povzro€a vezavo antocianov in tanina, ki prispevajo k delezu rdece barve
pri valovni dolzini 520 nm (Nemani¢, 2002). Z vecanjem vsebnosti alkohola etanola se
manjSa delez barve pri 420 in 520 nm. V naSem primeru smo ugotovili, da se je manjsal le
delez barve pri 520 nm. Pri 420 nm se je vrednost nekoliko povecala. Ker je pri odtenku
rumeno-rjave barve priSlo do povecanja, sklepamo, da se je po Casu 120 h skupaj z
dodatkom nove nefermentatirajoe drozge dovedel kisik, ki je na fenole vplival tako, da so
se tvorili rjavo obarvani kinoni.

Intenziteta barve v mostu je med maceracijo narasScala, kar je razumljivo, saj sta narascali
tudi koncentraciji taninov in antocianov, ki tvorita kompleks ter tako stabilizirata barvo.
Posledi¢no sta se vecali vrednosti tona in intenzitete barve. Antociani se povezujejo tudi z
drugimi fenolnimi spojinami, organskimi kislinami in aminokislinami, s katerimi
kopigmentirajo ter tvorijo obarvane komplekse.

5.2 SKLEPI
Na podlagi pridobljenih rezultatov lahko povzamemo naslednje sklepe:

e Koncentracija skupnih fenolov je bila najve¢ja ob koncu maceracije, kar pomeni,
da so se skozi celoten proces maceracije iz grozdnih peck in koZic uspeSno
ekstrahirali.

e Koncentracija flavonoidov v mostu je narascala do konca maceracije, kjer je
dosegla maksimalno vrednost.

e Koncentracija antocianov v mostu je dosegla maksimalno vrednost po 96 h
maceracije, nato je nekoliko padla.
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e Intenziteta barve se je med procesom maceracije povecevala in dosegla vrh osmi
dan, nato je zacela padati.

e Ton barve se je vseskozi poveceval in dosegel maksimum ob koncu maceracije.

e Delez rdeCe barve v obliki flavilijevega kationa se je med maceracijo zmanjseval,
saj so se prosti antocianini povezali z ekstrahiranimi tanini v mostu in s tem tvorili
stabilnejSe komplekse.

e Delez rdece barve pri 520 nm se je do konca maceracije zmanjSeval, medtem ko se
je delez rdece barve pri 420 nm nekoliko povecal. Tudi delez barve pri 620 nm se
je med procesom maceracije nekoliko povecal.

e Koncentracija sladkorja v mostu je med maceracijo padala do zakljucene
fermentacije (Sesti dan), nato je bila konstantna.

e pH vrednost mosta med maceracijo je narascala, koncentracija titrabilnih kislin pa
padala.

e Med maceracijo mosta se je koncentracija hlapnih kislin povecevala.
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POVZETEK

Modra frankinja je po razSirjenosti in kakovosti glavna rdeca sorta v vinorodni dezeli
Posavje. Grozdje sorte Modra frankinja je primerno za pridelavo rdec¢ih vin, saj lahko iz
njega z optimalnim ¢asom maceracije pridelamo odlicna mlada vina za takoj$njo porabo ali
krepko in intenzivno obarvana vina za nadaljnje zorenje. Modra frankinja je med drugim
osnova vina MetliSka ¢rnina, zastopana je tudi v rde¢em Bizelj¢anu PTP in Cvi¢ku PTP.
Njena kakovostna stopnja je zelo odvisna od dozorelosti grozdja in nacdina ter Casa
maceracije drozge.

Namen diplomske naloge je bil ovrednotiti kemijske parametre v mostu med maceracijo
drozge in ugotoviti, ali je pri sorti Modra frankinja devet dni tisti ¢as maceracije drozge, ki
optimalno vpliva na ekstrakcijo polifenolov. Uporabili smo ro¢no trgano grozdje, ki je bilo
pridelano v vinorodni dezeli Posavje. V makro poskusu je maceracija in fermentacija
drozge potekala devet dni v avtomatiziranem vinifikatorju vinske kleti Krsko.

Med maceracijo drozge smo dnevno odvzemali vzorce mosta. Dolocali smo osnovne
kemijske parametre (sladkor, pH, titrabilne in hlapne kisline), barvne parametre
(intenziteta, ton, delez rdeCe barve in barva pri valovnih dolzinah 420, 520, 620 nm) in
koncentracije razli¢nih fenolnih spojin (skupni fenoli, flavonoidi, neflavonoidi, antociani,
taninski in netaninski fenoli).

Z dnevnim spremljanjem kemijskih parametrov smo ugotovili, da fermentacija pravilno
poteka, sladkor enakomerno pada, kakor tudi koncentracija titrabilnih kislih. Zaradi
bioloskih procesov med maceracijo s fermentacijo se je viSala vrednost pH in vecala
koncentracija hlapnih kislin. Povecevala se je koncentracija alkohola, kar je pripomoglo k
vecji ekstrakciji antocianov. Vrednost antocianov je med procesom naraScala, svojo
maksimalno vrednost pa je dosegla po 96 h maceracije drozge.

Vsebnost sladkorja v mostu je s ¢asom maceracije drozge padla z zacetnih 84 °Oe na
kon¢nih 32 °Oe. Koncentracija skupnih fenolov in antocianov v mosStu se je med
maceracijo drozge povecevala in na koncu dosegla vrednost 1883 mg/L, oziroma
610 mg/L. Z dolgim ¢asom maceracije se je poveceval tudi delez skupnih, taninskih in
netaninskih fenolov, saj se je ekstrahiralo precej skupnih fenolov iz jagodnih kozic in
grozdnih peck.

Barvni parametri so se med maceracijo spreminjali. Intenziteta barve se je s Casom
maceracije vecala, kakor tudi delez rjavo-rumenih odtenkov in modro vijoli¢nih odtenkov.
Ob casu, ko je bil ton barve najvecji je bil hkrati najmanjsi delez rdece barve, torej prostih
in vezanih in antocianinov v obliki flavilijevega kationa.
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Rezultati analiz so pokazali, da je devet dni maceracije drozge sorte Modra frankinja ob
ustreznih pogojih tisti ¢as, ko se v most ekstrahira zadostna koli¢ina polifenolnih spojin.
Glede na dobljene rezultate meritev v makroposkusu in s primerjavo podatkov iz literature
lahko sklepamo, da se je v devetih dneh ekstrahirala ustrezna kolicina polifenolnih spojin.
Enolog v kleti se je odlocil konCati maceracijo, ko je moSt dosegel ustrezne osnovne
kemijske parametre.
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