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SAZETAK

Kraljevina, autohtoni kultivar Prigorja na podruéje Svetog Ivana Zeline. ima dugu tradiciju
uzgoja, medutim uoéena je velika varijabilnost biotipova unutar populacije. Upravo zbog
sve veceg interesa za uzgojem Kraljevine kao i nepostojanje mati¢nih (selekcioniranih)
nasada upucivali su na potrebu klonske selekcije. U postupku selekcije klonova uz
osnovne pokazatelje rodnosti i kvalitete grozda potrebno je istraziti i razinu varijabilnosti
klonskih kandidata u sintezi pojedinih grupa kemijskih spojeva (hlapivi aromatski spojevi,
polifenolni spojevi, aminokiseline, pojedinatne organske kiseline) koji sudjeluju u
formiranju senzornih svojstava vina te definiraju njegovu kvalitetu. Cilj ovog istrazivanja
bio je wutvrditi osnovni kemijski sastav te udio pojedinacnih organskih kiselina,
aminokiselina i aromatskih spojeva u mostu i vinima klonskih kandidata Kkultivara
Kraljevine kao i utjecaj soja kvasca na osnovni kemijski sastav, te udio pojedinacnih
organskih kiselina, aminokiselina i aromatskih spojeva, te sastav polifenolnih spojeva u
vinima klonskih kandidata kultivara Kraljevine. Uz to cilj je bio i definirati senzorna svojstva
vina klonskih kandidata kultivara Kraljevina. Dvogodi$nje istrazivanje 9 klonskih kandidata
(VV-438, VV-406,VV-479,VV-486,VV-483,VV-423,VV-360, VV-434,VV-482) provedeno je
u mostu i vinu dobivenom od grozda iz pokusnih vinograda smjestenih u Svetom lvanu
Zelini. Tretmani u istrazivanju bili su tretman A: vinifikacija koristenjem komercijalnog soja
kvasca Anchor VIN13, i tretman B: vinifikacija koridtenjem komercijalnog soja kvasca
Uvaferm Affinity. Kemijska analiza mosta i vina obuhvatila je odredivanje koncentracije
Secera refraktometrijski, ukupnu kiselost titracijskom metodom prema O.l.V.-u, pH
vrijednost te odredivanje pojedinacnih organskih kiselina te aminokiselina tekuc¢inskom
kromatografijom visoke djelotvornosti (HPLC). U uzorcima vina provedena je osnovna
fizikalno-kemijska analiza vina prema metodama O.l.V., pojedina¢ni polifenoli analizirani
su primjenom tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC) dok se odredivanje
kvalitativnog i kvantitativnog udjela tvari arome provelo primjenom instrumentalne metode
plinske kromatografije (GC). Vina su senzorno ocijenjena metodom 100 bodova. Dobiveni
rezultati istraZivanja ukazali su na znacajnu razli€itost ispitivanih klonskih kandidata pri
¢emu je klonski kandidat VV-360 u obje godine istraZivanja imao najve¢u koncentraciju
nakuplienog Seéera kao i koncentraciju pojedinacnih aminokiselina dok se kao klonski
kandidat sa najmanjim potencijalom nakupljanja Secera ali i najve¢om ukupnom kiseloSc¢u
nametnuo klonski kandidat VV-479. Po aminokiselinskom profilu 9 istrazivanih klonskih
kandidata moZzemo svrstati u tri grupe i to VV-360 u kojem je dominantna aminokiselina
arginin, VV-434 u kojoj dominira glutaminska kiselina te preostalih sedam u kojima se
aminokiselinski profil nije znafajno razlikovao. Prema koncentracijama pojedinacnih
organskih kiselina u grupi klonskih kandidata sa viS§im sadrzajem vinske kiseline mozZzemo
izdvojiti VV-483, VV-482 i VV-423 dok se viSim sadrzajem jabucne kiseline nametnuo
klonski kandidat VV-434 koji je zajedno sa klonskim kandidatima VV-479 i VV-486 u obje
godine imao i niZi pH. Rezultati polifenolnog profila ispitivanih klonskih kandidata takoder
su se znaCajno razlikovali pri ¢emu je klonski kandidat VV-479 imao najviSe
hidroksicimetnih kiselina, VV-438 hidroksibenzojevih kiselina, a klonski kandidat VV-360
izdvojio se vecéim koncentracijama ukupnih flavanola. Aromatski profil dobivenih vina
razlikovao se kako izmedu ispitivanih klonskih kandidata tako i koristenog soja kvasca.
Kao najzastupljeniji monoterpen izdvojo se linalol kojega je najviSe utvrdeno kod klonskog
kandidata VV-438. Po vrijednostima C13-norizoprenoida izdvojio se klonski kandidat VV-
479 dok je najviSe viSih alkohola imalo vino od klonskog kandidata VV-486. Pri tome je
kod svih klonskih kandidata utvrden i zna€ajan utjecaj ispitivanih sojeva kvasaca pri ¢emu
je soj Anchor VIN13 utjecao na vecCu koncentraciju norizoprenoida i monoterpena dok je
Uvaferm Affinity stvorio viSe estera i viSih alkohola. Dobiveni rezultati utjecali su i na
senzornu ocjenu analiziranih vina pri ¢emu su se izdvojila vina od klonskih kandidata VV-
482 i VV-438 oba dobivena primjenom soja kvasca Anchor VIN13.

Kljuéne rije€i: Kraljevina, klonski kandidat, aromatski profil, polifenolni profil,
aminokiseline, soj kvasca



EXTENDED SUMMARY

COMPOSITION OF AROMATIC COMPOUNDS, AMINOACIDS AND ORGANIC ACID IN
KRALJEVINA WINES (Vitis vinifera L.)

Kraljevina is an autochthonous grapevine cultivar whose name is closely linked to the
area of St. lvana Zelina. In this area cultivar Kraljevina has a long tradition, however, was
observed large variability biotypes within the population. Because of the increasing
interest in the cultivation of Kraljevina as well as the lack of selected plantation pointed to
the need for the implementation of clonal selection. In the process of selection of clones
with basic indicators of fertility and quality of grapes is necessary to investigate the level of
variability of clonal candidates in the synthesis of certain groups of chemical compounds
(volatile aromatic compounds, polyphenolic compounds, amino acids, individual organic
acids) which participate in the formation of the sensory properties of wine and define its
quality. The aim of this study was to determine the chemical composition and content of
individual organic acids, amino acids and aromatic compounds in must and wine of clonal
candidates cv Kraljevina and the impact of yeast strain on the chemical composition and
content of individual organic acids, amino acids and aromatic compounds in wines of
Kraljevina clonal candidates. In addition, the aim was to define the sensory characteristics
of wines made from clonal candidates cv Kraljevina. In the chapter Overview of previous
research data about cultivar Kraljevina and its general characteristic are noted as well as
previous research conected with ampelographic description and basic chemical analysis
of Kraljevina must and wine. Also the importance of clonal selection and resent
achivments conected with this scientifical topic are listed as well as the results dealing
with positive clonal selection. Published data about aromatic compounds in must and wine
as well as their concentrations, pointed out the influence of wine technology, yeast
selection and cultivar as well as selected clone. Stronge difference in the amount of
individual chemical compounds from the group of monoterpens and C13 norisoprenoids is
defined between Chardonnay selected clones as well as in clones of Kerner, Traminer,
Rhine risling. Subchapter about polyphenols is dealing with a large and diverse group of
chemical compounds that can strongly influence wine quality. So, determination of
possible variability between cultivars and also clonal candidat in the accumulation of this
group of compounds is important, the statement that is confirmed with large amount of
published scientifical research dealing with this topic. Research wines of different clonal
candidates have shown that it can significantly vary in intensity and color tonality as well
as in concentration of individual polyphenols. Phenolic composition, antioxidant activity
and color diversity was investigated in Concord grape clones from Brazil while in the
wines obtained from seven clones Monastrell significant differences in the mineral
composition, organic acids and color intensity was noticed. In the chapter Material and
methods the course of research and data processing is presented. The two-year study of
clonal candidates cv Kraljevina (Vitis vinifera L.) was carried out in the must and wine
made from grapes grown in experimental vineyards located in Sveti lvan Zelina,
specifically at the position Pus€ak and position Kr€ina. Individual bunches of selected
mass positive selection within the "Clonal selection of grapevine, cv. The Kraljevina ", are
propagated and planted in both locations. This study was conducted on 9 clonal
candidates cv Kraljevina (VV-438, VV-406, VV-479, VV-486, VV-483, VV -423, VV-360,
VV-434, VV-482) which are separated due to a sufficient number of vines from which a
minimal amount of grapes needed for good mikrovinifikacijskog process of alcoholic
fermentation was secured. Grape harvest of each clonal candidate was done by hand, at
the time of full maturity. The grapes were harvested in plastic boxes with capacity of 20
kg. After crushing the grapes must was settled for 24 h after which the precipitate was
separated and clear must was poured in the four vessels, volume of 10 L per each clone
candidate (a total of 36 pots). The alcoholic fermentation was carried out using two



different commercial yeast strains, Anchor VIN13 and Uvaferm Affinity. During the
alcoholic fermentation degradation of sugar and temperature was regularly monitored.
After completion of the alcoholic fermentation samples were taken for analysis of wine and
the wine was kept in basement conditions until the time of sensory evaluation that was
carried out 6 months after the completion of alcoholic fermentation. Chemical analysis of
must involves determining the concentration of sugar, total acidity, the pH value and the
determination of individual organic acids and amino acids. In all must samples also the
value of free amino acids (FAN) and the concentration of total polyphenols was
determined. In wine samples basic chemical analysis was carried on (%vol alcohol,
reducing sugar, total extract, total acidity, pH, volatile acidity, ash), as well as organic acid
the amino-acids and individual polyphenols and aroma compounds concentrations were
done using high performance liquid chromatography (HPLC) and gas chromatography
(GC). The concentration of total phenolics and free amino acids in the wine was
determined by spectrophotometry. All wines were evaluated by organoleptic method of
100 points. In the chapter Results, the main results obtained in the experiment are listed.
Research results indicated a significant difference of tested clonal candidates where the
clone candidate VV-360 in both years had the highest concentration of accumulated sugar
and concentration of individual amino acids. On the contrary the clone candidate VV -479
had the lowest potential for accumulation of sugar but the highest total acidity. According
to amino acid profile 9 investigated clonal candidates can be divided into three groups;
VV-360 in which the dominant amino acid was arginine, VV-434 dominated by glutamate
and the remaining seven in which the amino acid profile was not significantly different.
Results of polyphenol profile singled out clone candidate VV-479 who had the most
hydroxycinnamic acid, while clone candidat VV-438 was rich in hydroxybenzoic acid and
clone candidate VV-360 had the higher concentrations of total flavanols. According to
organic acid profile in the group of clonal candidates with a higher content of tartaric acid
we can pointed out VV - 483, VV - 482 and VV - 423 while a higher content of malic acid
imposed clone candidate VV - 434 which together with the cloning candidate VV - 479 and
VV — 486, in both year, had a lower pH. Aromatic profile of wines differed as between
examined clonal candidates as between used yeast strains. As the most abundant
monoterpene was isolated linalool with the highest concentrations noted in clonal
candidate VV-438. Higher values of C13-norizoprenoid pointed out clone candidate VV-
479 while the highest amount of higher alcohols had wine from clonal candidate VV-486.
In all clonal candidates significant effect of tested yeast strains was established, in which
the strain Anchor VIN13 affect the higher concentration of norizoprenoids and
monoterpenes while Uvaferm Affinity created more esters and higher alcohols. Sensory
evaluation of the analyzed wines singled out clonal candidates VV-482 and VV-438 both
obtained using a yeast strain Anchor VIN13. As previous research comprised mainly of
biological characteristics of Kraljevina variety this results strongly contribute to expanding
knowledge about the composition of individual organic acids, amino acid, aroma and
polyphenol compounds and the potential of isolated clonal candidates cv Kraljevina. For
the first time the impact of yeast strains used was defined as well as their influence in the
formation of the organoleptic properties of the investigated clonal candidates. The
research results achived will also in the future have strong impac in the further evaluation
of isolated clonal candidates with the ultimate goal of selection - gaining the first clones of
this cultivar. So at the end we can conclude that 9 clonal candidates used in this research
distinguished between them primarly according to the possibility of accumulating sugar
and individual organic acids but also in the aromatic and polyphenol compounds
synthesis. In the future this data together with the confirmation of strong yeast strain
impact can assure to the wine producer an easier decision what clone as well as yeast
strain to use.

Key words: clonal candidate, Kraljevina, aminoacids, organic acids, aroma and
polyphenol profile, yeast strains
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1. UVOD

Hrvatski sortiment danas &ini oko 200 razli¢itih kultivara, od kojih se gotovo 120 moZe
smatrati autohtonim, bilo da im je dokazano podrijetlo ili da se uzgajaju iskljuivo u
hrvatskim vinogorjima (Maleti¢ i sur., 2008). Autohtoni sortiment kontinentalne Hrvatske
sveden je na svega nekoliko vaznijih kultivara, a posljedica je to kontinuiranog
smanjivanja njihovog broja u nedavnoj proSlosti uslijed popularizacije internacionalnog

sortimenta.

Kraljevina je autohtoni kultivar Prigorja i iako je proSirena na relativnom velikom podrucju
sjeverozapadne Hrvatske njeno ime se usko veze uz podrudje Svetog Ivana Zeline gdje
uziva poseban status jer kod gotovo svih tamoS$njih vinara predstavlja ,bazno“ vino. Na
tom podrucju kultivar Kraljevina ima dugu tradiciju, medutim uoc€ena je velika varijabilnost

biotipova unutar populacije (MiroSevi¢, 2003).

Kultivar Kraljevina uzgajala se i u najuzem sredistu grada Zagreba, gdje je ustupila mjesto
uspinjaci. Takoder, Cesta je bila i na drugim zagrebackim ,bregima“, ali su Sirenjem grada
vinogradi postupno nestajali.

Godinama zapostavljani kultivar poCeo je ozZivljavati zahvaljujuéi prije svega projektu
»otvaranje zupanijske marke vina ,, koji je inicirala Zagreba¢ka Zupanija i mnogi stru¢njaci
koji su uoCili da posebnosti ovog kultivara, koji karakterizira Prigorje, vrijedi i treba oCuvati,
pa je 2002. godine dobila status ,Zupanijske robne marke®, $to je dodatno pridonijelo
njezinoj popularnosti i trziSnom opstanku. Vina ovog kultivara pod imenom ,Kraljevina

3y v

Zelina” €ine robnu marku vina Zagrebacke Zupanije.

Na Izlozbi vina kontinentalne Hrvatske koja se ve¢ gotovo pola stolje¢a odrzava u Svetom
Ivanu Zelini vina Kraljevine se posebno ocjenjuju, a najbolje od njih dobiva i tradicionalnu
nagradu. Osim toga u Prigorju ¢ete Cuti i priCu kako su u zelinskoj Kraljevini uzivali mnogi
uglednici kroz povijest, izmedu ostalih i Ludwig van Beethoven. Zasluge za to pripadaju
grofici Ana Mariji Erdody (1779-1837), koja je imala posjed u Sv. Ivanu Zelini. Navodno je
becki skladatelj upravo njoj slao Cuvena pisma naslovljena ,svojoj besmrtnoj ljubavi®, a

ona njemu vina Kraljevine!

Danas u Hrvatskoj postoji veliki broj autohtonih kultivara koje su kao i Kraljevina
bezrazlozno zapostavljeni, te jedino pravom procjenom njihovih svojstava moguca je i

njihova revitalizacija sa svrhom njihovog podizanja na gospodarski znacajnu razinu. A



preduvjet postizanja optimalnog omjera kvalitete i kvantitete sirovine kojom c¢e se

proizvesti vina visoke kakvoce je proizvodnja kvalitetnog sadnog materijala.

Upravo zbog sve veceg interesa za uzgojem Kraljevine, koja je nekad bila najzastupljeniji
kultivar sjeverozapadne Hrvatske, kao i nepostojanje mati¢nih (selekcioniranih) nasada
upucivali su na potrebu za provedbom klonske selekcije. Klonska selekcija je najvaznija
metoda oplemenjivanja i ima veliki potencijal u poboljSanju geneticke osnove sadnog
materijala, a cilj joj je izdvojiti genotipove sa pozitivhim nasljednim karakteristikama,
razmnoziti ih i nakon dugotrajne evaluacije potvrditi klonove koji daju sigurnije urode, visu
kvalitetu grozda, vecu sposobnost nakupljanja Se¢era $to sve vodi ka poboljSanju krajnjeg
proizvoda, vina. Stoga je Kraljevina jedna od autohtonih kultivara vinove loze u Hrvatskoj
na kojoj je 2003. godine zapoceo proces revitalizacije kroz klonsku selekciju. Tako je na
podrucju Svetog lvana Zeline izdvojeno oko 100 elitnih trsova koji su razmnozeni u tzv.

klonske linije, cijepljeni na dvije bezvirusne podloge, i posadene na dvije razliCite lokacije.

Klonsko potomstvo pokazuje sva tipiCha svojstva kultivara i odsustvo tipiCnih simptoma
bolesti, ali se u pravilu kao posljedica mutacije pozitivno izdvajaju u nekome svojstvu od
oshovne populacije. S obzirom na veliku vaznost autohtonih kultivara vinove loze u
vinogradarskoj proizvodnji nuzno je provodenje postupaka klonske selekcije jer se jedino
na taj naCin moze osigurati zdrav i kvalitetan sadni materijal, sprije€iti daljnje Sirenje
gospodarski Stetnih virusa te izdvojiti klonove kod najznacajnijin kultivara kako bi se
omogucilo vinogradarima da odabirom odgovarajuceg klona unaprijede svoju proizvodnju.
Stoga je potrebno tijekom selekcije istraziti razlike izmedu klonskih kandidata. Klonska

selekcija je skup i dugotrajan proces, ali nesumnjivo opravdan i dugoro¢no isplativ.

S obzirom na ¢&injenicu da je individualna klonska selekcija dugotrajan proces koji obi¢no
traje od 18-25 godina (Maleti¢ i sur., 2008), a zbog istovremeno potrebe za poboljSanjem
kvalitete sadnog materijala kultivara Kraljevina pokrenuto je istrazivanje u sklopu projekla

.Klonska selekcija cv. Kraljevina (Vitis vinifera L.)".

Pored osnovnih vinogradarskih svojstava kojima se uobiajeno opisuju klonski kandidati
(rodnost, veli¢ina grozda i bobice, zbijenost i sl.) vrlo je vazno obratiti pozornost na
kvalitetu grozda tj. provesti odgovarajuce fizikalno kemijske analize koje ¢e dati odgovor
na konkretna pitanja vinara vezana za tehnologiju i/ili kvalitetu njihovog vina. Sukladno
opc¢e prihvacenim metodama klonske selekcije kao pokazatelj kakvoce grozda analizira se
koncentracija nakuplienog Secera (refraktometrijski), ukupna kiselost i pH vrijednost, na

razini prosjeCnog uzorka klonskog kandidata. Kako se radi o vinskoj sorti, i kako su
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oCekivane i vrlo male razlike uslijed mutacija pojedinacnih gena, informacije dobivene
analizom samo tih parametra ne omogucavaju detaljan uvid u kompleksne razlike

kakvoce grozda i vina izmedu pojedinih klonskih kandidata.

Danas je identifikacija spojeva koji utje€u na aromu i okus vina jedan od najznacajnijih
izazova znanstvenih istrazivanja u podrucju vina i vinske industrije (Botelho, 2008). Stoga
je i u postupku selekcije klonova uz osnovne pokazatelje rodnosti i kvalitete grozda
potrebno istraziti i razinu varijabilnosti klonskih kandidata u sintezi pojedinih grupa
kemijskih spojeva (hlapivi aromatski spojevi, polifenolni spojevi, aminokiseline,
pojedinacne organske kiseline) koji sudjeluju u formiranju senzornih svojstava vina te

definiraju njegovu kvalitetu.

Istrazivanjem arome grozda i vina klonova Chardonnaya, te definiranjem njihove
razliCitosti s obzirom na aromatski profil bavili su se istrazivaci poput Versini i sur. (1988);
Villa i sur. (1993); Scienza i sur. (1994); Battistutta i sur., 1996; Bettiga (2003). Rusjan i
sur. (2009) utvrdili su da je aromatski profil grozda i vina jedan od najdiskriminantnijih
Cimbenika kompleksnosti i prepoznatljivosti kultivara te njihovo odredivanje treba biti jedan
od kriterija definiranja razliCitosti vina klonskih kandidata. Rezultati istraZivanja vina
razli€itih klonskih kandidata pokazala su da se ona mogu znacajno razlikovati u intenzitetu
i tonalitetu boje, aromatskom profilu i koncentraciji pojedinaénih polifenola (Santesteban i
Royo, 2006).

IstraZivanja utjecaja soja kvasaca na organolepti¢na svojstva vina obuhvacaju veliki broj
razliCitih grupa kemijskih spojeva pa su tako Valero i sur. (2003) definirali razli¢itosti u
aminokiselinskom profilu vina zavisno od koriStenog soja kvasca, a Swiegers i sur. (2009)
ukazali su na znacajan utjecaj kvasaca pri formiranju aromatskih karakteristika pojedinog

vina.

Svi spomenuti rezultati istrazivanja ukazuju na kompleknost istrazivanog podrucja te
opravdanost njihovog provodenja sa svrhom izdvajanja klonova koji zadrZzavaju sortnu

prepoznatljivost, uz poboljSanje jednog ili viSe specifi¢nih svojstava doti¢nog kultivara.

DosadasSnja znanstvena istrazivanja obuhvatila su uglavhom bioloSke karakteristike
kultivara Kraljevine, medutim detaljna istrazivanja kemijskog sastava i kakvoce vina
gotovo i nema. Stoga ¢e predlozeno znanstveno istraZzivanje doprinijeti spoznajama o
sastavu pojedinaénih organskih kiselina, te aromatskom i aminokiselinskom potencijalu

izdvojenih klonskih kandidata kultivara Kraljevine. Po prvi puta definirat ¢e se utjecaj
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koriStenih sojeva kvasaca na formiranje senzornih svojstava istrazivanih klonskih
kandidata. Rezultati istrazivanja pomoc¢i ¢e u daljnjem vrednovanju izdvojenih klonskih

kandidata s konacnim ciljem selekcije — dobivanjem prvih klonova ovoga kultivara.

1.1. Hipoteze i ciljevi istrazivanja

Pretpostavka je da ¢e izdvojeni klonski kandidati kultivara Kraljevina

e znacajno utjecati na sintezu i sastav aminokiselina, pojedinacnih organskih kiselina i

aromatskih spojeva u mostu i vinu Kraljevine.

Pretpostavka je da Ce koriSteni sojevi kvasaca

e znacajno utjecati na kemijski sastav vina klonskih kandidata kultivara Kraljevina

e znacajno utjecati na mirisna i okusna svojstva vina klonskih kandidata kultivara
Kraljevina

Cilj istrazivanja je utvrditi:

e osnovni kemijski sastav te udio pojedinacnih organskih kiselina, aminokiselina i

aromatskih spojeva u mostu i vinima klonskih kandidata kultivara Kraljevine
e utjecaj soja kvasca na osnovni kemijski sastav, te udio pojedinacnih organskih
kiselina, aminokiselina i aromatskih spojeva u vinima klonskih kandidata kultivara

Kraljevine

e senzorna svojstva vina klonskih kandidata kultivara Kraljevina



2. PREGLED LITERATURE

2.1. O Kraljevini

Kraljevina je autohtoni kultivar Prigorja. lako je prosSirena na relativnom velikom podrudju,
njeno ime se usko veze uz podrucje Svetog lvana Zeline gdje se i najviSe uzgaja. Na
ovom podrucju kultivar Kraljevina ima dugu tradiciju, medutim uolena je velika

varijabilnost biotipova unutar populacije (MiroSevi¢, 2003).

Veliki broj pisanih navoda istie prisutnost Kraljevine u vinogradarskom sortimentu
kontinentalne Hrvatske od davnina, te iznose tezu o njezinoj autohtonosti (Trummer,
1841; Turkovi¢, 1955). Ve¢ 1883. godine njezinu prisutnost u hrvatskim krajevima navode
Babo i Mach koji smatraju Kraljevinu orginalnim hrvatskim kultivarom, s ¢ime se slaze i
austrougarski ampelograf Franz Xaver Trummer koji 1841. godine u svom poznatom djelu
Systematische Classifikation und Beschreibung der im Herzogthume Steiermark
vorkommenden Rebensorten piSe: ,To je stara autohtona sorta vinove loze, vjerovatno
podrijetlom iz vinogorja sjeverozapadne Hrvatske, gdje je vodeca sorta u sortimentu
Zagrebackog i Zelinskog vinogorja”. Autor opisuje prema tadasnjoj metodologiji osnovna

svojstva ovog kultivara navodeci da postoje razlike unutar populacije.

Istog je misljenja i Praunsperger (Satovié, 2000) koji u &lanku iz 1857. godine "Mienje o
nazivoslovlju trsova Hrvatske" u Gospodarskom listu govori o dva tipa Kraljevine. Misljenje
je da je "Imbrina" rodnija, a tip s crvenijom koZicom pripada nazivu "Kraljevina" kako je

zovu oko Zagreba.

Vukotinovié u Gospodarskom listu 1857. godine (Satovié, 2000) donosi pregled sinonima
sorte Kraljevina (Crljena imbrina, Kraljevina, Zarjavina, Mavrona, Brina, Kralevina, Librina,
Murav$nina) navodeci da je kultivar rasprostranjen po cijeloj Hrvatskoj, ali da je njezina
prava domovina gora Susedska, Vrabce, Sestine, Sv. Simun, Moravde, Psarjevo i Sv.

Ivan.

Babo i Mach (1883) Kraljevinu svrstavaju medu orginalne hrvatske kultivare i navode
sinonim "Konigstraube”, Rotter Portugizer, Brina i Moravana. Prema istim autorima na

dobrim polozajima i u dobrim godinama postize oko 20% Secéera i 6 g/L ukupnih kiselina.



| domaci autori u svojim radovima spominju Kraljevinu, pa tako jo§ 1923. Radi¢ pide:
"Kraljevina crvena najviSe je raSirena u Hrvatskoj, zagrebackoj okolici, sorte ponajbolje, a
u narodu je poznata kao Kraljevina i Imbrina. Kraljevina je oblikom grozda rijetkih crvenih
boba i ugodnog mirisa, dok je grozd Imbrine gust, a boba zelenkasto-crvenkasta. Postize
oko 20% Secera i 6-7 g/L ukupnih kiselina". Turkovi¢ (1955) u svom razmatranju o razvoju
sortimenta vinove loze istiCe da moramo voditi raCuna o autohtonim kultivarima, ponajprije
u smislu rada na njihovoj selekciji. Istog su miSljena i drugi autori: Licul, MiroSevic,
Premuzi¢, Meznari¢, ViCi¢ (1979), koji istiCu potrebu detaljnog rada na tipskoj i
individualnoj klonskoj selekciji Kraljevine, kako bi se rasvijetlile agrobioloske razlike, a

time utvrdile gospodarske vrijednosti svakog pojedinog tipa unutar populacije.

U izvjeS¢u o sastavu mosta kultivara sjeverne Hrvatske Sucevi¢ (1950) spominje mosteve
Imbrine ili Kraljevine s dosta malom koli¢inom sladora (od 16,0% do 18,0%), iako je bilo
boljih uzoraka (24% do 26% Secera) koji su vjerojatno potjecali s boljih polozZaja ili od
odabranih trsova. U svom stru¢nom osvrtu o Kraljevini Felja (1973) navodi tri tipa
Kraljevine: crvenu, mirisavu i zelenu, koje se medusobno razlikuju po veliini grozda,

obojenosti kozice bobica i po kakvoéi.

Prema jednom od novijih ampelografskih opisa Kraljevine (MiroSevic¢ i sur, 1986) postoje
tri tipa ovoga kultivara: Kraljevina crvena, Kraljevina zelena i Kraljevina pikasta, a ova
posliednja zove se jos i Kraljevina diSea. Kao i veéina kultivara i ovaj pokazuje znacajne
razlike ovisno o polozaju i tehnologiji, te se €esto istiCu klonske razlike. To je bio i razlog
pokretanja projekta klonske selekcije Kraljevine, gdje je visoka unutarsortna raznolikost i
dokazana, ali je takoder utvrdeno da su ove karakteristike i u direktnoj vezi s tehnologijom

uzgoja.

Iz svih naprijed navedenih bibliografskih podataka vidi se da je unutar Kraljevine izrazena

varijabilnost, koja upucuje na potrebu selekcije.

Sucevi¢ (1950) iznosi podatke o ukupnoj kiselosti od 6,6 do 10,57 g/L, uz pH 3,10 do
3,40.

Uz primjenu odgovarajucih agrotehnickih i ampelotehniCkin mjera u mostu nakuplja do
18% sladora, a ovisno o godini ukupna kiselost varira od 6.0 — 9,0 g/L (MiroSevic, 2003).
IstraZivanje sastava pojedinacnih organskih kiselina kultivara Kraljevina ukazala je na

varijabilnost ovisno o istrazivanom vinogradarskom polozaju (Jeromel, 2005).



Na kraju citat zelinskog Zupnika Dragutina Strazmira iz 1870. godine, koji u svojoj knjizi
»Vinogradar® piSe: ,Imbrina (Kraljevina) daje vrlo sladko, voljko vino, jako se je mnogo sadi
u nasoj okolici ¢ak preko Zagreba; radi svoga ugodnoga teka racuna se grozdje i medju
zobatice. Vino od same Imbrine, kaZu, da se rado ne drzi, nu g. Al Striga u Zagrebu, vrli
vinogradar, tako plemenito mirisno vino iz nje izvadja, da je ljetos 300 flaSah od pol oke
svaku po 3 fr. gospodi prodao. Evo Sto pamet i znanje valja. Grozdje od toga trsa u nizi i

hladovini ostaje bliedo i rado gnjije, u visu liepih, zdravim plodom rodi.“

2.1.1. Klonska selekcija i istrazivanje unutarsortne varijabilnosti

Klonska selekcija danas je najvazniji na€in oplemenjivanja vinove loze. Naime, zbog
teSkog uvodenja novih sorata na neko podrucje, u velikoj mjeri uvjetovanog favoriziranjem
tradicionalnih (tzv. starih) kultivara od strane potroSaca, oplemenjivanjem se nastoje
poboljSati postojeéi (Preiner i sur., 2012). Oplemenjivanje vinove loze podrazumjeva skup
metoda i postupaka kojima se stvara osnova za proizvodnju sadnog materijala
poboljSanih nasljednih agronomskih svojstava koja se prenose i zadrZzavaju vegetativnim
razmnozavanjem (Maleti¢ i sur., 2008). U svijetu se oplemenjivanjem vinove loze bave
mnogi znanstvenici s ciliem da njihovi rezultati budu od pomod¢i proizvodadima vina u

postizanju visoke kvalitete proizvoda.

Zbog velike potraznje sadnog materijala autohtonih kultivara, plemke za njihovu
proizvodnju &esto su uzimane iz proizvodnih nasada, bez prethodno provedenog
postupka selekcije. S obzirom na veliku vaznost autohtonih kultivara vinove loze u
vinogradarskoj proizvodnji nuzno je provodenje postupka klonske selekcije ¢ime se jedino
moze osigurati zdrav i kvalitetan sadni materijal, sprijeCiti daljnje Sirenje gospodarski
Stetnih virusa, te izdvojiti klonove kod najznacajnijin kultivara kako bi se omogudilo
vinogradarima da odabirom klona pojedinog kultivara unaprijede svoju proizvodnju
(Preiner, 2012).

Klonska selekcija se temelji na unutarsortnoj varijabilnosti, kao posljedici akumuliranja
mutacija tijekom dugotrajnog vegetativnhog razmnozavanja. Dugotrajnom propagacijom
bez sustavne selekcije kultivar gubi proizvodni potencijal odnosno gubi neke znacajke
koje ga karakteriziraju zbog pojave i akumulacije mutacija koje mogu biti pozitivhe i
negativne. Klonska selekcija je postupak kojim se iz populacije kultivara izdvajaju trsovi
(potencijalni klonovi) kod kojih uoavamo pozitivne promjene nekog od gospodarski

vaznih svojstava (Preiner, 2012).



Kako se proces klonske selekcije zapocCinje odabirom elitnih trsova iz populacije i to
najcesce isklju¢ivo temeljem njihovog fenotipa, vazno je provesti klonsku selekciju na
nacin da se okolinski utjecaji svedu na gresku koja se nalazi u domeni prihvatljivosti.

PocCetak moderne klonske selekcije doseze u daleku 1876. godinu, kad je u Njemackoj
zapocCeto dvadesetogodiSnje istraZivanje potomaka jednog trsa Sto je u konaénici
rezultiralo registracijom prvog klona (Schén i sur., 2009). Od tada pa do danas je svrha
klonske selekcije da proizvodadima grozda i vina omoguéi izbor klonova i njihovih
bezvirusnih loznih cjepova koji zadrzavaju sortnu prepoznatljivost, ali s poboljSanim

jednog ili viSe aromatskih svojstava doti¢nog kultivara (Loureiro i sur., 2011).

Provedba klonske selekcije zapocCela je krajem 19. stolje¢a u Njemackoj, a u ostalim
Europskim zemljama tek polovicom 20. stolje¢a (Nicholas, 2006). Prvi znanstveno
utemeljeni dokazi o postojanju klonskih razlika i opravdanosti klonske selekcije vinove

loze pojavljuju se u prvoj polovici 20. stolje¢a (Sartorius, 1926).

Klonska selekcija je za nasSu zemlju objektivho najvaZznija metoda oplemenjivanja i ima
veliki potencijal u poboljanju genetiCke osnove sadnog materijala (Maleti¢ i sur., 2008).
Isto tako Republika Hrvatska danas ima preko 100 saCuvanih autohtonih kultivara vinove
loze, a masovna pozitivha klonska selekcija i zdravstvena provjera pokrenuta je na 15
ekonomski vaznih kultivara (Karoglan Konti¢ i sur., 2009), dok se na podrucju klonske
selekcije najdalje stiglo kod Skrleta bijelog, Zlahtine i Plavca malog, te Grasevine. Vie je
autora istraZivalo genetsku varijabilnost populacije Skrleta kao posliedicu spontanih
mutacija, a koja se prenosi i akumulira vegetativnim razmnoZavanjem (Vokurka, 2003;
Simon i sur., 2008.; Simon, 2012., Petric, 2013), $to je dovelo do razli¢ite gospodarske
vrijednosti genotipova od kojih su neki vrijedni daljnjeg razmnozavanja. Fenotipsku
varijabilnost unutar kultivara Plavac mali crni, najvaznijeg hrvatskog kultivara istrazivali su
Zdunié i sur. (2007) , Zdunié (2009), Preiner (2012) i Simon (2012).

Klonska selekcija Kraljevine zapocela je 2003. godine na inicijativu proizvodaca grozda i
vina kultivara Kraljevina, Zagrebacke zupanije, grada Svetog Ivana Zelina i stru€njaka s
Agronomskog fakuteta, te je pod vodstvom prof.dr.sc Edija Maleti¢a i prof.dr.sc. lvana
Pejica pokrenut projekt ,Klonska selekcija cv. Kraljevina (Vitis Vinifera L.)”, sa cillem
definiranja razlika i rjeSenjem dileme o u literaturi spominjanim tipovima Kraljevine
(crvena, pikasta, zelena). Ovaj projekt zapoCeo je masovnom pozitivnom selekcijom u
proizvodnim nasadima, a konaéni cilj je dobivanje klonova kod kojih su jasno izrazene

pozitivne promjene proizvodnih svojstava te koji su slobodani od gospodarski Stetnih



viroza. Na ovaj naCin se uspjeSno povecao prinos i kvaliteta Rizlinga rajnskog u

Njemackoj i Pinota crnog u Francuskoj (Jackson, 1993) kao i brojni drugih kultivara.

Rezultati masovne pozitivne klonske selekcije kultivara Kraljevina pokazali su zna¢ajnu
varijabilnost kvalitativnih i kvantitativnih svojstava promatranih mati¢nih trsova, kao Sto su
prinos po trsu, sadrzaj Secera, kiselina i pH vrijednosti mosta, te masa grozda i bobice
tijekom trogodisnjih ispitivanja. To ukazuje na veliku unutarsortnu varijabilnost populacije
Kraljevina, a klonski kandidati koji su pokazali najbolje rezultate i najmanju oscilaciju
izmedu pojedinih godina istrazivanja izdvojeni su kao najperspektivniji za konacni cilj

selekcije — prve klonove ovoga kultivara (Preiner i sur., 2009).

Preiner i sur., (2009) utvrdili su kako postoji statistiCki zna¢ajne razlike izmedu mati¢nih
trsova klonskih kandidata u visini prinosa, dok kod sadrzaja Secera i kiselina u mostu, te

pH vrijednosti mosta nema statistiCki zna€ajnih razlika.

Unutarsortnu varijabilnost moguée je sa sigurnos¢u potvrditi tek nakon nekoliko godina
istraZivanja vegetativhog potomstva odabranih mati¢nih trsova slobodnih od gospodarski
Stetnih viroza u pokusnim nasadima u kojima su maksimalno ujednaceni okolinski uvjeti, a
to su ujedno i uvjeti za ispitivanje klonskih kandidata u postupku klonske selekcije.
Postojanje unutarsortne varijabilnosti potvrdeno je na ovaj nacin za prinos i njegovu
kvalitetu kod najvaznijih kultivara kao Sto su Chardonnay, Pinot crni, Cabernet sauvignon
(Wolpert, 1994), Rajnski rizling (Schmid i sur., 1995), ali i za brojnih drugih.

Dobar primjer postojanja genetske unutarsortne varijabilnosti je kultivar Pinot bijeli i Pinot
crni, pa je tako u istrazivanju koje je provedeno na 44 klona kultivara Pinot crni u
Geisenheimu (Njemacka), kroz Sest godina utvrdena velika meduklonska varijabilnost u
prinosu, ukupnoj kiselosti i otpornosti na Botrytis cinerea, dok je sadrzaj suhe tvari (°Brix)
pokazivao malu varijabilnost izmedu klonova (Schon i sur., 2009). Necula i sur. (2009)
utvrdili su da kemijski sastav mosta (sadrzaj reduciraju¢eg Secera, ukupna kiselost i pH)

moze pokazivati medusobne klonske razliitosti.

McCartny (1992) je uspio utvrditi razlike u sadrzaju terpenskih spojeva (aromatski spojevi)
izmedu klonova muskatne sorte Muscat a petit grais blanc. Gomez-Plaza i sur., (1999)
ispitivali su razlike u sadrzaju aromatskih sastojaka u vinu sedam klonova kultivara
Monastrell. Temeljem signifikantnih razlika kod nekoliko aromatskih komponenti klonovi

su grupirani primjenom diskriminantne analize.



Istrazivaci diljem svijeta pokuSavaju procijeniti i opisati klonove u Burgundiji, Champagni,
Australiji, Kanadi, New Yorku, Oregonu, Kaliforniji (Anderson i sur., 2008). Pojedina
istrazivanja na temelju ampelografskih opazanja su vrlo bitna jer promatrane klonske
karakteristike mogu varirati od regije do regije (Cirami i Ewart, 1995), najvjerojatnije zbog

utjecaja tla te mikroklime pojedinog podrucja.

U Francuskoj je provedena klonska selekcija Pinota crnog za proizvodnju pjenu$avih vina
(Collas i sur.,1995) gdje se traZze klonovi sa viSom ukupnom kiselo$¢éu, vi§im prinosima,
manjim sadrzajem antocijana i tanina u odnosu na klonove za proizvodnju vina redovne

berbe.

U kalifornijskim vinogradima izabrano je 12 klonova Pinota crnog za proizvodnju pjenusca
koji se koriste u regiji Champagne, te su usporedeni sa 8 kalifornijskih klonova (Anderson
i sur., 2008). Rasponi titracijske kiselosti i pH vrijednosti klonova su bile statistiCki

znacajne, dok rezultati fenola nisu zabiljeZeni u istrazivanju.

Relativne karakteristike pojedinih klonova takoder se razlikuju u istrazivanjima provedenim
u drugim regijama, naznacCavajuci da klonovi drugacije reagiraju pod drugim uvjetima. U
istrazivanju kojeg je proveo Mercado — Martin i sur, 2006 zabiljeZili su vece razlike izmedu

klonova Pinot crnog nego izmedu klonova Chardonnay-a.

2.2. Aromatski spojevi

Aroma vina je vrlo kompleksno svojstvo koje je rezultat medudjelovanja kemijskih spojeva
u vinu te osjeta mirisa i okusa. Aromu ¢ine aromatski spojevi iz grozda, kao i spojevi koji
se formiraju tijekom i/ili nakon alkoholne fermentacije. Do sada je identificirano nekoliko
stotina aromatskih komponenti sa 3&irokim rasponom malih koncentracija koje se
izrazavaju u mg/L, pg/L ili ng/L (Rapp, 1988). Podrijetlo arome u vinu je predmet velikog
broja istraZivanja u posljednje vrileme zahvaljujuéi napretku analitickih metoda koje nam
pomazu u detekciji tih spojeva (Guth, 1997; Lopez i sur., 1999; Ferreira i sur., 2000;
Francis i Newton, 2005; Polaskova i sur., 2008; Ebeler i Thorngate, 2009).

Hlapivi aromatski spojevi obuhvacaju alkohole, aldehide, estere, ketone, terpene,
ugljikovodike, norisoprenoide i dr. (lland i sur., 2011; Jackson, 2014; Ribéreau-Gayon i
sur.,, 2006a,b), a potjeCu iz nekoliko izvora, i to: iz grozda, procesa vinifikacije,
metabolizma kvasaca i bakterija, hrastovine i starenja vina (Jackson, 2014; Ribéreau-

Gayon i sur., 2006a,b; Ferreira, 2010). Rapp (1988) navodi da je aromatski profil vina pod
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utjecajem brojnih ¢imbenika: okoline (tlo, klima), kultivara, dozrelosti, uvjeta fermentacije
(pH, temperatura, vrsta kvasca), biolodkih ¢imbenika (soj kvasca), proizvodnog procesa

vina i starenja.

Aromatski spojevi koji potje€u iz grozda zna&ajno utje€u na senzorni profil buducéeg vina.
Kultivari se medusobno razlikuju s obzirom na sadrzaj aromatskih spojeva, $to u konacnici
daje vinu tipi€ni sortni karakter. Ovo je posljedica jedinstvenog genetskog profila svakog
kultivara. Isto tako, vina proizvedena od istog kultivara u razli€itim uzgojnim podrucjima
daju vina razli¢itih senzornih karakteristika. Kombiniranjem analitickih i organoleptickih
metoda nastojimo utvrditi interakciju izmedu hlapivih i nehlapivih komponenti vina (Pineau
i sur., 2007; Robison i sur., 2009; Saenz-Navajas i sur., 2010), kao i medusobni odnos

hlapivih spojeva (Atanasova i sur., 2005; Escudero i sur., 2007; Pineau i sur., 2009).

S obzirom na podrijetlo, aromatski spojevi se mogu podijeliti u nekoliko grupa:

Primarna (sortna) aroma — c&ine ju spojevi koji potjeCu izravno iz grozda poput
monoterpena, norizenoprenoida, fenilpropanoida, metoksipirazina, te hlapivih sumpornih
spojeva (Ebeler i Thorngate, 2009; Gonzalez-Barreiro i sur., 2013). Navedeni spojevi
mogu se koristiti za identifikaciju kultivara (Marais, 1983; Rapp i Mandery, 1986), a
karakteristicha aroma vina odredenog kultivara se prepisuje primarnim aromatskim
spojevima jer ti spojevi prelaze iz grozda u vino nepromjenjeni, oslobodeni utjecaja
procesa fermentacije. Najvazniju skupinu spojeva grozda koji najvise doprinosi aromatskoj
prepoznatljivosti kultivara jesu monoterpeni (Ribéreau — Gayon, 2006; Cémara i sur.,
2007) te C13 norizoprenoidi (Mateo i Jimenez, 2000).

Sekundarna (fermentacijska) aroma — €ine ju spojevi koji se oslobadaju tijekom prerade
grozda djelovanjem odredenih enzima kao i spojevi koji nastaju tijekom alkoholne i
malolakticne fermentacije. Sekundarni metaboliti nastali mikrobioloSkom aktivno$c¢u iz
Secera, masnih kiselina, du$i¢nih spojeva (pirimidina, proteina, nukleinskih kiselina,
aminokiselina), i fenolnih kiselina koje nalazimo u grozdu (Chatonnet i sur., 1992; Herraiz i
Ough, 1993; Guitart i sur., 1999; Hernandez-Orte i sur., 2002; Swiegers i sur., 2005;
Bartowsky i Pretorius, 2009). Ova skupina obuhvaéa grupu spojeva kao $to su esteri viSih
alkohola i masnih kiselina, viSe alkohole i hlapive fenole.

Tercijarna aroma — Cine ju spojevi arome nastali tijekom dozrijevanja i starenja vina kao

posljedica biokemijskih reakcija hidrolize, esterifikacije i oksidacije.

Pojedini autori su definirali kultivar temeljem najzastupljenijih aromatskih spojeva (Rosillo
i sur., 1999) ili preko dominantnih grupa aromatskih spojeva (Gunata i sur., 1985.; Sefton i

sur., 1993) &to je znacajno doprinjelo identifikaciji mirisa tih aktivnih spojeva kao
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predstavnika pojedinih kultivara. No, miris kao sortnha prepoznatljivost ne ovisi o jednom ili
dva spoja, ve¢ o mirisnoj kombinaciji svih zastupljenih aromatskih spojeva u grozdu

odnoso vinu (Robinson, 2011).

Istrazivanjem arome grozda i vina klonova Chardonnaya, te definiranjem njihove
razliitosti s obzirom na aromatski profil bavili su se istraziva¢i poput Versini i sur. (1988);
Villai sur. (1993); Scienza i sur. (1994); Battistutta i sur., (1996); Bettiga (2003).

Schoeffling i Faas (1990) istrazivali su razlike medu klonovima Kernera, Traminca,
Rajnskog rizlinga i Rizvanca te temeljem dobivenih rezultata zakljucili da je

kromatografska analiza klonova jedan od najvaznijih kriterija u njihovoj karakterizaciji.

Razli¢itosti medu klonovima Touriga Nacional istrazivalo je Falco (2004) dok je Rodrigues
i sur. (1996) proveo analizu aroma Sest klonova kultivara Ferndo Pires. Prema Rusjan i
sur. (2009) aromatski profil grozda i vina jedan je od najdiskriminantnijin ¢imbenika
kompleksnosti i prepoznatljivosti kultivara te njihovo odredivanje treba biti jedan od

kriterija definiranja razli€itosti vina klonskih kandidata.

Istrazivanja vina razliCitih klonskih kandidata pokazala su da se ona mogu znacajno
razlikovati u aromatskom profilu i koncentraciji pojedinaénih polifenola (Santesteban i
Royo, 2006).

Swiegers i sur. (2009) ukazali su na znacajan utjecaj kvasaca pri formiranju aromatskih
karakteristika pojedinog vina, dok su rezultati istraZivanja utjecaja autohtonih kvasaca na
kakvoCu vina Traminac ukazala na njihovu razliitu sposobnost sinteze aromatskih

spojeva.

U nekim istrazivanjima, znanstvenici su uspjeli razdvojiti pojedine kultivare na osnovu
nekih pojedinaénih dominantnih aromatskih spojeva, ili grupe aromatskih spojeva (Noble i
sur., 1980; Gunata i sur., 1985; Rosillo i sur., 1999; Sefton i sur., 1993). Na osnovu ovih
istrazivanja, moZemo zaklju€iti kako sortni karakter nije ovisan o jednom aromatskom

spoju vec o cijelom nizu aromatskih spojeva koji Cine aromatski profil pojedinog kultivara.

U bobici grozda postoje stotine sastojaka koji potencijalno mogu utjecati na okus i aromu
vina. Neki spojevi iz grozda postaju mirisni spojevi vina jer se ne mijenjaju ili se vrlo malo
mijenjaju tijekom fermentacije kao npr. monoterpeni. Medutim spojeve arome vina mogu
proizvesti i kvasci uz pomoé¢ prekursora iz grozda. Nadalje razvoj arome tijekom

fermentacije moZze biti pod utjecajem spojeva iz grozda.
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2.2.1. Terpeni

Terpeni (terpenoidi, izopreni) su metaboliti biljaka karakteristicnog mirisa i okusa te vrlo
znacajni predstavnici primarne ili sorthe arome grozda i vina. Terpeni u vinu se
prouCavaju ve¢ dugi niz godina s obzirom da su odgovorni za tipiéni aromatski profil
muskatnih kultivara (Ribéreau-Gayon i sur., 1975; Marais, 1983). Zbog svojeg niskog
praga senzorne detekcije, znac¢ajni su i u nearomati¢nim kultivarima (Vilanova i Sieiro,
2006). lako je njihova koncentracija u nearomati¢nim kultivarima mnogo manja nego u
muskatnim, ¢esto su predmet istrazivanja, najeS¢e pod utjecajem procesa maceracije ili
dodataka egzogenih enzima (Reynolds i sur., 1993; Cabaroglu i sur., 1997; Selli i sur.,
2006b; Peinado i sur., 2004; Rocha i sur., 2005; Cabrita i sur., 2006; Vilanova i Sieiro,
2006; Sanchez Palomo i sur., 2006; Rodriguez Bencomo i sur., 2008).

Terpeni mogu postojati kao ugljikovodici, aldehidi, alkoholi, polioli i glikozidi. Zajednicka
karakteristika im je struktura - ugljikovi kosturi koji se mogu podijeliti u izo-Cs jedinice
(izoprenske jedinice). Postoji nekoliko podgrupa terpena, a klasificirani su na temelju
izoprenskog pravila prema broju izoprenskih jedinica u molekuli (npr. monoterpeni (CsHg)2,
seskviterpeni (CsHg)s, diterpeni (CsHs)s). U grozdu, (Vitis vinifera L.) otkrivena je podgrupa
terpenoida, monoterpeni, odgovorna za cvjetne arome muskatnih kultivara, kao i mirise
aromati¢nih kultivara (Traminac, Rajnski rizling, Silvanac zeleni, Rizvanac itd.), (Rapp i
Mandery, 1986).

Najveci doprinos primarnoj aromi vina daju monoterpeni koji se u vinu najvecim dijelom
nalaze u slobodnom (hlapivom) obliku vinu, a u grozdu se nalaze i u slobodnom i u
vezanom glikozidnom obliku (potecijalno hlapivi terpeni, vezani terpeni). Vezani terpeni
predstavljaju ,aromatsku rezervu® jer se njihovom hidrolizom glikozidne veze oslobadaju

slobodni oblici monoterpena koji kao takvi direktno utje€u na aromu vina (Karoglan, 2008).

Monoterpeni imaju izrazito vazan doprinos u aromi bijelih vina muskatnih sorti, ali i ostalih
aromatskoh sorti (Ribéreau-Gayon i sur., 1975.; Rapp 1988.; Mateo i Jimenez, 2000), dok
se u manje aromatskim i nearomatskim sortama slobodni monoterpeni pojavljuju u
znacajno manjim koncentracijama (Dimitriadis i Williams, 1984.; Glnata i sur., 1985.;

Razungles i sur.,1993).

Prema koncentraciji monoterpena kultivari grozda mogu se klasificirati u tri skupine
(Margalit, 1997) i to muskatni kultivari sa visokom koncentracijom monoterpena u grozdu

(2-3 mg/L), kultivari slicni musSkatnim (Rajnski rizling, Silvanac, Traminac mirisavi,
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Rizvanac i druge sorte) sa niskim sadrzajem monoterpena (0.1 -0.3 mg/L) i nemuskatni

kultivari koje imaju vrlo nisku ili nemjerljivu koncentraciju monoterpena.

Monoterpeni se javljaju u obliku jednostavnih ugljikovodika (limonen, mircen), aldehida
(linalal, geranial), alkohola (linalol, geraniol, citronelol, o—terpineol), kiselina ili estera
(Mateo i Jimenez., 2000). Do danas u grozdu i vinu identificirano je oko 70 monoterpena,
koji su nosioci cvjetnih aroma, s naglaskom na miris ruze, a najvazniji predstavnici su

linalol, nerol, geraniol, citronelol i a-terpineol (Camara i sur., 2007; Jackson, 2014).

Mirisni pragovi monoterpena su prili€¢no niski i kreéu se na razini od najvise nekoliko
stotina mg/L. Zasebno gledano, najmirisniji su citronelol i linalol, iako je sveukupno

aromatic¢no djelovanje monoterpena sinergisti¢ko (Ribéreau-Gayon i sur., 2006b).

Terpeni imaju vaznu ulogu u tvorbi arome muskatnih kultivara, kao npr. Muskatu
aleksandrijskom bijelom, Muskatu fontiganu, Muskatu ottonelu te MuSkatu d'Alsaceu, Sto
mozZemo i zaklju€iti obzirom da su koncentracije mnoterpena u tim vinima daleko iznad
olfaktornog praga detekcije (Ribéreau-Gayon i sur., 2006a). Osim kod muskatnih
kultivara, takoder su vrlo bitha aromatska komponenta u kultivarima sli¢nima muskatu,
kao Sto su Traminac, Pinot sivi, Rajnski rizling, Rizvanac i drugi, te takoder daju muskatnu

notu mirisu vina poput Albarina, Viogniera te Muscadellea (Ribéreau-Gayon i sur., 2006b).

Senzorni pragovi detekcije za nerol (400 ug/L) i a- terpineol (400 ug/L) su mnogo vedi
nego za geraniol (30 pg/L, 130 pg/L), linalol (25 pg/L, 50 pg/L) citronelol (18 ug/L). Oksidi
linalola imaju prag detekcije pri 3000-5000 ug/L.

Aroma vaznijih terpena se uglavnom opisuje kao cvjetna - ruza (geraniol, nerol),
korijander i citrusi (linalol), kamfor (oksidi linalola), zeleno (oksidi nerola) i biljna (Simpson,
1979; Guth, 1997). lako se kao najaromatiCniji terpeni navode linalol i citronelol (miris
cvijece), poznat je sinergisticki u€inak terpena na senzorna svojstva vina (Tamborra,
1992; Sanchez Palomo i sur., 2006; Selli i sur., 2006b, Guth, 1997). Istrazivanjima je
dokazana korelacija visokog sadrZaja linaloola i a-terpineola s cvjetnim opisom mirisa vina

(Gonzélez Alvarez i sur., 2011; Sanchez Palomo i sur., 2012).

Koncentracija monoterpena u grozdu ovisi o kultivaru, zdravstvenom stanju grozda,
stupnju zrelosti, tlu, klimatskim uvjetima i ampelotehni¢kim zahvatima (Wilson i sur., 1984;
Koblet i sur., 1994; Di Stefano i sur., 1995). Potvrden je i utjecaj tehnoloSkih postupaka

poput maceracije, upotrebe bentonita, ne-Saccharomyces kvasaca i pektolitickih enzima
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(Tamborra, 1992; Selli i sur, 2006b; Radeka i sur. 2005; Sanchez Palomo i sur., 2006;
Selli i sur., 2006a).

Jednom kada proces proizvodnje vina zapo¢ne, monoterpenski spojevi prolaze razliCite
vrste reakcija. U groZzdu su reakcije monoterpena i njihove transformacije enzimatski
potaknute. Mateo i Jimenez (2000) su utvrdili da putevi transformacije monoterpena u
mostu i vinu uklju€uju kiselinsku i enzimatski kataliziranu hidrolizu, izomeraciju i ciklizaciju.
Kiselinska, odnosno kemijska hidroliza vezanih glikozida ovisi o pH medija. Dokazano je
da pri pH 3 nastaje najviSe linalola, nerola i geraniola (Williams i sur., 1981). Enzimska,
odnosno biokemijska hidroliza, protje€e u dvije faze. U prvoj fazi enzimi glikozidaze
odvajaju Secerni dio, dok u drugoj fazi 3- glukozidaza odcjepljuje aromatski slobodni,

hlapivi monoterpeni (Mateo i Jimenez, 2000).

Navedene reakcije uz djelovanje kvasaca se odvijaju tijekom maceracije i alkoholne
fermentacije (Tamborra, 1992; Delcroix i sur., 1994), a enzimi glikozidaze koje sudjeluju

dolaze iz grozda, kvasaca ili komercijalnih preparata (egzogene (- glukozidaze).

Tablica 1: Masene koncentracije slobodnih terpena (ug/L) u aromatiénim i nearomati¢nim

bijelim vinima proizvedenim u razli¢itim zemljama

TERPEN Turska Spanjolska Spanjolska Spanjolska
(n=9) (n=6) (n=6) (n=6)

Linalol 21.85-48.67 179-171 11.8-13.8 81-236 15.4-54.7

Citronelol 49-58 n.d. n.d.-12 7.3-13.2

Geraniol 14.97-30.75 161-256 12.4-13.2 7-62 28.6-110

Nerol n.d. n.d.-17 115-210

Radeka i sur., Selli i sur.,, Palomo i sur., Masa i Vilanova, Palomo i sur.,

2006a. 2007. 2008 2006.

n = broj uzoraka; n.d. = nije detektirano
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Tablica 2: Monoterpeni u vinu, njihove koncentracije, pragovi detekcije, te mirisni opisi (prema
Francis i Newton (2005), Ribéreau-Gayon i sur. (2006b))

Koncentracija u vinu Prag detekcije Opis mirisa
TERPEN (ugiL) (uglL)
Cis — ruzin oksid 3-21 0.2 Travnat, li¢i, ruza
Citronelol tragovi — 12 18 Citrusi
Geraniol 0.91 - 506 30, 130 Ruza
ho - Trienol tragovi - 127 110 Lipa
Linalol 1.7-473 25.2,50 Ruza
Nerol 4-135 400 Ruza
a - Terpineol 3-87 400 Ljilljan

2.2.2. Norizoprenoidi

Osim monoterpena veliki utjecaj na aromu grozda i vina imaju i norizoprenoidi (Strauss i
sur., 1987., Winterhalter i sur., 1990a, Marais i sur., 1992.; Schneider i sur., 2001). Razlog

tome je njihov jako niski prag detekcije.

Norizenoprenoidi nastaju iz karotenoida i zna¢ajno doprinose aromi vina (Baumes i sur.,
2002; Winterhalter i Rouseff, 2002; Winterhalter i Ebeler, 2013). Gradeni su od ugljikova
prstena, a medusobno se razlikuju po mjestu na koje se veze funkcionalna kisikova
skupina. Postoje strukture bez kisikove skupine, kao i one u kojima se kisik veze na 7C
mjestu (damaskenon) ili 9C mjestu (ionon) (Winterhalter i Rouseff, 2002). Norizoprenoidi
su prisutni u grozdu mnogih kultivara, ali ih najviSe ipak ima u grozdu aromati¢nih kultivara
(Strauss i sur., 1987; Winterhalter i sur., 1990a; Marais i sur., 1992; Schneider i sur.,
2001). NajviSe istrazivanja je usmjereno u istrazivanje C13-norizenoprenoida, koji su
najprisutniji u grozdu (Williams i sur.,1992). Ovi spojevi igraju znacajnu ulogu u aromi
kultivara poput Sémillona, Sauvignona bijelog, Chardonnaya, Merlota, Syraha, Cabernet
sauvignona (Razungles i sur., 1993; Sefton i sur., 1993., 1994., 1996; Sefton 1998).

Buduc¢i da norizenoprenoidi nastaju iz karotenoida, prisutnost karotenoida u grozdu je
odluCuju¢i €imbenik u njihovu nastanku. U grozdu, karotenoidi i ksantofili nastaju u
kloroplastima (Baumes i sur., 2002). Tijekom dozrijevanja grozda, a promjenom boje liS¢a,

kloroplasti se razgraduju (Hardie i sur., 1996), a s njima opada razina Kklorofila i
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karotenoida (Razungles i sur., 1988; 1993). Karotenoidi se nakupljaju u koZici bobice
neposredno pred Saru (Razungles i sur., 1988; Guedes de Pinho i sur., 2001). Put
nastanaka norizenoprenoida iz karotenoida otkriven je tek prije desetak godina (Mathieu i
sur., 2005).

Samo je nekoliko slobodnih norizoprenoida pronadeno u groZzdu dok se veéina nalazi
glikozidno vezan, pa time i nehlapiva (bez mirisa) sve dok nisu oslobodeni enzimatski ili
hidrolizom. Ketonski oblici norizenoprenoida su izdvojena grupa aromatskih spojeva
mednih i cvjetnih mirisa, ovisno o koncentraciji (Skouroumounis i Sefton, 2002; Sefton i
sur., 2011). Najznacajniji spojevi su B-ionon (mirisni prag detekcije u vinu je 0,09 p/l;
Kotseridis i sur., 1999) i B-damaskenon (mirisni prag detekcije u 10% etanolu je 0,05 p/l;
Gith, 1997).

B — damaskenon je kljuéni mirisni sastojak u mnogim voc¢nim vrstama, ukljuéujuci i grozde,
a osim u vinu vazna je komponenta mirisa i kod pive i kave. Njegov miris opisuje se kao

vocno — cvjetni , medni i miris pirjane jabuke.

B — ionon je takoder vazan sastojak arome u mnogim voénim vrstama, a njegov miris se

opisuje kao sladak ili kao miris ljubicice.

U grupu znacajnih norizoprenoida u vinu pripada i 1,1,6-trimetil-1,2-dihidronaftalen (TDN)
koji je povezan sa kerozinskim mirisom dozrelih vina od kultivara Rajnski rizling (Simpson
1979; Winterhalter i sur., 1990b), te E-1-(2,3,6-trimetilfenil) buta-1,3-dien (TPB) koji se pak
povezuje sa cvjetnim, geranium i duhanskim mirisnim karakterom dozrelih vina (Janusz i
sur., 2003; Cox i sur., 2005).

B — damaskenon i 3 — ionon pronadeni su u grozdu u koncentracijama iznad praga
detekcije i zato se smatraju vaznim sastavnicama cvjetnih aroma kod mnogih kultivara
vinove loze (Gomez — Miguez i sur., 2007). Za B — damaskenon se smatra da iako se u
nekom vinu nalazi ispod praga detekcije jo$ uvijek doprinosi voc¢noj aromi mijenjajuci prag

detekcije drugih komponeneta arome (Pineau i sur., 2007).

Linsenmeier i Lohnertz (2007) navode da je B — damaskenon, kao poZeljan aromatski spoj
u vinu, pokazao tedenciju opadanja s nedostatkom duSika. Autori navedenog rada
upucuju na Cinjenicu se se treba pretpostaviti kako dusi¢na gnojidba ima utjecaj na profil

aroma kod pojedinog kultivara.
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Tablica 3: Norizoprenoidi u vinu, njihove koncentracije, pragovi detekcije, te mirisni opisi u

vinu prema Francis i Newton (2005), Ribéreau — Gayon i sur. (2006b)

Koncentracija u vinu Prag detekcije Opis mirisa
C13 -NORIZOPRENOIDI
(ug/L) (ng/L)
3— damaskenon tragovi — 11.9 0.05 Jabuka, ruza, med
- ionon 0.032-1.95 0.09 Ljubicica, kupina
Vitispiran 20 -320 800 Krizantema, voce
TDN 1-59 20 Petrolej, kerozin

TDN- 1,1,6-trimetil-1,2-dihidronaftalen

2.2.3. Fermentacijske (sekundarne) arome vina

2.2.3.1.  Visi alkoholi

Alkohole s viSe od dva atoma ugljika nazivamo visi alkoholi koji nastaju tijekom alkoholne
fermentacije i uz estere su glavni nosioci sekundarne arome vina. Na koncentraciju visih
alkohola u velikoj mjeri utjeCe rod, vrsta i soj kvasaca. Fizikalna svojstva i metabolizam
vidih alkohola obradili su jo§ 1963. godine Webb i Ingraham ukazavs$i na Cinjenicu da je
biosinteza vi8ih alkohola normalna karakteristika svih kvasaca. Uloga kvasaca u njihovoj
biosintezi to je zna€ajnija obzirom da svaki vi8i alkohol zasebno, kvalitativno i kvantitativho

doprinosi specificnosti arome pojedinog vina.

Vis8i alkoholi su gotovo uvijek prisutni u vinu i mogu pozitivno utjecati na miris
nearomati¢nih kultivara. Naj¢esce se izdvajaju 1-heksanol sa senzornim pragom detekcije
pri 1300 ug/Li cis-3-heksen-1-ol sa senzornim pragom detekcije pri 400 pg/L (Guth, 1997;
Moyano i sur., 2009). Ostali potencijalno znacajni visi alkoholi iz grozda koji ostaju i nakon
fermentacije su 2-etil-1-heksanol, benzilni alkohol, 2-feniletanol (Cabaroglu i sur., 1997;
Jackson, 2014), dok 3-oktanol i 1-okten-3-ol potjeCu iz grozda koje je zarazeno
plemenitom plijesni (Botrytis cinerea.) (Rapp i Gintert, 1986). Kvantitativno su
najznacajniji alifatski visi alkoholi 1-propanol (miris zrelog voca), izobutilni alkohol, amilni
alkohol i izoamilni alkohol (miris otapala) te aromatski alkohol 2-fenil etanol (miris cvijeca,
ruza) (Jackson, 2014). Ostali viSi alkoholi mogu nastati od aldehida iz grozda,

enzimatskom redukcijom aminokiselina ili putem sinteze iz ugljikohidrata.
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Na sintezu visih alkohola tijekom fermentacije znac¢ajno utjeCu tehnoloSki postupci poput
temperature fermentacije, izbor soja kvasaca, koli¢ina kisika, pH, bistroéa moSsta i
dostupnost dusi¢nih spojeva za kvasce (Rankine, 1967; Sponholz, 1988). Kompozicija
aminokiselina u mostu je od velikog znacaja jer te tvari predstavljaju vazan izvor

slobodnog dusika, te sudjeluju kao prekursori tijekom sinteze produkata fermentacije.

Metabolizam duSi¢énih spojeva utjeCe na formiranje pojedinih spojeva koji znacajno utjecu
na senzorna svojstva vina. Veliki je broj radova koji se bavio utjecajem dusika na aktivnost
kvasaca te formiranje viSih alkohola, te svi oni potvrduju vezu i ovisnost ukupnog sadrzaja

viSih alkohola o koncentraciji i tipu aminokiselina u vinu.

Visi se alkoholi mogu formirati metabolizmom kvasaca preko dva razli€ita mehanizma:
Kataboli¢ki put nastajanja iz aminokiselina prisutnih u mediju odvija se Ehrlichovim
mehanizmom (Ehrlich, 1907).

Anaboli¢ki put nastajanja viSih alkohola iz ugljikohidrata polazi od piruvata i acetil-CoA kao
prekursora (MacDonald, 1984).

Kod oba mehanizma krajni korak je dekarboksilacija ketokiselina, te njihova redukcija.
Bidan (1975) je utvrdio da 25% viSih alkohola u vinu nastaje razgradnjom Secera
(anaboli¢ki), a ostatak nastaje degradacijom aminokiselina prisutnih u mediju (katabolicki).
Ough i Bell (1980) i Castino (1988) se slazu da u mostu nema dovoljno aminokiselina koje
bi bile dovoljne za formiranje viSih alkohola tijekom fermentacije. Mehanizam sinteze
masnih kiselina je mnogo aktivniji u medijima koji su bogatiji sa aminokiselinama gdje
kvasci ne moraju zapocinjati sintezu tih spojeva. Vina proizvedena iz takvih mosteva imaju

radi toga nizi udio viSih alkohola (Rapp i Versini, 1996).

Razli¢iti autori utvrdili su da su kvasci u stanju sami sintetizirati sve potrebne
aminokiseline polazeéi od amonijacnog duSika. U sluaju kada je on glavni izvor dusSika
srednje vrijednosti formiranih viSih alkohola vrlo su niske (60 mg/L). Medutim kada
kvascevoj stanici na raspolaganju stoji samo dusik iz aminokiselina dolazi do znac¢ajnog
povecanja koli¢ina nastalih viSih alkohola (od 300 do 600 mg/L). Razlog tome je Sto
nedostatkom amonijaka kvasci nadomjesStaju taj manjak slobodnog duSika putem
deaminacije i transaminacije pri ¢emu ostavljaju neiskoristene ugljikove kosture koje

prevode u viSe alkohole (Montedoro i sur., 1987).
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JoS 1967. godine Rankine je ispitivao nekoliko sojeva Saccharomyces cerevisiae i
epifitnu mikrofloru kvasaca u odnosu na njihove moguénosti u formiranju visih alkohola. U
sluc¢aju Cistih kultura uoCena je signifikantna razlika u proizvedenim koli¢inama pojedinih

viSih alkohola.

U nizim koncentracijama viSi alkoholi doprinose kompleksnosti arome u vinu, no
odgovorni su i za nepozeljne mirise kada su prisutni u vinu u veéim koncentracijama.
(Romano i sur., 2003; Bell i Henschke, 2005; Swiegers i sur., 2005; Mendes-Ferreira i
sur., 2009).

Koncentracija viSih alkohola u bijelim vinima rijetko prelazi 300 mg/L, Sto se smatra
granicom do koje i doprinose kompleksnosti arome (Usseglio Tomasset, 1975; Jackson,
2014). Rapp i Mandery (1986) su pomaknuli taj prag na 400 mg/L. Organolepticki utjecaj
ograni€en je njihovim uobi€ajenim sadrZzajem u vinu, no on ovisi i od sveukupnog
aromatskog intenziteta vina. Ukupan sadrzaj viSih alkohola trebao bi biti Sto nizi jer

generalno gledajuci imaju lo§ miris s izuzetkom 2-fenil etanola.

Visi alkoholi imaju i indirektnu ulogu u razvoju arome starenja vina. Tijekom alkoholne
fermentacije sudjeluju u enzimatskim, a tijekom starenja vina u neenzimatskim reakcijama
u kojima nastaju esteri (Rapp i Guntert, 1986). Benzilni alkohol i 2-fenil etanol djeluju
pozitivno na aromu vina, posebno kod neutralnih kultivara (Selli i sur., 2006b; Tamborra i
sur., 2004; Selli i sur., 2006a). 2-fenil etanol nastaje pod utjecajem kvasaca tijekom
fermentacije i u ve¢im koncentracijama daje miris po ruZzama, dok se koncentracija
benzilnog alkohola povecava pod utjecajem egzogenih enzima pri Cemu daje cvjetne
arome vinu (Cabaroglu i sur., 1997; Tamborra i sur., 2004; Selli i sur., 2006a; Sanchez
Palomo, 2006).

Manji udio u skupini viSih alkohola predstavljaju C6 alkoholi — heksanoli i heksenoli koji
tijekom fermentacije nastaju redukcijom C6 aldehida u alkohole (Lilly i sur., 2006). C6
alkoholi nastaju takoder u grozdu od dugolan€anih masnih kiselina, a koli¢ina im se
povecava tijekom dozrijevanja grozda, prilikom mehaniCke obrade grozda i maceracije
prije fermentacije (Baumes i sur., 1989). Dio C6 alkohola nalazi se u glikozidnoj vezanoj
formi, no te su koliCine najceSce toliko male da se ne oCekuje porast koncentracije
slobodnog oblika djelovanjem glikozidnih enzima (Calleja i Falqué, 2005: Lilly i sur.,
2006).
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Tablica 4. Masene koncentracije visih alkohola (mg/L) u bijelim vinima iz razli¢itih zemalja

VISI Hrvatska Turska Spanjolska ltalija Spanjolska

ALKOHOLI  (n=9) (n=12) (n=6) (n=6) (n=6)

1-Heksanol 1.04-1.20 0.23-0.38 0.018-0.039

Izobutanol 30.1-57.75 9.55-13.92 12.8-23.2

1-Butanol n.d.-2.11 0.07-0.38 n.d-1.2

1-Propanol 37.74-48.22 16.5-18.1 17.89-69.18

Izoamilni 190.7-292.0 74.74-143.54 199.95-328.59

alkohol

2-feniletanol 14.89-64.92 4.7-5.4 0.14-0.21 28.74-95.42
Ivi€ i sur. , Selli i sur., Palomo i sur., Estii Tamborra, Masa i Vilanova,
2009. 2006b. 2007. 2006. 2008.

n = broj uzoraka; n.d. = nije detektirano

2.2.3.2. Esteri

Esteri su vrlo vazni aromatski spojevi vina koji nastaju kao produkti kondenzacije
organskih kiselina i alkohola (alifatski esteri) ili fenola (fenolni esteri). Identificirano je visSe
od 160 estera od kojih se vecina javlja tek u tragovima, dok samo nekoliko ¢escih dolazi
pri ili iznad praga senzorne detekcije. Medu alifatske estere ubrajamo acetatne i etilne
estere (Jackson, 2014).

Esteri su vazni u formiranju arome nearomati¢nih kultivara, a voéni karakter pojedinih
estera je znaCajan za aromu mladih bijelih vina (Marais i Pool, 1980; Ferreira i sur., 1995).
Alifatski esteri su vazni za V.vinifera kultivare, dok su fenolni esteri viSe vezani uz nekoliko
V. labrusca kultivara, pogotovo Concord. Najznacajniji medu njima, zbog svoje

koncentracije i ,foxy“ mirisa je metil-antranilat (Rapp i Versini, 1996).

Medu alifatskim esterima posebno su znacajni etilni esteri, ugodne voéne arome, koje
stvaraju etanol i nezasi¢ene masne ili organske kiseline (Jackson, 2014). Glavni
predstavnici su etil heksanoat, etil oktanoat i etil dekanoat (Ferreira i sur., 1995; Boulton i
sur., 2009). Etil butirat mirisom podsjeCa na ananas, a etil heksanoat na koru jabuke
(Jackson, 2014). Aroma etilnih estera se mijenja s pove¢anjem duljine lanca, od voéne

preko sapunaste do mirisa masti koja viSe nije pozZeljna u aromi vina (Jackson, 2014).
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Acetatni esteri poput etil acetata, izoamil acetata, izobutil acetata, 2-feniletil acetata i
heksil acetata nastaju reakcijom izmedu octene kiseline i visih alkohola (Ferreira i sur.,
1995; Boulton i sur., 2009; Jackson, 2014). Izoamil acetat posjeduje miris banane, a
benzil acetat miris jabuke (Jackson, 2014) pa ih i nazivaju voéni esteri. Zajedno s etilnim
esterima iskazuju pozitivan sinergisticki u€inak na miris vina (Ferreira i sur., 2010). Voc¢ni
esteri se tijekom dozrijevanja vina hidroliziraju na vide alkohole i octenu kiselinu, ¢emu
pridonosi visa temperatura i nizi pH vina. Esteri s duljim lancima su stabilniji i stvaraju se
tijekom cijelog procesa dozrijevanja (Ramey i Ough, 1980). 2-feniletil acetat i izoamil

acetat dodatno se hidroliziraju dodatkom egzogenih enzima (Tamborra i sur., 2004).

Esteri se sintetiziraju u grozdu, ali u koncentracijama koje nisu senzorno znalajne za
razliku od vecine koju stvaraju kvasci tijekom alkoholne fermentacije i zbog cega estere i
smatramo dijelom fermentacijske arome vina. Pri kraju fermentacije voéni esteri dosezu
maksimalnu koncentraciju, nakon koje nastupa hidroliza, dok sinteza etilnih estera tek
pocinje (Jackson, 2014). Na nastanak estera tijekom fermentacije utje€u brojni ¢imbenici,
pa izborom primjerene tehnologije mozemo potaknuti njihovu sintezu. Bistrenje mosta,
manje koncentracije SO, optimalne koncentracije dusi¢nih spojeva i odsutnost kisika
tijekom fermentacije pozitivno djeluju na sintezu i nakupljanje estera (Boulton i sur., 2009;
Jackson, 2014). Niske temperature fermentacije (~10 °C) poti€u sintezu vocnih estera
poput izoamil, izobutil i heksil acetata, dok vide temperature (15-20 °C) poticu estere vece
molekularne mase, poput etil oktanoata i etil dekanoata (Killian i Ough, 1979; Molina i
sur., 2007). Vise temperature ograni€avaju nakupljanje estera zbog ubrzavanja hidrolize.
Kvasci se razlikuju po sposobnosti proizvodnje estera, unutar i izmedu vrsta (Houtman i
Du Plessis 1986; Antonelli i sur., 1999; Rojas i sur., 2001; Plata i sur., 2003; Miller i sur.,
2007; Swiegers i sur.,, 2009). Ne-Saccharomyces vrste kvasaca proizvode vece
koncentracije etil acetata i zbog toga je njihova upotreba kao kljuénih kvasaca u vinarstvu
ograni¢ena, osim u kofermentaciji sa Saccharomyces cerevisiae sojevima (Moreno-
Arribas i Polo, 2009). Pojedini sojevi takoder variraju s obzirom na profil i koncentraciju
stvorenih acetatnih i etilnih estera koji doprinose senzorno znacajnim razlikama izmedu

mladih vina, koje mogu trajati i do dvije godine (Dumont i Dulau, 1997).

Etil acetat je najproucavaniji ester nastao kondenzacijom octene kiseline i etanola.
Njegove koncentracije u zdravom vinu su uglavnom ispod 50-100 mg/L. Pri
koncentracijama manjim od 50 mg/L on doprinosi kompleksnosti mirisa, dok iznad 150
mg/L daje negativne arome koje podsjecéaju na lak za nokte, ljepilo i ocat (Ough i Amerine,
1980; Amerine i Roessler, 1983). Nepozeljne koncentracije etil acetata su obi¢no vezane

uz prisutnost octenih bakterija Acetobacter i Gluconobacter u grozdu, mostu i vinu
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(Ribéreau-Gayon i sur., 2006a; Jackson, 2014). Spomenute bakterije direktno sintetiziraju
etil acetat i octenu kiselinu koja u neenzimatskim reakcijama s etanolom opet formira etil
acetat. Etil acetat moze ozbiljno narusiti miris vina, mnogo prije nego koncentracija octene

kiseline u vinu prouzroci octikavost.

Formiranje estera smanjeno je kod mosteva sa malim sadrZzajem aminokiselina koji su
glavni prekursori u formiranju estera. Veza izmedu estera i sadrzaja aminokiselina
uglavnom je vezana uz sadrzaj arginina, glutamata i glutamina posto one &ine najvecu

frakciju aminokiselina koje kvasci koriste u fermentaciji (Thurston i sur., 1981).

Tablica 5: Masene koncentracije estera (mg/L) u bijelim vinima proizvedenim u razli€itim

zemljama
ESTERI Turska Spanjolska Turska Spanjolska
(n=3) (n=6) (n=9) (n=6)
Etil acetat 14.4-27.7 54.41-61.11
Izoamil acetat 1.25-2.14 2.63-3.66 0.64-1.80 0.14-0.27
Heksil acetat 0.03-0.07 0.02-0.04 n.d.-0.27
2-Feniletil acetat 1.56-1.93 0.02-0.04
Etil butirat 0.17-4.82
Etil heksanoat 0.83-0.97 0.35-0.66 0.25-0.63 0.28-1.13
Etil oktanoat 0.67-0.77 0.35-0.80 0.3-1.84
Etil dekanoat 0.31-0.33 0.18-0.26 0.13-0.74 0.09-2.21
Etil dodekanoat 0.003-0.093
Selli i sur., Palomo i sur., Selli i sur., Masa i Vilanova,
2006a. 2007. 2006b. 2008

n = broj uzoraka; n.d. = nije detektirano

2.2.3.3.  Vaznost aromatskih spojeva u postupku klonske selekcije
Istrazivanje aromatskog profila vina dobivenog od grozda klonskih kandidata bitan je
korak u postupku klonske selekcije kao jedno od mogucih postupaka daljnje kvalitativne

diferencijacije izdvojenih klonskih kandidata.

lako su aromatski spojevi grozda i moSta prekursori sortnih aroma u vinu, standardne
metode klonske selekcije ne ukljuCuju njihovu preciznu determinaciju ve¢ se pri njihovom
definiranju koristi uglavnom organolepticka ocjena vina proizvedenih mikrovinifikacijom
(Rusjan i sur., 2009).
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Karakteristicha aroma vina odredenog kultivara pripisuje se aromatskim spojevima u
njezinom grozdu koji tijekom procesa fermentacije prelaze u vino. Vaznost aromatskih
spojeva mosta i vina prvi put je prepoznata prije gotovo Cetiri desetlje¢a (Cordonnier i
Bayobov, 1974).

Neki autori su temeljem aromatskih spojeva prepoznavali kultivare (Rosillo i sur., 1999)
Sto je znacajno doprinijelo identifikaciji mirisa tih aktivnih spojeva. No, miris kao sortna
prepoznatljivost ne ovisi o jednom ili dva spoja, ve¢ o mirisnoj kombinaciji svih

zastupljenih aromatskih spojeva u grozdu odnosno vinu (Robinson, 2011).

Do sada je objavljeno vrlo malo radova vezano za analizu aromatskih spojeva klonskih
kandidata uklju¢enih u postupak klonske selekcije jer dosadasnji hodogram klonske
selekcije ne obvezuje analiziranje aromatskih spojeva grozda ili vina. Vrlo je malo
objavljenih rezultata o aromatskim spojevima u grozdu ili mostu za razliku od aromatskih
spojava u vinu. Jedan od razloga je Cinjenica da je nefermentirani most vrlo nestabilan
medij za kromatografsku analizu za razliku od vina koji je stabilniji medij, te je kao takav
jednostavniji za provodenje analiza metodom plinske kromatografije. Monoterpeni tako
imaju veliki utjecaj na karakter mirisa vina te je dokazana korelacija visokog sadrzaja
linalola i a-terpineola s cvjetnim opisom mirisa vina (Presa — Owens i Noble, 1997.; Lee i
Noble, 2003.; Campo i sur., 2006.; Lee i Noble, 2006.; Komes i sur., 2006.; Botelho,
2008.; Skinkis i sur., 2008.; Gonzalez Alvarez i sur., 2011.; Garcia — Carpintero i sur.,
2011; Sanchez — Paloma i sur., 2012).

U Republici Hrvatskoj zakonske obveze klonske selekcije pri registriranju novih klonova
zavrSavaju mikrovinifikacijom njihovog grozda kroz dvije berbe, a rezultati se prikazuju uz
standardni opis klonova (Anonymous 3), te nije potrebno provoditi analize aromatskog
profila klonskih kandidata. Pojedini autori govore o vaznosti aromatskog profila u provedbi
klonske selekcije, ali u pravilu se govori 0 analizama u vinu, a ne u grozdu (mostu). Tako
Jackson (2014) spominje vaznost aromatskog spoja 2-metoksi-3-isobutilpirazin u klonskoj
selekciji kultivara Cabarnet Sauvignon kao karakteristicnog spoja primarne arome u vinu,
dok Boidron (1995) u svom radu navodi dva klona kultivara Chardonnay (klon 77 i klon
809) ¢ija vina imaju izraZeniju muskatnu aromu u odnosu na druge istrazivane klonove te
prepoznaje to kao pozitivhu i poZeljnu karakteristiku klona.

Schoeffling i Faas (1990) medu prvima provode istrazivanje o znacaju aromatskog profila
u postupku klonske selekciji na klonovima Cetiriju kultivara: Kerner, Traminac crveni,
Rizvanac i GraSevina. ProucCavali su utjecaj sadrzaja Seéera (°Oe) na aromatski profil

vina, te su utvrdili da se sadrzaj Se¢era ne moze koristiti kao jedino svojstvo kvalitete
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klonskih kandidata u postupku klonske selekcije jer sadrzaj Secera nije dovoljan podatak o
kvaliteti grozda. Zaklju€ili su da je potrebno provesti senzornu analizu vina, te istiCu da bi
krajnja faza klonske selekcije trebala obuhvatiti vinifikaciju klonova (dvije godine
zaredom), te da se temeljem rezultata senzorne analize vina zajedno sa rezultatima
istrazivanja uobiCajenih svojstava u klonskoj selekciji donese konaCan sud o kvaliteti

klona, odnosno klonskog kandidata.

Versini i sur. (1990) u svom istrazivanju navode da je za usporedbu kakvoée grozda
klonskih kandidata analitickim metodama potrebno proucavati one aromatske spojeve na
Ciji sadrzaj u grozdu najmanje utjeCe okolina (u odnosu na ostale aromatske spojeve), a to
su monoterpeni te utvrduje razlike izmedu klonova kultivara Chardonnay, ali ne i razlike

izmedu klonova Rajnskog rizlinga.

Marais i Rapp (1991) istrazujuci utjecaj koncentracije slobodnih i vezanih terpenskih
spojeva na meduklonsku razli€itost 15 klonova kultivara Rajnski rizling utvrduju da ne
postoji statistiCki zna€ajna razlika izmedu klonova, ali izdvajaju dva klona koji imaju veci
potencijal sinteze terpena od ostalih istrazivanih klonova. Kod aromati¢nog kutivara
Traminac mirisavi u istom istrazivanju dokazuju da je moguce opravdano razlikovati
klonove na temelju koncentracije terpena te isto tako da neki klonovi kutivara Traminac

crveni imaju veci potencijal u proizvodnji vina bogatih aromom.

Reynolds i sur. (2004) takoder istiCu vaznost aromatskog profila u klonskoj selekciji, te
provode istraZzivanje na vinima klonova Chardonay i Pinot crni u podru¢ju suSne
kontinentalne klime uz navodnjavanje, te preporucuju uzgoj klonova 76, 95 i 96 jer se
senzorno izdvajaju od ostalih klonova kultivara Chardonnay. Istovremeno ne preporucuju
uzgoj klona Prosser zbog nepozeljnih vegetativnih aroma po kojima se uz visoku ukupnu

kiselost razlikuje od ostalih klonova kultivara Chardonnay.

Duchéne i sur., (2009), prou€avajuéi varijabilnost sadrzaja linalola i geraniola u grozdu i
vinu izmedu dvije grupe klonova: aromatskih (Traminac crveni i Sauvignon) i manje
aromatskih (Chardonnay: 76 i 809) potvrduju da klonska varijabilnost uzrokovana
somatskim mutacijama mozZe znaCajno promijeniti aromatski profil grozda tj.

karakteriziraju klonove temeljem njihovog terpenskog sadrzaja u grozdu i vinu.

Belancic i sur., (1997) dokazali su da kod kultivara MuSkat aleksadrijski i MuSkat ruza

djelomiéno zasjenjena zona grozda omogucuje razvoj grozda s karakteristiCnim
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muskatnim profilom aroma s visokim sadrzajem slobodnih terpena, te su utvrdili da je

efekt insolacije potencirao razvoj sadrzaja vezanih terpena.

Veéina zahvata u vinogradu, kao $to su navodnjavanje, gnojidba, odredivanje uzgojnog
oblika, te odrZzavanje lisne mase utjeCu na omjer vegetativnog i reprodukcijskog rasta i to
uglavnom na smanjenje prinosa, a samim time i na kakvocu &to znaci da direktno ili

indirektno zahvati u vinogradu utje€u na aromatski profil grozda.

Moguénost sojeva kvasca da poveéaju geografsku tipizaciju vina ostaje predmet rasprave,
no sigurno je da su specifiCni sojevi korisni za: (i) povecanje voénog karaktera (Torija i
sur., 2003a; Sablayrolles, 2009). (ii) poboljSanje nekih sortnih karakteristika u pojedinim
vinima, (Delcroix i sur., 1994; Murat i sur., 2001a; Swiegers i sur., 2005, 2006, 2007; King
i sur, 2008) (iii) ograniCenje proizvodnje organskih kiselina ili poveéanje proizvodnje
glicerola (Scanes i sur., 1998), (iv) ograni¢enje nezeljenih okusa i mirisa, uklju€ujuéi i onih
koji su produkt sumpora (Rauhut, 1993; Rauhut i sur., 1996, 1997) i hlapljivih fenola
(Shinohara i sur., 2000). Upotreba razliCitih sojeva Saccharomyces u alkoholnoj
fermentaciji rezultirala je vinima sa razlicitim hlapljivim spojevima, razli¢itih koncentracija
estera octene kiseline, i estera etil masnih kiselina, razliCite kompozicije viSih alkohola
(Henick-Kling i sur., 1998; Antonelli i sur., 1999; Heard, 1999; Howell i sur., 2006;
Chomesri, 2008; King i sur., 2008; Swiegers i sur., 2009) kao i hlapljivih tiola (Howell i sur.,
2005; King i sur., 2008; Swiegers i sur., 2009).

2.3. DuSi¢ni spojevi

Medu glavne tvari mosta koje sadrze duSik ubrajamo amonijak, amide, aminokiseline,
peptide, polipeptide, proteine, vitamine i nukleinske kiseline. Prevladavaju amonijak i
aminokiseline (Bisson, 1991).

Aminokiseline kao izvor duSikovih spojeva imaju znacajnu ulogu u provodenju alkoholne
fermentacije. Meduprodukt su i velikog broja aromatskih spojeva vina, ali i nepozeljnih
biogenih amina te etil karbamata (Ribéreau-Gayon i sur., 2006b; Jackson, 2014).

Pored Secera, spojevi duSika su najvaznije nutritivne tvari koje se nalaze u mostu, a koje

kvasci mogu koristiti (Mauricio i sur, 1995; Dharmadhikari, 2001; Torija i sur., 2003b). 10%
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tezine kvasca sastoji se od dusika. Spojevi koji sadrze duSik u mostu igraju vaznu ulogu u

fermentaciji vina, te je dusik vrlo bitan nutrient za rast i metabolizam kvasca.

Tijekom rasta i poveCanja biomase u mostu, Saccharomyces cerevisiae koristi velike
koli€ine slobodnog duSika (Kunkee, 1991). Na samom pocetku alkoholne fermentacije
kvasac koristi dusik iz amonijevih soli za svoj razvoj, nakon ¢ega slijedi usvajanje dusika
iz slobodnih aminokiselina (Moreno-Arribas i Polo, 2009). Medutim, sekundarne
aminokiseline, kao §to su prolini i hidroksiprolin, nisu metabolizirane u standardnim
uvjetima proizvodnje vina (Duteurtre i sur., 1971; Ingledew i sur., 1987). Peptidi male
molekularne mase takoder se mogu koristiti za razliku od proteina iz grozda koji se ne
mogu koristiti kao izvor duSika zato $to kvascu S. cerevisiae nedostaje izvanstani¢na

proteolitska aktivnost.

Pokazatelj opskrblienost mosta dusikom izraZzava se kao ,slobodni a-amino dusik® ili FAN
(free aminonitrogen) (Amerine i Ough, 1980; Spayd i Andersen-Bagge, 1996). FAN
uklju€uje slobodne a-amino kiseline koje kvasac mozZe lako usvoijiti, a to su arginin, serin,
alanin, treonin, a-amino maslac¢na kiselina, asparaginska kiselina (Fugelsang, 1997). FAN
predstavlja dusik iz primarnih aminokiselina, dok sekundarne aminokiseline kao prolin i
hidroksilprolin ne spadaju u tu skupinu (Cooper, 1982; Bell i Henschke, 2005) .

Prethodno opisani FAN zajedno s amonijskim duSikom (NH.*) Cini ,yeast assimilable
nitrogen® ili YAN, a predstavlja ukupni dusik u moStu koji su kvasci sposobni asimilirati
(Spayd i sur., 1995).

Vrijednost FAN-a u moStu ovisne su o vinogradarskom poloZaju, tlu, kultivaru vinove loze,
podlozi, gnojidbi, opskrbljenosti vodom, stupnju zrelosti i mikrobioloSkoj aktivnosti na

grozdu u vrijeme dozrijevanja (Zoecklin i sur., 2001).

Neka su istrazivanja pokazala da ukupni sastav duSika moze varirati od 60 — 2400 mg/L
(Henschke i Jiranek, 1993; Ribéreau-Gayon i sur., 2006b), te da je kvascu potrebno
minimalno 120-140 mg/L duSika (Bely i sur., 1990; Bisson, 1991; Henschke i Jiranek,
1993; Bell i Henschke, 2005). Taillander i sur. (2007) utvrdili su da je razina od 120 mg/L
asimilacijskog dusika nedovoljna za dovrSenje procesa fermentacije. Mot sa asimiliranim
duSikom u sastavu kvasca manjim od 140 mg N/I moze biti veliki problem zbog
neadekvatnog rasta kvasca te slabe aktivnosti fermentacije dok sastav iznad 400 mg N/I
dovodi do povecéanja biomase, rasta kvasca i u€inka fermentacije (Henschke i Jiranek,
1993; Zoecklein i sur., 1999; Bell i Henschke, 2005).
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Prema Kunkeeu (1991), za uspjeSno provodenje alkoholne fermentacije potrebno je
minimalno 140 mg/L asimilacijskog duSika. Prema Jiraneku i sur. (1995b), viSe autora
slaze se da je u moStu potrebna minimalna koliina asimilacijskog dusika od 120 do 140
mg/L (Agenbach, 1977; Bely i sur., 1991).

Da je duSik neophodan kao hrana za kvasce potvrduju istrazivanja o povezanosti rasta
kvasaca i udjela asimilacijskog duSika. Agenbachu (1977) tvrdi da je za maksimalan rast
stanica i pravilan tijek alkoholne fermentacije potrebo 500 mg/L ukupnog duSika. Drugi
istrazivaci (Bisson, 1991) navode da koncentracija od 540 mg/L amonijaka osigurava
maksimalni rast stanica kvasaca. Vilanova i sur. (2007) potvrdili su da je krajnja biomasa

kvasaca ovisila o po¢etnom udjelu asimiliacijskog dusSika.

Taillandier i sur. (2007) ustanovili su da je utjecaj YAN-a na rast biomase kvasaca za
vrijeme fermentacije ovisio 0 soju kvasca. Tako su kod nekih sojeva udio YAN-a i biomasa
kvasaca bili u pozitivnoj korelaciji dok je kod drugih sojeva utjecaj YAN-a na biomasu
kvasaca bio vrlo malen. Za jedan od ispitanih sojeva kvasaca utvrdeno da je za postizanje
maksimalnog rasta biomase kvasaca optimalan udio YAN-a oko 190 mg/L. Kod istog soja,
znatno nize ili viSe vrijednosti YAN-a od navedenog imale su sli€an utjecaj na biomasu

kvasaca.

Prema Garde-Cerdan i Ancin-Azpilicueta (2008), trajanje fermentacije nije se znacajnije
skratilo nakon &to je dodavanjem aminokiselina u most prekora¢ena preporuéena granica

minimalnog udjela asimilacijskog dusika (140 mg N/I).

Barbosa i sur., (2009) utvrdili su da potrebe za ukupnim duSikom u mostu mogu varirati
ovisno o koncentraciji Secera u mostu te soju kvasaca. Agenbach (1977) pak navodi da je
pri udjelu Se¢era u mostu od 200 g/L potrebno 70-190 mg/L slobodnog aminodusika dok
su Ingledew i Kunkee (1985) utvrdili da je kod viSih udjela $ecera potrebno i do gotovo
900 mg/L.

Kod nekih sojeva kvasaca, izvor dusika u mostu utjecao je na brzinu razgradnje Secera pa
je tako prilikom dodavanja DAP-a (diamonij fosfat) u most razgradnja bila brza nego kod
dodavanja aminokiselina (Barbosa i sur., 2009). Suprotno tome, Barbosa i sur. (2009)
navode da su Albers i sur. (1996) ustanovili da je duSik iz aminokiselina povoljnije
djelovao na fermentaciju i rast kvasaca nego dusik iz amonij iona.

Nedostatak dusika u mostu jedan je od glavnih faktora za spreCavanje rasta kvasaca i

loSe razgradnje Secera, te moze rezultirati sporom fermentacijom (Hernandez—Orte i sur.,
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2006a). Dusi¢ni spojevi su vrlo bitni za cijeli proces vinifikacije, ne samo zato $to utje€u na
rast i metabolicku aktivhost kvasca nego i zbog toga Sto utjeCu na formiranje viSih
alkohola, koji utje€u na aromatski profil i kvalitetu vina (Mauricio i sur., 1995; Valero i sur.,
2003). Takoder utjeCu na mikrobioloSku nestabilnost vina, (Bell i Henschke, 2005)
pogotovo bijelog (Dharmadhikari, 2001).

Niska razina spojeva duSika povezana je sa sporom fermentacijom i stani¢nom aktivno$éu
(Bely i sur., 1990). Drugi pak smatraju da je u ovom slucaju problem niska koncentracija
biomase kvas&evih stanica (Bisson, 1991; Cramer i sur., 2002; Ribéreau-Gayon i sur.,
2006a). Ograni¢avanje ukupnog asimiliranog dusika utjeCe na kvasac tako $to smanjuje
razmnozavanje stanica kvasca, te indirektno smanijuje i stopu glikolize (Bely i sur., 1990).
Ove posljedice ovise i 0 izvoru duSika, buduéi da rast na izvorima bogatim dusikom, kao
S§to su amonijak, glutamin i asparagin, doprinosi relativno vecoj stopi rasta nego na

siromasnim izvorima kao $to su prolin i urea (ter Schure i sur., 2000).

Nadalje, brojna istraZivanja o ulozi kvasca u razvoju vinske arome, okusa i punoce sve su
bolje definirane, kao i istraZivanje o utjecaju dusika na metabolizam kvasca (Henschke i
Jiranek, 1993; Rapp i Versini, 1996; Albers i sur., 1996; Bell i Hanschke, 2005;
Hernandez—-Orte i sur., 2005; Swiegers i sur., 2005). Niska koncentracija dusika moze
utjecati na stvarnje sumporovodika (Henschke i Jiranek, 1991; Giudici i Kunkee, 1994;
Jiranek i sur., 1995b; Ugliano i sur., 2009) i ostalih hlapivih sumpornih spojeva (Moreira i
sur., 2002). S druge strane, razgradnja nekih spojeva dusSika doprinosi stvaranju
kancerogenih spojeva, biogenih amina i etil karbamata, koji su Stetni za zdravlje (Monteiro
i sur., 1989; Ough, 1991; Zoecklein i sur., 1999: Bell i Henschke, 2005).

U cilju spre€avanja problemati¢nih fermentacija koje vode ka kvarenju vina, uobi¢ajeno je
dodavanje dusika u most, naj¢eSc¢e u obliku amonijevih soli (Jiranek i sur., 1995b; Arias —
Gil i sur., 2007). Dodatak amonijevih soli u most ima znac€ajan utjecaj na fiziologiju
kvasaca i sintezu metabolita tijekom alkoholne fermentacije. Takoder utje€u na trajanje
alkoholne fermentacije, biomasu kvasaca te stvarnje glicerola, octene kiseline i hlapivih

aromatskih spojeva.
Aminokiseline su uz amonijak, glavni duSicni spojevi koji mogu biti asimilirani od strane

kvasaca (Agenbach, 1977; Jiranek i sur., 1995a; Kunkee, 1991), a samim time i njihova

koncentracija u mostu moze znacajno utjecati na kvalitetu vina.
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Ukupno je izdvojeno 20 najCeSc¢ih aminokiselina pronadenih u grozdu i mostu i one
predstavljaju 28 — 39% ukupnog dusika ovisno radi li se o0 mostu bijeloga ili crnog grozda
(Rapp i Versini, 1996).

Koncentracije aminokiselina u mosStu variraju izmedu 170-4000 mg/L , dok u vinima
variraju izmedu 3-4000 mg/L (Carnevillier i sur., 2000; Ribéreau-Gayon i sur., 2006b;
Boulton i sur., 2009) Sto prvenstveno ovisi o sorti, podlozi, kultivaciji, gnojidbi, roku berbe,
regiji uzgoja, klimatskim priikama, te nacinu prerade grozda. Najzastupljenije
aminokiseline u mostu i vinu su prolin i arginin koje predstavljaju 21% do 55% ukupnog
dusSika (Huang i Ough, 1989; Sponholz, 1991; Gockowiak i Henschke,1992; Spayd i
Andersen—Bagge, 1996; Hernandez—Orte i sur., 1999; Stines i sur., 2000; Soufleros i sur.,
2003; Herbert i sur., 2005; Boulton i sur., 2009), a slijede ih alanin, asparagin,

asparaginska kiselina, glutamat, glutaminska kiselina, serin, treonin.

Nadalje, aminokiselinski profil grozda odredivan je diliem vinogradarsko-vinarskog svijeta
(Huang i Ough, 1991; Kliewer, 1970; Ough i Bell, 1980; Sponholz, 1991), te je
ustanovljeno da njihov sastav varira ovisno o kultivaru i vinogradarskoj regiji. Na osnovu
njihovog sastava Kliewer je (1970) rangirao sorte Vitis vinifere, a Huang i Ough (1991) su
utvrdili da koncentracija pojedinih aminokiselina varira ovisno o proizvodnoj godini. Spayd
i sur. (1995) su ukazali na znakovitu povezanost dusicne gnojidbe i koncentracije

pojedinaénih aminokiselina.

Bouzas-Cid i sur., (2015) istrazivali su aminokiselinski profil kultivara , Godello® i
,Treixadura“ koje se tradicionalno uzgajaju u Galiciji (SZ Spanjolska). Rezultati
dvogodis$njeg istrazivanja pokazuju da je aminokiselinski sastav u tim kultivarima 2012
godine bio veci za razliku od 2013 godine Sto je vjerovatno odraz klimatskih prilika, a to
potvrduju i rezultati trogodiSnjeg istrazivanja aminokiselinskog sastava Spanjolskog
kultivara ,, Verdejo“ (Ortega—Heras i sur., 2014) koji su ukazali na viSe koncentracije

aminokiselina u toplijim i suSnim godinama.
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Tablica 6: Najzastupljenije aminokiseline u grozdu i mostu prema Huang i Ough (1989),
Sponholz (1991), Henschke i Jiranek (1993), Spayd i Andersen-Bagge (1996),
Hernandez-Orte i sur. (1999), Bell i Henschke (2005), Boulton i sur. (2009)

Koncentracija
AMINOKISELINE

(mg/L)
Alanin 10 - 227
Arginin 20 — 2322
Asparagin 1-171
Asparaginska kiselina 10-138
Citrulin 0.1-83
Cistein 1-82
Glutamat 9 - 4499
Glutaminska kiselina 27 — 454
Glicin 1-20
Histidin 5-197
Izoleucin 1-117
Leucin 2-160
Lizin 0.7-45
Metionin 1-33
Ornitin 0.1-27.2
Fenilalanin 2.8-138
Prolin 9 — 2257
Serin 13-330
Treonin 9-284
Triptofan 0.2-11
Tirozin 2- 33
Valin 7-116

Arginin je kvantitativno najvaznija aminokiselina koju kvasac koristi iz grozda (Monteiro i
Bisson, 1992a; Henschke i Jiranek, 1993; Jiranek i sur., 1995a; Stines i sur., 2000; Bell i
Henschke; 2005; Boulton i sur., 2009). Kvasac na pocetku fermentacije vrlo brzo usvaja
arginin, te po zavrSetku alkoholne fermentacije dolazi do oslobadanja navedene

aminokiselina u vino uslijed autolize kva$c¢evih stanica (Fugelsang i Edwards, 2007).

31



Aminokiselina prolin je kod vecine sorti pronadena u koncentracijama od je 750-2257
mg/L (Huang i Ough, 1989; Spayd i Andersen-Bagge, 1996; Boulton i sur., 2009). U
tipicnim anaerobnim uvjetima koji vladaju tijekom alkoholne fermentacije, prolin se ne
moze koristiti kao izvor duSika upravo zbog nedostatka kisika, neophodnog za njegovu
razgradnju (Duteurtre i sur., 1971; Ingledew i sur., 1987), zbog toga se i nhaziva
neasimilirani dusik (Bell i Henschke, 2005).

U istrazivanju Huang i Ough (1991), najzastupljenije aminokiseline u mostu bile su arginin
i prolin, a slijedile su ih glutamin i alanin. Spayd i Andersen-Bagge (1996) navode da su
nakon arginina i prolina najzastupljenije aminokiseline bile alanin i valin. Prema Garde-

Cerdan i sur. (2009), to su bili alanin, treonin i serin.

U istrazivanju Huang i Ougha (1991), omjer prolina i arginina posluzio je kao indeks za
usporedbu pojedinih kultivara vinove loze, a njime su se koristili i drugi autori (Garde-
Cerdan i sur., 2009). Prema Bell i Henschke (2005), omjer prolina i arginina u mostu moze
se Kkoristiti za podjelu kultivara u dvije skupine: one koje nakupljaju vide prolina (omjer
prolin/arginin veci od 1) i one koje nakupljaju viSe arginina (omjer prolin/arginin manji od
1).

Opisana klasifikacija kultivara pomaze nam pri procjeni iskoristivosti aminokiselina
prisutnih u mostu. Naime, Bisson (1991) te Huangh i Ough (1991) su ustanovili da kvasci
nisu koristili aminokiselinu prolin. Tako kultivari koje imaju jednak udio ukupnih
aminokiselina ne moraju istovremeno imati jednaki udio duSika iskoristivog od strane
kvasaca tj. asimilacijskog duSika. Ukoliko se radi o kultivaru koja nakuplja vide prolina,

udio asimilacijskog dusika bit ¢e nizi (Bell i Henschke, 2005).

Iskoristenje aminokiselina od strane kvasaca je dakle, selektivno. U istrazivanju Ougha i
sur. (1991), vecina aminokiselina se u fermentaciji gotovo uvijek brzo iskoristila. 1zuzetak

su bili alanin, prolin, citrulin, ornitin i arginin.

Boss i sur. (2015) istrazivali su utjecaj pojedinih masnih kiselina i aminokiselina na sintezu
fermentacijskih aroma. Rezultati istrazivanja ukazali su na znac€ajan utjecaj B-alanina pri
sintezi etil estera masnih kiselina dok utjecaj na koncentracije izoamil acetata nije bio

dovoljno izrazen.

Jiranek i sur. (1995a) ustanovili su da su kvasci najviSe koristili arginin, serin, glutamat,

treonin, aspartat i lizin, te da sojevi kvasaca pokazuju i razliku s obzirom na aminokiseline
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koje koriste, ali i s obzirom na koli€inu potroSenog dusika uopée. Upravo iz tog razloga
razliCiti sojevi mogu pokazati razliCitu efikasnost u trenutku kada izvor dusSika postane

ogranicen.

Dostupnost aminokiselina takoder mozZe utjecati na metabolizam kvasca, ukljuCujudi
formiranje hlapljivih i nehlapljivih komponenti koje su vazne za organolepti¢ku kvalitetu
vina (Albers i sur., 1996; Bell & Henschke, 2005; Garde-Cerdan i Ancin—Aypilicueta,
2008).

Sastav aminokiselina u moStu nije nuzno istovjetan potrebama kvasaca. U tim je
slucajevima amonij ishodna tvar koja se ugraduje u molekularnu strukturu nedostatnih
aminokiselina koja nastaje u stanicama. Preporuka o potrebi koristenja prihrane dodatkom
amonijevih soli, nema za posljedicu samo osiguravanje od usporavanja ili zastoja

fermentacije, ve¢ je to ujedno i prevencija od nastajanja neugodnih reduktivnih mirisa.

Tri su glavne skupine duSicnih spojeva koje kvasci u fazi rasta i razmnozavanja koriste:
aminokiseline i njihovi derivati, nukleotidne baze sa svojim derivatima i poliamini. U
grozdanom soku koncentracija ovih spojeva varira. Opcenito, kvasci ¢e prvo iskoristiti onaj
dusic¢ni spoj koji im je prvi dostupan odnosno prisutan u mostu. Ako ih ima viSe, kvasci
prvo koriste onaj kojeg ¢e najlakSe prevesti u biosintetski pristupacan oblik kao Sto je
amonijak ili glutamat, ili koji zahtjeva najmanju koli€inu energije da bi se razgradio
(Bisson, 1991, Jiranek, 1991).

Za rast i metabolizam kvasaca u mostu i vinu najznacajniji su aminokiseline i amonijev ion
(Bisson, 1991; Valero i sur., 2003). Kada bi se umjesto aminokiselina u most dodao
amonijak bio bi iskoristen u potpunosti poSto ga kvasci preferiraju u odnosu na

aminokiseline (Bisson, 1991, Jiranek, 1991).

O vazZnosti duSika za rast i metabolizam vinskih kvasaca, putem njegovog udjela u
strukturi i diobi stanice, ve¢ je mnogo napisano. U tom pogledu najvazniji je glutamat,
prekursor svih anaboli¢kih reakcija u metabolizmu dus$ika, te dominantna aminokiselina u
citoplazmi kvasca (Watson, 1976). Mnoga istrazivanja (Cooper, 1982 i Large, 1986)
identificirala su Siroku paletu dusSi¢nih spojeva (purini, pirimidini, urea, te aminokiseline
serin, treonin, tirozin, fenilalanin, glutamin, asparagin, triptofan, aspartat, izoleucin, leucin,
valin, alanin, arginin i prolin) koji degradiraju u glutamat, bilo direktno, bilo putem reakcije

amonijevog iona sa a- ketoglutaratom.
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Metabolizam dusi¢nih spojeva utjeCe na formiranje pojedinih spojeva koji znacajno utjecu
na senzorna svojstva vina. Deaminacijom aminokiselina preostaje ugljik koji sudjeluje u
formiranju a-keto kiseline ili viSih alkohola (Bisson, 1991). Visi alkoholi mogu takoder
nastati tijekom biosinteze aminokiselina iz odgovarajucih keto kiselina (Webb i Ingraham,
1963). Formiranje viSih alkohola intenzivira se pri samom kraju fermentacije, kada je ve¢
zavrsio period konzumacije aminokiselina (Webb i Ingraham, 1963). Njihova uloga jos je
poprili€no nerazjasnjena. Smatra se da sudjeluju u detoksifikaciji aldehida nastalih tijekom
katabolizma aminokiselina. Druga uloga mogla bi biti regulacija anabolizma aminokiselina.

Mogu biti i indikator nedostatka ili blokade pristupa¢nog dusika (Bisson, 1991).

Sinteza viSih alkohola povezana je sa prisutnoSéu aminokiselina u moStu koji su
prekursori odredenih hlapljivih spojeva ovisno o strukturi same aminokiseline. Biosinteza
leucina je povezana sa nastajanjem 3-metil-1-butanola (Reazin i sur.,1970). Na isti nacin
2-metil-1-propanol nastaje iz biosinteze valina i 2-metil-1-butanol iz leucina. Razgradnja

treonina je povezana sa nastajanjem 1-propanola.

Aromatski spojevi sa sumporom nastali su metabolizmom kvasaca iz aminokiselina koje
sadrze sumpor, metionina i cisteina. Prema Guitart i sur. (1999), nastajanje izoamilnog
alkohola i fenil-etanola povezano je s metabolizmom treonina i fenilalanina. Herraiz i
Ought (1993) potvrduju da je nestanak treonina iz mosta povezan sa sintezom 1-

propanol.

Prema istrazivanju Bell i sur. (1979), ukupan udio duSika u mostu kao i relativan udio
pojedinih duSi¢nih spojeva utjeCu na rast kvasaca, brzinu i tijek fermentacije, formiranje
spojeva fermentacije te na organolepti¢ka svojstva vina. Razna istraZivanja pokazala su
da su brzina i tijek fermentacije bili poboljSani kod mosteva sa viSim udjelom ukupnog
dusika tj. aminokiselina (Ough i Lee, 1981; Huang i Ough, 1989, Vilanova i sur., 2007).

Monteiro i Bisson (1991) ustanovili su da su udio duSika u moStu i biomasa kvasaca u
pozitivnoj korelaciji te da je dodatak duSika u most ubrzao tijek fermentacije. Bely i sur.

(2003) utvrdili su da je visi udio YAN-a skratio trajanje fermentacije.
S druge strane, nedostatak duSika u moStu moze uzrokovati viSestruke probleme u

vinifikaciji: ogranien rast kvasaca, usporenu i prekinutu fermentaciju te nastanak

nepozeljnih spojeva kao &to je sumporovodik (Spayd i Andersen-Bagge, 1996).
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2.4. Organske kiseline

Kiselost vina jedan je od vaznijih faktora u formiranju njegove kvalitete. Ubraja se medu
najvaznija svojstva mosta i vina. Osim $to utje€u na svjezinu okusa, kiseline modificiraju

percepciju drugih okusa i “mouth-feel“ dozivljaja (Jackson, 2014).

Organske su kiseline bitan parametar kvalitete vina i znacajno doprinose sastavu,
stabilnosti i senzornim svojstvima vina, posebice bijelih (Ribéreau-Gayon i sur., 2006b).
Organske kiseline osiguravaju vinu mikrobiolosku i fizikalno—kemijsku stabilnost (Jackson,
2014), te utjeCu na boju, potencijal starenja i ravnotezu okusa vina (Margalit, 1997;
Boulton, 2009). Osim toga utjeCu na kemijsku i enzimatsku oksidaciju spojeva koji se
nalaze u mostu i vinu, metabolizam mikroorganizama, topljivost bjelanevina, polisaharida
i kalijevog bitartarata, boju vina te ucinkovitost sumpornog dioksida, bistrila i pektolitickih
enzima (Boulton i sur., 2009).

Jackson (2014) navodi da kiseline vina spadaju u grupu slabih organskih kiselina. Pri
ionskoj disocijaciji dolazi do njihovog razdvajanja na katione i anione. Organske kiseline
otapanjem u vodi slabo disociraju, Sto zna¢i da u otopini postoji znacajna koli¢ina
molekula kiselina koje nisu disocirane. Konstanta disocijacije pokazuje odnos ravnoteznih
koncentracija nedisociranog i disociranog oblika molekula. Sto je konstanta disocijacije
veca to je vise molekula disociralo. Prema tome konstanta disocijacije pojedine kiseline
predstavlja njezinu jaginu. Sto je ta konstanta disocijacije veéa, to je kiselina ja¢a. U vinu
najvecu konstantu disocijacije ima vinska kiselina (9,10x10%) a za njom slijede jantarna,

limunska, jabu€na, octena i na kraju mlije¢na kiselina.

Ribéreau-Gayon i sur. (2006b) navode da su najzastupljenije organske kiseline u vinu:
vinska, jabucna, limunska, mlijeCna i jantarna kiselina. Porijeklom su iz dva izvora, kiseline
koje se formiraju u grozdu, te direktno prelaze u vino (vinska, jabu€na, limunska) te
kiseline koje nastaju tijekom procesa fermentacije (mlijeCna, jantarna, octena i dr.),
(Margalit, 1997). Conde i sur. (2007) navode da se jantarna i mlije€na kiselina, iako u vrlo

malim koli¢inama, mogu naci u zrelom grozdu.

Prema Ribéreau-Gayon i sur. (2006b) koli¢ina ukupnih kiselina mosta moze varirati od 4,5
— 15 g/L (kao vinska), a zavisi od kultivara vinove loze, klimatskih uvjeta i stupnja zrelosti.
Udio pojedinih kiselina, te medusobni odnos najzastupljenije vinske i jabuCne kiseline,

razlikuju se od kultivara do kultivara, ali i medu klonovima pojedinog kultivara.
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Vinska i jabucna kiselina predstavljaju gotovo 90% ukupne sume svih kiselina grozda
(Kliewer, 1966). Njihova sinteza vrSi se u liS¢u i bobici, no nema dokaza o njihovom
transportu iz liS¢a u bobice (Bellman i Gallander, 1979; Ruffner, 1982).

Medusobni odnos svih kiselina vazan je fizikalno-kemijski pokazatelj vina i jedan od
presudnih Cimbenika u formiranju okusa suhih vina (Jackson, 2014). Vina sa niskom
kiseloS¢u i visokim pH imaju tup okus, dok su vina bogata kiselinama sa niskim pH izrazito
kiselog, neuzitnog okusa (Munyon i Nagel, 1977). Tesko je odrediti optimalnu kiselost
vina, obzirom da je ona uvjetovana nizom c&imbenika poput stila vina, regionalnih
preferencija proizvodaca i potroSa¢a. Nadalje kiselost vina i vrijednost pH medusobno su
povezani, pa je tako za vecinu vina pozeljan raspon od 5,5 do 8,5 g/L ukupne kiselosti te
vrijednosti pH od 3,1 do 3,4 (Jackson, 2014)

Ostale organske kiseline vina kao limunska, izolimunska, fumarna i £-ketoglutarna
meduprodukti su TCA ciklusa metabolizma grozda ili kvasaca. Mogu nastati metaboli¢kom
razgradnjom Secera, aminokiselina i masnih kiselina. Vecina tih kiselina u vinu se nalazi u
malim koncentracijama, te opcenito nemaju utjecaja na organolepticka svojstva vina.
Moguca iznimka je £-ketoglutarna kiselina koja mozZe vezati na sebe sumporni dioksid, te

smanijiti njegovu slobodnu razinu u vinu (Jackson, 2014).

Ovisno o klimatskim uvjetima, odnosno specificnosti poloZzaja u kojima je grozde
proizvedeno, te o kultivaru i podlozi, kiselost groZzda moZze biti izrazito visoka. U takvim
sluajevima je vrlo Cesto koli¢ina jabuCne kiseline ve¢a od koli¢ine vinske kiseline
(Ribéreau-Gayon i sur., 2006b). Osim toga isti autori navode da odnos vinske i jabuéne
kiseline znatno varira ovisno o kultivaru vinove loze. Vec¢ina njih u trenutku berbe sadrzi
viSe vinske nego jabucne kiseline, no postoje iznimke poput sorata Chenin blanc, Pinota,

Carignan "(Ribéreau-Gayon i sur., 2006b).

Jackson (2014) navodi kako jabuéna kiselina moze Ciniti gotovo 50% ukupne kiselosti i
tijekom dozrijevanja se njena koncentracija smanjuje, posebice tijekom toplijih vremenskih
uvjeta, dok pri hladnijem vremenu koncentracija jabuéne kiseline ostaje poviSena Sto
negativno utjeCe na senzorna svojstva vina. Vina sa poveCim sadrzajem jabuc€ne kiseline
su opora, gruba, neharmonicna, no jabucna kiselina u vinu nije postojana. Zato je u
odredenim uvjetima neophodno smanijiti i/ili ukloniti viSak jabuéne kiseline kako bi se vinu
osigurala fizikalna, biokemijska i mikrobioloSka stabilnost (Delcourt i sur., 1995; Pretorius,
2000).
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Gallander (1977) potvrduje navedenu tezu naglasavajuci da vina iz hladnijih regija imaju
vece koncentracije jabuc¢ne kiseline, zbog puno slabijeg intenziteta transpiracije u odnosu
na toplija podrucja. Ovisno o gore navedenim vremenskim uvjetima, koncentracije

jabucne kiseline krec¢u se u rasponu 1-10 g/L (Ribéreau-Gayon i sur., 2006b).

Conde i sur. (2007) navode kako se najveca koliina jabu€ne kiseline u grozdu nakupi
netom prije fenofaze Sare, a nastaje u listovima i zelenim bobicama. Nakon toga koli€ina

jabucne kiseline u grozdu pocinje opadati i to prvenstveno zbog oksidacije iste.

Temperatura tijekom dozrijevanja grozda moze znatno utjecati na razgradnju jabucne
kiseline. Tako je razgradnja jabu€ne kiseline naglasenija tijekom toplog vremena jer se
aktivnost jabu¢nog enzima proporcionalno poveéava s poveéanjem temperature, dok na
sadrzaj vinske kiseline temperatura nema direktnog utjecaja (Ribéreau-Gayon i sur.,
2006Db).

Za razliku od jabuéne, vinska kiselina se zna€ajno ne smanjuje tijekom dozrijevanja.
Njena koncentracija ostaje relativno ista, iako treba uzeti u obzir da se volumen bobice

povecava (Jackson, 2014).

Vinsku kiselinu sintetiziraju mnoge biljke, no u znacajnijim koncentracijama jedino biljke iz
porodice Vitaceae (Jackson, 2014). Vinska kiselina je glavna kiselina grozda, te
najzastupljenija kiselina mosta i vina koja u znatnoj mjeri utjeCe na formiranje kiselog
okusa.

Ova kiselina sekundarni je proizvod metabolizma Secéera, a askorbinska kiselina smatra
se glavnim meduproduktom u biogenezi vinske kiseline (Loewus i Stafford, 1958).
Koncentracija vinske kiseline u grozdu u trenutku berbe varira i do 15 g/L, dok
koncentracija u mostu varira od 2 do 6 g/L. Ta je kiselina relativno jaka kiselina, a njena
vrijednost pH krece se u rasponu 3.0 — 3.5 (Ribéreau-Gayon., 2006b).

Vinska kiselina tezi spajanju s kalijem i/ili kalcijem u vinu ¢ime nastaju tartarati (soli vinske
kiseline) Sto vino €ini nestabilnim, pa je izmedu ostalog potrebno provesti stabilizaciju vina

na tartarate (Minguez i sur., 1998) kako bi konacni proizvod bio pripremljen za trziste.
Limunska je kiselina vrlo bitna zbog svoje biokemijske i metabolicke uloge u Krebsovom

ciklusu (Kalathenos i sur., 1995). Ribéreau-Gayon i sur. (2006b) navode da se koli¢ina

limunske kiseline u vinu kre¢e u rasponu 0.2 — 1 g/L.
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Mlije€na kiselina nastaje tijekom alkoholne i malolakticne fermentacije. Kvasci tijekom
alkoholne fermentacije proizvode manje koliine iste, dok se vecina mlijeCne kiseline
sintetizira tijekom malolaktiéne fermentacije u kojoj bakterije, ve¢inom mlije¢no kisele,

prevode jabuc¢nu u mlije€nu kiselinu (Jackson, 2014).

Margalit (1997) navodi da se jantarna kiselina stvara iskljuCivo tijekom alkoholne
fermentacije, te svojom koli¢inom pridonosi ukupnoj kiselosti vina. Njezine se vrijednosti u
vinu krecu u rasponu od 0.5 do 1.5 g/L te je vrlo stabilna kiselina, a na njenu koli€inu u
vinu utjeu soj kvasaca koji provodi fermentaciju, koli€¢ina Secera u mostu te vrijednosti pH

mosta (Shimazu i Watanabe, 1981).

IstraZivanje sastava pojedinacnih organskih kiselina kultivara Kraljevina ukazala je na

varijabilnost ovisno o istrazivanom vinogradarskom polozaju (Jeromel, 2005).
Aragon i sur. (1998) su istrazivali utjecaj bistrenja, soja kvasaca i temperature
fermentacije na koncentraciju organskih kiselina u vinu 'Malvasie' i 'Muscatela' i zakljugili

su da na sastav organskih kiselina u vinu najveéi utjecaj ima kultivar.

Garcia i sur. (2001) su utvrdili da podloga na koju je vinova loza cijepliena utjeCe na

koncentraciju organskih kiselina u vinu.

GOmez-Plaza i sur. (2000) u vinima dobivenih od sedam klonova kultivara Monastrell

utvrdio znac€ajne razlike u mineralnom sastavu, organskim kiselinama i intenzitetu boje.
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2.5. Polifenolni spojevi

Polifenoli su velika i kompleksna skupina spojeva od presudne vaznosti za kakvocu vina.
Njihov veliki utjecaj na senzorna svojstva vina (Hernanz i sur., 2007) i povoljan u€inak na
zdravlje ljudi (Babu i Liu, 2009), €ini ih podjednako zanimljivom temom istrazivanja danas,

kao i na samim poc¢ecima, krajem 19.st. (Kennedy i sur., 2006).

Fenolni spojevi ili polifenoli su sekundarni biljni metaboliti koji su gradeni od aromatskih
prstenova na kojima je vezana jedna ili viSe hidroksilnih skupina, a pojavljuju se u

sjemenkama i plodovima mnogih kritosjemenjaca (Kahle i sur., 2006; Vinson i sur., 2005).

Polifenolni spojevi u vinu ekstrahiraju se tijekom procesa vinifikacije iz razli€itih dijelova
grozda - koZice, sjemenke i peteljike (Soleas i sur., 1997). Kultivar, godina proizvodnje,
okolinski i klimatski uvjeti, bolesti loze, tip tla, geografski polozZaj i stupanj zrelosti utjeCu
na koncentraciju polifenola u grozdu (Macheix i sur., 1994; Revilla i sur., 1997; Gémez-
Plaza i sur., 2000; Ribéreau-Gayon i sur., 2006b; Mulero i sur., 2009; Ordufia, 2010;
Cejudo-Bastante i sur., 2011).

Klimatske promjene koje obuhvacaju poviSene temperature, suSe i jaci intenzitet UV
zracenja u vedini vinorodnih podrucja svijeta postale su znacajni ¢imbenici metabolizma
fenolnih spojeva. Ipak, presudni utjecaj na sadrzaj polifenola ima genotip, odnosho

kultivar (Castillo-Mufioz i sur., 2007; Pomar i sur., 2005; Guerrero i sur., 2009).

Polifenolni spojevi vrlo su zna€ajni ¢imbenici kakvoée vina buduéi da utjeCu na boju vina
(Thorngate, 1997), senzorne karakteristike poput goréine i astringencije (Robichaud i
Noble, 1990), oksidacijske reakcije (Cheynier i Ricardo Da Silva, 1991), reakcije sa
proteinima (Ricardo da Silva i sur., 1991) i promjene vina tijekom starenja (Haslam, 1980).

U grozdu i vinu zastupljene su dvije glavne skupine fenolnih spojeva, neflavonoidi i
flavonoidi. Predstavnici neflavonoida u grozdu i vinu su fenolne kiseline
(hidroksibenzojeve i hidroksicimetne) i stilbeni, a predstavnici flavonoida su flavonoli,

flavanonoli i flavan-3-oli (Jackson, 2014; Ribéreau-Gayon i sur., 2006b).
Bijelo grozde i vino sadrZze manje koncentracije polifenolnih spojeva u odnosu na crno te
se krecu od 50-350 mg/L u grozdu i 800 do 4 000 mg/l u vinu (Margalit, 1997; Cheynier i

sur., 1998).
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Najzastupljeniji polifenolni spojevi u mostu bijelih kultivara su hidroksicimetne kiseline iz

mesa bobice, te monomerni flavanoli ve€inom iz kozice bobice (Kennedy, 2008).

Glavne hidroksicimetne kiseline u bijelim vinima su kafeinska i kaftarna kiselina (Chamkha
i sur., 2003; Singleton i sur., 1986), a flavanoli katehini i proantocijanidini. Njihov utjecaj se

oCituje u kakvodéi vanjskog izgleda bijelih vina, ali i okusa.

Polifenolni sastav vina ovisi o kultivaru grozda (Gatto i sur., 2008; Mattivi i sur., 2006;
Yang i sur., 2009; Katalini¢ i sur., 2010; Liang i sur., 2011) koji se koristi u proizvodniji
(Ribéreau-Gayon i sur., 2006b) i uvjetima vinifikacije. Dio polifenola potje¢e od
mikroorganizama i drvenih ba¢ava u kojima se vino ¢uva, a dio se moze ekstrahirati i iz

peteljke ili lis¢a tijekom postupka prerade grozda (lland i sur., 2011).

S obzirom da se bijela vina dobivaju od samotoka ili od mosta uz lagano preSanje, u
njihovom polifenolnom profilu dominiraju neflavonoidi koji uglavnom potjecu iz mesa
bobice. Duzi kontakt s koZicom (maceracija) nakon muljanja, a prije preSanja ili veliki
pritisak tijekom preSanja, doprinose vecoj koncentraciji flavonoida u bijelom vinu (lland i
sur, 2011).

Grozde i vino sadrZze niz polifenolnih spojeva, derivata osnovne strukture fenola
(hidroksibenzen). Fenol je najjednostavniji aromatski alkohol, molekulske mase 94.1.
Sadrzi jedan benzenski prsten i hidroksilnu skupinu kao funkcionalnu skupinu. Upravo
zbog hidroksilnih skupina i nezasicenih dvostrukih veza osjetljivi su na oksidaciju, sto ih
¢ini dobrim antioksidansima (Rice-Evans i sur., 1997). Ishodidni spoj u biosintezi
polifenolnih spojeva je aminokiselina fenilalanin koji nastaje u putu nastanaka Sikiminske
kiseline (Adams, 2006).

Sve vedi interes za polifenolima potiCu i najnovija istrazivanja koja dokazuju njihova
blagotvorna djelovanja na ljudsko zdravlje kod upala, tumora, kardiovaskularnih bolesti i

sl. (Falchi i sur., 2006; Singletary i sur., 2003; Rodriguez-Vaquero i sur., 2007).

De la Presa-Owens i sur. (1995a, 1995b) su usporedujuci fenolni sastav mosta i vina
kultivara Macabeo, Xarello i Parellada utvrdili da se oni razlikuju na osnovi koncentracije
odredenih polifenolnih spojeva. Za navedene razlike medu kultivarima, kako kod mosta,
tako i kod vina, autori smatraju da su genetski uvjetovane stoga Sto su bile postojane

tijekom razli¢itih vegetacijskih sezona i kod razli€itih nacina vinifikacije.
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IstraZivanja vina razliCitih klonskih kandidata pokazala su da se ona mogu znacajno
razlikovati u intenzitetu i tonalitetu boje i koncentraciji pojedinacnih polifenola
(Santesteban i Royo, 2006). Polifenolni sastav, antioksidacijska aktivnost i boja vina

istrazivana je u klonovima Concord grozda iz Brazila (de Sa Borges i sur., 2013).

2.5.1. Flavonoidi

Flavonoidi su najvaznija i najopseznija grupa polifenola (lland i sur., 2011). Struktura i
sastav flavonoida u najvecoj mjeri su odredeni samim genetskim profilom pojedinog
kultivara. Tako vecina istrazivanja potvrduje kako agrotehnic¢ke i ampelotehni¢ke mjere
provedene u vinogradima, kao i okolisni uvjeti, viSe utjeCu na koncentraciju samih
flavonoida negoli na njihov medusobni odnos (Arozarena i sur., 2002). Vazan dio strukture

i boje vina potjece od flavonoida koji se nalaze u koZici, siemenkama i mesu grozda.

Flavonoidi obuhvacaju razliCite grupe spojeva poput flavona, flavonola, flavanona,
flavononola, flavana, flavanola, antocijanidina i antocijanina, kalkona i dihidrokalkona
(Baderschneider i Winterhalter, 2001).

Flavonoidi se u prirodi javijaju kao slobodni ili vezani s drugim flavonoidima, Seéerima,
neflavonoidima ili kombinacijom istih. Kemijska raznolikost proizlazi iz mnogo razlicitih
aglikona i glikozida kao i pojave reakcija kondenzacije pri ¢emu monomerni flavonoidi
tvore dimerne i veée forme stvarajuci cijeli niz heterogenih struktura (Garrido i Borges,
2013).

Polimerni flavonoidi ¢ine ve¢inu u ukupnim fenolima nadenim u svim fazama proizvodnje
vina. Vrlo su korisni obzirom na stabilne, specifi¢ne strukture, te obzirom da okoli$ni uvjeti

relativno malo utje€u na njihovo nakupljanje i biosintezu (Markham i sur., 1989).

Znacajnu ulogu u strukturi i boji vina igraju i flavonoidi koje nalazimo u kozici, sjemenci i
(nesto rjede) u mesu bobice. Osnovnu strukturu C6-C3-C6 (aglikon) sacinjavaju dva
benzenska prstena, povezana propanskim lancem, koji moze ili ne mora formirati treci,
heterociklicki prsten. Obzirom na heterociklicki prsten flavonoide dijelimo na razliCite
grupe spojeva. Najzastupljeniji flavonoidi u grozdu su antocijani, flavanoli, flavonoli
(Adams, 2006).
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25.1.1. Flavanoli (flavan-3-oli)

Flavan-3-oli su najzastupljeniji flavonoidi u grozdu odgovorni za osjet gorcine i astrigencije
kod grozda i vina (Kennedy i sur., 2006). Koncentracija i sastav flavanola u grozdu ovisi o
mnogo Cimbenika, kao Sto su kultivar, godina, ekoloSki uvjeti i rok berbe (Rodriguez

Montealegre i sur., 2006; Moreno-Arribas i Polo, 2009).

Flavanoli se mogu naci u obliku slobodnih monomera (katehini), oligomera i polimera koje
nazivamo proantocijanidini ili kondenzirani tanini. Glavni monomer u grozdu Vitis vinifera
je katehin i njegov izomer epikatehin, a u manjoj mjeri galatni ester epikatehina,
epikatehingalat te galokatehin (Kennedy i sur., 2006; Moreno-Arribas i Polo, 2009).
Oligomere flavanola i proteina nazivamo kondenzirani tanini, dok oligomere flavanola i

antocijanidina nazivamo proantocijanidini.

Flavanoli nastaju prije Sare, a sastav i sadrZaj im se mijenja tijekom dozrijevanja grozda.
Najvise ih nalazimo u sjemenci bobice (Singleton i sur., 1966; Czochanska i sur., 1979;
Romeyer i sur., 1986). Ekstrakcija flavanola koji potje€u iz sjemenki, tijekom vinifikacije je
povecana $to je duZe vrijeme trajanja maceracije, $to su vece temperature i viSi sadrZaj
alkohola tijekom maceracije i fermentacije (Singleton i Draper 1964; Meyer i Hernandez,
1970; Oszmianski i sur., 1986).

Osnovne jedinice flavanola mogu se medusobno spajati u svim kombinacijama, §to moze
dati jako veliki broj razli¢itih oligomernih i polimernih spojeva (Boulton i sur., 2009). Svi ti
spojevi imaju izrazenu trpkocu, gorcinu i taloZze se nakon vezanja s proteinima.

Katehin je glavni flavanol u koZici groZzda, dok epikatehin dominira u sjemenkama. Oba
spoja imaju gorak okus kada se nalaze u obliku monomera. Opc¢enito, gor€ina opada, a
trpkoéa se pojatava s poveCanjem stupnja polimerizacije, tj. povecanjem veliCine
molekule, odnosno duzine lanca (Cheynier i sur., 2006). Najkraci polimeri nalaze se u
sjemenkama (4 do 20 podjedinica) koje mogu vinu dati gorak okus. Tanini kozice su
obi¢no dulji (25 do 100 podjedinica) pa imaju bolji utjecaj na okus vina (Kennedy i sur.,
2001; Monagas i sur., 2006). Katehin i epikatehin u sjemenkama Cesto su esterificirani
galnom kiselinom $to pojaCava njihovu astringentnost (Vidal i sur., 2003; Dixon i sur.,
2005).

U bijelim vinima proizvedenim bez maceracije monomeri i oligomeri flavanola su nadeni u
malim koncentracijama (nekoliko mg/L) (Cheynier i sur., 1989; Ricardo da Silva i sur.,
1993; Betes-Saura i sur., 1996; Chamkha i sur., 2003), pri ¢emu katehini dominiraju.
Katehini su prekursori posmedivanja u bijelim vinima te znafajno pridonose okusnom

profilu (Singleton i Noble, 1976). Veliki razmak od berbe do preSanja, pogotovo ako je
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dodan SO, zbog prevencije oksidacije, kao i tijekom preSanja, rezultira vecom
koncentracijom flavonoida u bijelom mostu i vinu (Yokotstuka, 1990; Somers i Pocock,
1991).

2.5.1.2.  Flavonoli
Flavonoli su zuti pigmenti u glikozidnoj formi, smjesteni u lis¢u loze i kozici bobice s
ulogom zastite od UV zracenja (Haselgrove i sur., 2000; Price i sur., 1995), pa je njihova

biosinteza direktno ovisna o osun¢anosti grozda (Downey i sur., 2004).

Neki flavonoli su detektirani i u mesu bobice (Pereira i sur., 2006), no u sjemenci do

danas nisu pronadeni (Rodriguez Montealegre i sur., 2006).

Koncentracija flavonola u bobici ovisi o razvojnom stadiju bobice te genetskim i ekoloSkim
¢imbenicima. Biosinteza flavonola nastupa ve¢ u cvatnji, no glavnina se sintetizira nakon
Sare, a koncentracija im konstantno raste tijekom dozrijevanja bobice (Moreno-Arribas i
Polo, 2009).

Ukupan sadrzaj flavonola kre¢e se od 2 do 30 mg/kg bobice kod bijelih sorata, te od 4 do
78 mg/kg bobice kod crnih sorata (Mattivi i sur., 2006). Rodriguez Montealegre i sur.
(2006) dobili su znatno vece vrijednosti sadrzaja flavonola u istrazivanim kultivarima pa su
tako utvrdili vrijednosti od 170 mg/kg bobica kod sorte Viognier te 200 mg/kg bobica kod
Shiraza.

Svaki kultivar posjeduje specifi¢ni flavonolski profil koji se moze Koristiti u taksonomskoj

klasifikaciji (kvalitativno i kvantitativno) (Mattivi i sur., 2006; Masa i sur., 2007).

U grozdu su identificirani glikozidi sljede¢ih aglikona: kvercetin, kemferol, izoramnetin,
miricetin, laricitrin i siringetin. Glavni flavonoli pronadeni u grozdu su 3-glikozidi kvercetina,
pogotovo kvercetin-3-glukozid i kvercetin-3-glukuronid (Downey i sur., 2003; Price i sur.,
1995; lland i sur., 2011).

U bijelim vinima su detektirani samo kvercetin, kemferol i izoramnetin. Flavonoli miricetin,
laricitrin i siringetin su specifi€ni za crne kultivare i nisu pronadeni u ni jednom bijelom
kultivaru (Mattivi i sur., 2006; Moreno-Arribas i Polo, 2009). Kvarcetin je najzastupljenijii
flavonol svih bijelih kultivara kao §to su Chardonnay, Rajnski rizling, Viogner i Sauvignon

bijeli, u kojima je zastupljen s preko 70 % ukupnih flavonola (Mattivi i sur., 2006).
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Koncentracija flavonola uvelike ovisi o izloZzenosti sun€evoj svjetlosti (Price i sur., 1995; Di
Profio i sur., 2011) i razlikuje se izmedu kultivara. U bijelim kultivarima koncentracija varira

od 2-30 mg /kg po bobici, odnosno 4-78 mg /kg u crnim kultivarima (Mattivi i sur. 2006).

U bijelim vinima proizvedenim bez maceracije, flavanoli nisu nadeni ili ih ima samo u
tragovima (flavonoli iz mesa bobice). Kvercetin-3-glukuronid je jedini flavonol pronaden u
samotoku i vinu bijelih kultivara (Betes-Saura i sur. 1996) uz tragove kemferol-3-glukozida
u Rizlingu rajnskom (Baderschneider i Winterhalter, 2001). Prosje¢na koncentracija je bila
0.5 0.25 mg/L u samotoku i vinu. Ribéreau-Gayon i sur. (2006b) navode koncentracije
flavonola u crnim vinima do 100 mg/L, dok ih kod bijelih vina koja nisu bila u kontaktu s

kozicom ima svega 1-3 mg/L.

Koncentraciju flavonola u vinu moze povecati prisutnost lis¢a u masulju (Somers i
Ziemelis, 1985). Odgodeno presanje grozda, uz dodani SO zbog sprjeCavanja oksidacije,
kao i samo preSanje rezultira povecanom koncentracijom flavonola u mostu i vinu.
(Yokotstuka, 1990; Somers i Pocock, 1991). Maceracija bijelog masulja Ciji je cilj vec¢a
ekstrakcija tvari arome i nagladavanje sortnog karaktera takoder rezultira povecanjem

koncentracije flavonola (Cheynier i sur. 1989; Ricardo da Silva i sur. 1993).

2.5.1.3.  Kondenzirani tanini

Kondenzirani tanini ili proantocijanidini raznolika su grupa oligomera i polimera Cdije
podjedinice Cine flavanoli, a iz kojih nastaju antocijanidini (Teixeira i sur., 2013; Garrido i
Borges, 2013). Nalaze se u ¢&vrstim djelovima bobice poput koZice i sjemenke kao i u
mesu. Njihova koncentracija, struktura i stupanj polimerizacije ovisi o smjestaju u tkivu
bobice, a ekstrahiraju se u most tijekom postupaka proizvodnje vina (preSanja, maceracije

i fermentacije) (Ricardo da Silva i sur., 1991).

Proantocijanidini u grozdu i vinu prisutni su uglavhom u polimernim oblicima (60-80%),
nakon ¢ega slijede oligomeri (15-30%), dok monomerni flavanoli (katehini) predstavljaju
samo mali dio (manje od 10%) (Sun i sur., 2001).

Poznati proantocijanidini u groZdu V. vinifera su uglavnom oligomeri i polimeri katehina i
epikatehina povezani C.-Cg vezom. Procijanidini i prodelfinidini, koji se hidroliziraju do
cijanidina i delfinidina, najznacajniji su kondenzirani tanini u grozdu i vinu (He i sur., 2008).
Tanini u sjemenci grozda su polimeri flavanola (katehina i epikatehina) i monomera
epigalokatehina povezanih i/ili C4-C6 vezama (tip B), a tanini koZice sadrze

epigalokatehin i tragove galokatehina i epigalokatehingalata (He i sur., 2008).
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Polimeri proantocijanidina nisu analizirani u bijelim vinima, a derivati flavonola nisu
pronadeni u vinima iz Champagne iako je u grozdu bilo prisutho oko 20 mg/kg
proantocijanidina (Mané, 2007). Uzrok tomu moZe biti adsorpcija vecih polimera ili
oksidacija tijekom preSanja. Povecanje razine kisika prije fermentacije rezultira manjom
koli¢inom u vinu, potvrdujuci ulogu oksidacije (Cheynier i sur., 1989; Ricardo da Silva i
sur., 1993).

Identifikacija i prou€avanje fizikalno-kemijskih svojstava proantocijanidina je vazna tema
istrazivanja u enologiji, s obzirom da ovi spojevi utje€u na senzorna svojstva vina (boja,
okus, astringencija i gor€ina). Proantocijanidini su vazni u procesu starenja vina zbog
njihove sklonosti procesima oksidacije, kondenzacije i polimerizacije (Garrido i Borges,
2013).

2.5.2. Neflavonoidni

Neflavonoidne spojeve dijelimo na hidroksibenzojeve i hidroksicimetne kiseline, hlapive
fenole i stilbene (Rentzsch i sur., 2009). lako ovi spojevi nisu obojeni, poznato je da
pospjesuju i stabiliziraju boju crnih vina (Rentzsch i sur., 2009). Neflavonoidi se nalaze u
grozdu i vinu u malim koncentracijama, uz iznimku hidroksicimetnih kiselina (Kennedy i
sur., 2006). Najznacajniji predstavnici neflavonoida u bijelim vinima su ve¢ spomenute
fenolne kiseline i stilbeni. Ostali neflavonoidi u vinu potje€u od dozrijevanja u drvenim

bacvama (galna i elaginska kiselina).

2.5.2.1. Hidroksicimetne kiseline

Hidroksicimetne kiseline imaju karakteristicnu C6-C3 gradu te formalno pripadaju grupi
fenilpropanoida (Rentzsch i sur., 2009). Najpoznatije hiroksicimetne kiseline su kafeinska,
p-kumarinska, ferulinska i sinapinska kiselina (Rentzsch i sur., 2009). Hidroksicimetne
kiseline su glavni polifenolni spojevi u bijelim vinima i odgovorni su za boju bijelih vina
(Kennedy i sur., 2006), a prvi put su otkrivene u grozdu i vinu sredinom 20. stoljeéa
(Ribéreau-Gayon i sur., 1963). Dokazano je da hidroksicimetne kiseline u grozdu ne
nalazimo u slobodnoj formi ve¢ su vezane u obliku estera s vinskom kiselinom (Ribéreau-
Gayon i sur., 2006b; Jackson, 2014). Tartaratni esteri hidroksicimetnih kiselina ¢ine 80%

svih polifenola u mostu od bijelog grozda (Betes Saura i sur., 1996).
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Esteri hidroksicimetnih kiselina i vinske kiseline pocCinju se nakupljati u bobici tijekom i
nakon cvatnje, a najviSe koncentracije postizu netom prije Sare. Nakon toga, njihova
koncentracija opada i na toj se razini zadrzZi tijekom dozrijevanja bobice, sve do berbe
(Easterling i sur., 2000; Braidot i sur., 2008).

Hidroksicimetne kiseline mogu biti prisutne i u cis i trans obliku, ali ipak je trans oblik

stabilniji, pa ih se u tom obliku viSe i nalazi (Rentzsch i sur., 2009).

Mnogi autori u svojim istrazivanjima navode da je kaftarna kiselina najzastupljeniji
polifenolni spoj u bijelim vinima (Darias-Martin i sur., 2000; Fernandez- Pachon i sur.,
2006; Ruzi¢ i sur., 2011). Razine slobodnih hidroksicimetnih kiselina u grozdu su vrlo
niske, pri ¢emu se njihov sadrZaj poveCava dozrijevanjem vina odnosno hidrolizom
tartaratnih estera (Andres-Lacueva i sur., 1996; Somers i sur., 1987). Singleton i sur.
(1986), analizirali su most 37 kultivara vinove loze te utvrdili koncentracije
hidroksicimetnih kiselina od 16 mg/L pa sve do 430 mg/L, s prosjeénom vrijednosti od 145

mg/L mosta. Koncentracije u vinu im se krec¢u oko 100 mg/L (Rentzsch i sur., 2009).

Hidroksicimetne kiseline su bezbojne u razrijedenoj alkoholnoj otopini, ali su vrlo osjetljive
na oksidaciju (posebno kaftarna), uslijed ¢ega poprimaju Zute, tamnozZute i smede tonove
(Boulton i sur. 2009; Ribéreau-Gayon i sur., 2006b). Kao primarni supstrat za
polifenoloksidaze, odgovorne su za oksidaciju i posmedivanje bijelih moSteva (Cheynier i
sur., 1989; Jackson, 2014).

2.5.2.2. Hidroksibenzojeve kiseline

Hidroksibenzojeve kiseline derivati su benzenske kiseline, koju karakterizira
karakteristicna C6-C1 grada (Rentzsch i sur., 2009). Najpoznatije hidroksibenzojeve
kiseline koje su pronadene u vinima su galna, gentizinska, p-hidroksibenzojeva,
protokatehinska, salicilna, siringinska, vanilinska kiselina (Rentzsch i sur., 2009). RazliCite
hiroksibenzojeve kiseline u vinima se uglavnom nalaze u slobodnoj formi (Pena-Neira i
sur., 2000; Pozo-Bayon i sur., 2003; Vanhoenacker i sur., 2001). Galna kiselina je
najzastupljenija hidroksibenzojeva kiselina.

lako potjeCe iz grozda, moze nastati i hidrolizom kondenziranih tanina (Garrido i Borges,
2013). Razine hidroksibenzojevih kiselina u vinu znatno ovise o kultivaru vinove loze i
uzgojnim uvjetima (Pozo-Bayon i sur., 2003; Pena-Neira i sur., 2000). U grozdu su ove

kiseline uglavnom prisutne kao glikozidi ili esteri (Ribéreau-Gayon i sur., 2006b).
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2.5.2.3. Stilbeni

Stilbeni su derivati cimetne kiseline, a sastoje se od dva benzenska prstena vezana
etanskim ili ponekad etilenskim lancem (Ribéreau-Gayon i sur., 2006b; Moreno-Arribas i
Polo, 2009). Prirodno su prisutni u nekoliko jestivih biljaka i nekoliko vrsta roda Vitis,
vecinom u kozici u fazi zrelosti. Imaju blagotvoran ucinak na ljudsko zdravlje s obzirom na
svoja antioksidativna, antikancerogena i antimutagena svojstva (Moreno-Arribas i Polo,
2009).

Koncentracija stilbena u bobici se razlikuje izmedu kultivara (Gatto i sur, 2008), a ovisi i 0
¢imbenicima poput klime, infekcije patogenima (Jeandet i sur., 1995; Perrone i sur., 2007)
te enoloskim postupcima (Gambuti i sur., 2004). Prema Jeandet i sur. (1995) starenje vina
nema velikog utjecaja na koncentraciju stilbena, dok Garrido i Borges (2013) navode da
vina koja dulje dozrijevaju sadrze viSe stilbena. Sinteza stilbena se povecava uslijed
infekcije patogena i abioti¢kog stresa - UV zracenja i katalize teSkih metala (Bavaresco i
sur., 1997; Garrido i Borges, 2013), pa su u zdravom grozdu koncentracije normalno niske

ilil se ne mogu ni detektirati (lland i sur., 2011).

Najpoznatiji predstavnik ove skupine polifenola je resveratrol, fitoaleksin kojeg loza
proizvodi kao reakciju na gljiviéne infekcije (Botrytis cinerea ili Plasmopara viticola), a
dolazi kao cis- i trans-izomer (Moreno-Arribas i Polo, 2009). Prisutnost ovog spoja u vinu
opisana je tek 1992. godine (prema jednima zaslugom dvojice znanstvenika; Siemana i
Creasy s Cornell Sveucilista, prema drugima zaslugom Selwen St. Leger i suradnika).
Siemann i Creasy (1992) su objavili koli¢ine od 2.86 do 0.03 ymol/l u crnim i 0.438-0.001
pmol/ I u bijelim vinima. Cis-resveratrol je manje stabilni izomer trans-resveratrola (Chong
i sur., 2009) prisutan je u vinu iako ga u grozdu ima samo u tragovima (Garrido i Borges,
2013).

Koncentracija trans-resveratrola u soku grozda je u rasponu 0.09-0.18 mg/L dok su
koncentracije slobodnih trans- i cis-resveratrola 0.1-0.8 mg/L u bijelim vinima (Stecher i
sur., 2001). U grozdu i vinu su identificirani i drugi derivati stilbena poput piceida
(resveratrol- glukozid), astringin (3 OH-trans-piceid), pterostilben te oligomerne i
polimerne forme, koje se nazivaju viniferini (a-, B-, y-, i &- €-viniferini) (Jiang i sur., 2010).
Viniferini nastaju oksidativnom polimerizacijom monomernog resveratrola aktivnoS¢u

peroksidaze (Teixeira i sur., 2013).

Prisutnost stilbena u vinu je od nedavno iznimno zanimljiva tema istrazivanja, uz naglasak

na korelaciju izmedu njihovog profila i enoloskih postupaka te razli€itih kultivara vinove
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loze (Garrido i Borges, 2013). Razlog tomu je opc¢e prihvaéena Cinjenica da polifenoli
imaju blagotvoran uc€inak na ljudsko zdravlje (Sun i sur.,, 2006). U tom smislu
najintenzivnije je prouCavan trans- resveratrol, Cija bioloSka aktivhost prevenira
kardiovaskularne bolesti i rak (Ito i sur., 2003). Ostali stilbeni imaju takoder sli¢na svojstva

pa istraZivanja novih derivata stilbena imaju poseban znaéaj (Guebailia i sur., 2006).
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Kultivar Kraljevina (Vitis vinifera L.)

Kraljevina je kultivar vinove loze rasprostranjen u sjeverozapadnoj Hrvatskoj, a najvise u
Prigorju, u okolici Sv. Ivana Zeline gdje je nekad bio jedan od vodecih kultivara i ,bazno*
vino gotovo svih proizvodaga. Kultivar je regionalizacijom preporu¢en za sva vinogorja
podregija Prigorje-Bilogora, Zagorje-Medimurje i Moslavina, a nesto je ima i na PleSivici i
Pokuplju, dok je u ostalim krajevima vrlo rijetka. Poznata je i pod sinonimima: Kraljevina
crvena, Imbrina, Brina, Moravina, Kralevina, Kralovina, Kénigstraube, Roter Portugieser,
Piros oporto, Porthogese rosso, Portugais rose, Portugais rouge. Ovaj kultivar pronaden
je i u okolici Rijeke (Kastav) pod imenom Siler (Maleti¢ i sur., 2015). Osim u Hrvatskoj,
uzgaja se jos i u Sloveniji, pod nazivom Rdeca Kraljevina, te Madarskoj pod sinonimom
Piros leanyka.

U Republici Hrvatskoj Kraljevina se uzgaja na 166,17 ha (APPRRR, 2016).

Neki sinonimi upucuju na portugalsko podrijetlo, no nisu pronadene nikakve povijesne niti
geneticke veze sa tom zemljom. U medunarodnoj bazi podataka European Vitis Database
nisu utvrdene druge primke pod ovim nazivom ili nekim ve¢ poznatim sinonimima, kao ni
drugi kultivari €iji bi genetski profil bio istovjetan Kraljevini. Kao moguci razlog postojanja
ovih sinonima navodi se becki trgovac sadnicama vinove loze u Austrougarskoj Monarhiji

podrijetlom iz Portugala (Maleti¢ i sur., 2015).

NekoC se uzgajala i u samom srediStu Zagreba, a i danas je vrlo Cesta u zagrebackoj

okolici. Godine 1999. dobila je status ,zupanijske robne marke®, sto je dodatno pridonijelo

njezinoj popularnosti i trziSnom opstanku.

Kod nas se uzgaja odavna, a medu prvima je opisuje i glasoviti austrougarski ampelograf
Franz Xaver Trummer 1841. godine. Kasnije su je opisivali i istrazivali mnogi, navodedi

kako je rije€ o zahvalnom i vrijednom kultivaru, omiljenom kod ovdas$njih vinogradara.

Ampelografske karakteristike

Vrh mladice je otvoren, gladak, s izrazenom antocijanskom obojenos¢u. Boja mladih
listica je bronanozelena, s crvenkastim rubom. Odrasli list je okrugao, trodijelan,
otvorenog sinusa petelijke u obliku slova U. Lice i nali¢je plojke je golo, s tek rijetkim

Cekinjastim dlaCicama po nervaturi nali¢ja. Cvijet je morfoloski i funkcionalno

49



hermafroditan, odnosno s potpuno razvijenim prasnicima i tuckom. Zreli grozd je srednje
dug do dug, ljevkastoga ili konusnog oblika, srednje zbijen do zbijen. Zrele bobice su
okrugle, zelenoZute boje, a na suncanoj strani najée$¢e dobiju ruZi¢aste ili crvenkaste

nijanse.

Medutim, veli¢ina grozda i izgled bobica variraju, ponajviSe zbog visoke unutarsortne
varijabilnosti pa bobice mogu biti i potpuno crvene te posute to¢kama i pjegama razli€ite
veli€ine i intenziteta. Meso je srednje &vrsto, neutralna mirisa i okusa (Maleti¢ i sur.,
2015).

Gospodarske karakteristike
Kraljevina kre¢e s vegetacijom srednje kasno do kasno, a dozrijeva srednje kasno (u lll.

razdoblju prema Pulliatu). Bujna je do vrlo bujna sorta.

Kultivar nije posebno osjetljiv na standardne gljivicne bolesti, osim u vlaznim godinama na
Botrytis. Zbog kasnijeg kretanja vegetacije nije izloZzena kasnim proljetnim mrazovima.
Nije otporna na niske zimske temperature, pupovi joj u pravilu izmrznu na temperaturi
nizoj od -15 °C. No osjetljivost na niske temperature ovisi o kondiciji i ishranjenosti loze,
duZini trajanja i datumu pojave u razdoblju mirovanja pa se eventualne Stete mogu pojaviti
i na drugim, vidim ili nizim temperaturama. U slu¢aju nepovoljnih uvjeta u vrijeme cvatnje
rado se osipa. Nije izbirljiva po pitanju tla, uspijeva dobro i na laporastim tlima ako su

rahla i topla (MiroSevic i Turkovi¢, 2003).

Kultivar se odlikuje visokom rodnoS¢u pupova te visokim prinosima po trsu i jedinici
povrSine. U sjeverozapadnoj Hrvatskoj se smatra jednim od najrodnijih kultivara, Ciji se

prinosi kre¢u od 12 pa do viSe od 20 t/ha.

lako je kultivar visoke i redovne rodnosti, pokazuje znaCajne razlike ovisno o polozaju i
tehnologiji, ali se Cesto istiCu i tipovi“ Kraljevine, odnosno klonske razlike unutar kultivara
koje se nerijetko oznacCuju razli¢itim imenima. Tako se uvrijezilo miSljenje da postoje tri
razliCita tipa: ,crvena“, ,zelena“ i ,mirisava® ili ,pikasta“. Te se razlike odnose na boju i
izgled kozice, a o tome u pravilu ovisi i kvaliteta vina. Tako je najkvalitetnija ,mirisava“
(,pikasta“), ali i najmanje rodna. S druge strane, najrodnija je ,zelena“, ali jednako tako
daje i najslabija vina. To je bio i razlog pokretanja projekta klonske selekcije Kraljevine
2003. godine gdje je visoka unutarsortna raznolikost i dokazana, ali je takoder utvrdeno
da su ove odlike u izravnoj vezi s tehnologijom uzgoja. Na bolesti je srednje osjetljiva, a

nesto vie je sklona sivoj plijesni, kada je obilje vlage tijekom dozrijevanja grozda.
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Koncentracija Secera je niza do srednja. Ukupna kiselost je redovito visoka, $to je i sortno
obiliezje njezinih vina. Preporu¢a se brza prerada grozda i kontrolirana fermentacija s
ciliem zadrzavanja njeznih aroma vina. Vina su joj naj¢esée svijetle Zutozelenkaste boje,
blagog i ugodnog mirisa te laganog i svjeZzeg okusa. Upravo su ta svojstva koja se zadnjih

godina sve viSe traze na trzistu, glavni adut ovog kultivara (Maleti¢ i sur., 2015).

3.2. Klimatske znacCajke vinogorja Zelina

Na prostoru vinogorja Zelina prevladavaju uvjeti umjerene kontinentalne klime. Prosje¢na
koli¢Gina oborina iznosi oko 910 mm. Kod analize mjesec¢nih koli¢ina oborina, jako su
vazna dva razdoblja u uzgoju poljoprivrednih kultura, a to su vegetacijsko razdoblje (IV do
IX mjesec) i van-vegetacijsko razdoblje (od X do Il mjeseca). Na temelju prosjecnih
mjesecnih vrijednosti oborina, utvrdeno je da u vegetacijskom razdoblju prosje¢no padne

517,8 mm, a izvan vegetacije nesto manje odnosno 393,1 mm oborina.

Podaci o vremenskim prilikama za 2011. i 2012. godinu dobiveni su od Drzavnog

hidrometeoroloskog zavoda (DHMZ).
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Grafikon 1. Srednje mjeseCne temperature zraka u vegetaciji, Zagreb — Maksimir, 2011 i
2012. godina

Iz grafikona 1. moZemo vidjeti da je u promatranom razdoblju mjesec s najviSom
prosjeénom temperaturom u 2012. godini bio kolovoz sa temperaturom od 23.5°C, dok je

najhladniji mjesec u vegetaciji bio listopad 2011. godine s prosje€nom temperaturom od
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10.8°C. Srednja godisnja temperatura 2011. godine je iznosila 12.0°C, a 2012 godine
12.5°C, dok je srednja vegetacijska temperatura 2011. iznosila je 18,2°C, a 2012. godine
18.3°C. Mjesec sa najvecom prosjecnom temperaturom 2012. godine bio je kolovoz s
24.2°C, dok je najhladniji bio mjesec listopad 2011. godine sa srednjom mjeseénom
temperaturom od 10,8°C.

Iz grafikona 1. je takoder vidljivo da su prosjeCne temperature 2011. godine bile viSe u
mjesecu travnju, svibnju i rujnu, a 2012. godine u lipnju, srpnju i kolovozu te listopadu.
Upravo se ovakav raspored prosje¢nih temperatura po mjesecima odrazio i na srednju
vegetacijsku temperaturu. Naime standardna devijacija izmedu srednjih godi$njih
temperatura promatranih godina iznosi svega 0.1°C, $to mozemo smatrati zanemarivom

razlikom.

Temeljem svega navedenog mozemo zaklju€iti da su klimatske prilike bile iznimno
povoljne za uzgoj vinove loze i dozrijevanje grozda u 2011. i 2012. godini. Optimalne
srednje dnevne temperature za dozrijevanje grozda krecu se izmedu 20-30°C. U obje
promatrane godine u razdoblju cvatnje, te rasta i razvoja bobica vladale su pogodne

temperature za odvijanje svake fenofaza vinove loze.

100 -
90 -
80 A
70 A
60 -
50 A
40 -
30 A
20 A

NN NN

w2011
m 2012

v \% Vi Vil Vil IX X veg

Grafikon 2. Koli¢ina oborina u vegetaciji, 2011. i 2012. godina

Ukupna koli¢ina oborina u vegetacijskom periodu 2011 godine iznosila je 398.9 mm, a
2012. godine 442.4 mm §to je zadovoljavaju¢e za uspjeSan rast i razvoj vinove loze.
Ukupna godiSnja koli¢ina oborina u 2011. godini iznosila je 554.3 mm, a 2012. godini

722.4 mm. Iz promatranih podataka vidljivo je da obje godine bile prosje¢ne. Medutim
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takoder se vidi da je koliCina oborina svih mjeseci izuzev srpnja i kolovoza bila znatno
vida. Tako je u srpnju 2012. godine palo 39.3 mm oborina skoro polovicu manje nego
2011. kada je palo 77 mm, a u kolovozu 2012. samo 9.2 mm oborina, za razliku od 2011.
kada je u u istom mjesecu palo 18.9 mm. MoZemo zakljuéiti kako je 2012. bila susna u

periodu dozrijevanja §to je utjecalo i na raniji poCetak berbe grozda te godine.

3.3. Provodenje pokusa

Istrazivanje je provedeno 2011. i 2012. godine na klonskim kandidatima kultivara
Kraljevina (Vitis vinifera L.) posadenim u Svetom Ivanu Zelini u dva eksperimentalna
nasada na poloZzaju Pus€ak u vlasnistvu OPG Puhelek Purek i polozaju Kréina u
vlasnistvu OG Jarec Kure. Individualni trsovi odabrani su masovnom pozitivnom
selekcijom u sklopu projekta ,Klonska selekcija vinove loze, cv. Kraljevina® Istrazivanije je
provedeno na 9 klonskih kandidata kultivara Kraljevina (VV-438, VV-406,VV-479,VV-
486,VV-483,VV-423,VV-360,VV-434,VV-482) koji su izdvojeni zbog dostatnog broja
trsova sa kojih je osigurana minimalna koli€ina grozda potrebna za kvalitetno provodenje
mikrovinifikacijskog postupka alkoholne fermentacije. Svaki genotip, tj. klonski kandidat je
zastupljen sa po 7-10 klonskih potomaka u oba pokusna vinograda. Kao podloga koristen
je Kober 5BB (Vitis berlandieri X Vitis rupestris), a uzgojni oblik je dvostruki Guyot.

Berba grozda svakog klonskog kandidata zasebno obavljena je ru¢no, u trenutku
tehnolodke zrelosti. Grozde je pobrano u PVC sanduke kapaciteta 20 kg, a primarna
prerada i vinifikacija obavljena je na OPG- u Puhelek Purek u Cijem je vlasniStvu jedan od

pokusnih vinograda.
3.3.1. Primarna prerada grozda i vinifikacija

Grozde se muljalo i runilo pomoc¢u mehani¢ke muljae — runjace. Nakon muljanja, runjenja
te preSanja grozda svakog klonskog kandidata zasebno dobiveni most je sulfitiran s 5% -
tnom otopinom sumporaste kiseline u koli€ini od 100 ml/hL i ostavljen na talozenju 24 h
nakon ¢ega je odvojen od taloga i rastoCen u 4 posude zapremnine 10 | po svakom
klonskom kandidatu (ukupno 36 posuda). Nakon odvajanja mosta s taloga uzeti su uzorci
za daljnju analizu, te je most u svakoj posudi inokuliran selekcioniranim kvascem. U
pokusu su se za provodenje kontrolirane alkoholne fermentacije koristila dva razliCita
komercijalna soja kvasaca i to Anchor Vin 13 i Uvaferm Affinity tj. pokus je na svakom
klonskom kandidatu postavljen u dva tretmana od kojih je svaki obuhvatio dva

ponavljanja:
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Tretman A : vinifikacija koriStenjem komercijalnog soja kvasca Anchor Vin 13

Tretman B : vinifikacija koristenjem komercijalnog soja kvasca Uvaferm Affinity

Kako bi se ujednaCile koncentracije alkohola svih vina u pojedinoj godini te izbjegle
kasnije razlike prilikom senzornog ocjenjivanja vina u mostovima svih klonskih kandidata,

osim klonskog kandidata VV-360 proveden je postupak pojacavanja.

Tijekom alkoholne fermentacije redovito se pratila razgradnja Secera i temperatura, koja
nije prelazila 15 °C. Po zavrSetku alkoholne fermentacije obavlijen je prvi pretok i
sulfitiranje s 5%-tnom otopinom sumporaste kiseline u koncentraciji 100 mL/hl, te su uzeti
uzorci za analizu vina, a ostatak vina se ¢uvao u uvjetima podruma do trenutka senzorne

ocjene koja se provodila 6 mjeseci po zavrSetku alkoholne fermentacije.

Grafi¢ki prikaz pokusa

Za istrazivanje su izabrana dva razli¢ita komercijalna soja kvasaca: Saccharomyces
cerevisiae cv. Anchor Vinl3, te Saccharomyces cerevisiae cv. Affinity ECA5. Ovi sojevi
kvasca nabavljeni su od tvrtke Lallemand (Kanada), a odabrani su sa ciliem stvaranja

izrazenijeg aromatskog profila vina kultivara Kraljevine.

Anchor VIN 13 (unutarvrsni hibrid Saccharomyces cerevisiae)

Soj Anchor VIN 13 nastao je selekcijom i hibridizacijom dvaju kvasaca pozitivnih enoloSkih
svojstava Saccharomyces cerevisiae u Institutu za Biotehnologiju vina Fakulteta
Stellenbosch, Juzna Afrika. Soj Anchor VIN 13 ima svojstvo oslobadanja hlapivih tiola
(egzoti€no voce) i izrazeniju sintetizu estera. PreporuCuje se za alkoholnu fermentaciju
Chardonnaya, Rajnskog rizlinga, Pinota sivog i bijelog, Traminca, GraSevine i muskatnih
sorata. Anchor VIN 13 je idealan za proizvodnju aromati¢nih rose vina iz svih crnih
kultivara grozda. Anchor VIN 13 preporuCuje se kod hladenih alkoholnih fermentacija.
Temperatura alkoholne fermentacije mora biti ispod 16°C. Ovaj soj ima vrlo snhaznu

sposobnost alkoholne fermentacije. Otporan je na niske temperature (10°C) a optimalna
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temperatura alkoholne fermentacije mu je od 12-16°C. Osmotolerantan je do 116°Oe i
tolerantan na alkohol do 16.5 vol.%. Proizvodi malo pjene u alkoholnoj fermentaciji, male
koli€ine glicerola (5-7 g/L), malo hlapive kiselosti, male koncentracije SO,. Ovaj soj ima
male potrebe za hranjivima (duSikom) u mostu. Killer faktor pozitivan soj kvasca. Dozira
se u koli¢inama od 25-40 g/100 | ovisno o kultivaru, zdravstvenom stanju grozda i

uvjetima u mo&tu (www.oenobrands.com).

Affinity ECA5 (Saccharomyces cerevisiae)

Soj Affinity je idealan za proizvodnju vina neutralnih bijelih i crnih sorata vinove loze zbog
stvaranja izrazenijeg aromatskog profila vina. Ovaj kvasac ima veliki genetski potencijal
za stvaranjem aromatskih prekursora i aroma u vinu. Stvara estere, spojeve koji imaju
vaznu ulogu u formiranju arome nearomati¢nih kultivara, a voéni karakter pojedinih estera
je znacajan za aromu mladih bijelih vina. Uz kvasac dodaje se i specificna hrana za ovaj
kvasac Stimula® koja je bitha za metabolizam kvasaca i stvaranje aromatskih spojeva.
Primjenom ovog kvasca poboljSan je aromatski profila vina na mnogim kultivarima grozda

(www.winebiz.com.au).

3.3.2. Kemijska analiza sastava mosta i vina

3.3.2.1. Osnovna fizikalno — kemijska analiza moS$ta i vina
Koncentracija $ec¢era u mostu odredena je refraktometrijski i izrazena u stupnjevima

Oechsleovim (°Oe).

Ukupna kiselost moSta i vina izrazena je u g/L kao vinska, a odredivana je metodom
neutralizacije uzorka s 0,1 M NaOH uz indikator bromtimol plavi prema metode O.I.V.-a
(2007).

pH vrijednost mosta i vina odredena je mjerenjem na pH metru Beckman expandomatic
tip SS 2.

Alkohol u vinu odreden je metodom destilacije prema O.l.V.-u (2012) na osnovu
specificne tezine destilata pri 20°C, d(20/20). 1z dobivenih vrijednosti pomoc¢u tablica po

Riechardu ocditane su odgovarajuée koli¢ine alkohola u vol %.

Reducirajuci Seceri u vinu odredeni su titracijskom metodom po Rebeleinu prema
Zoecklein i sur. (2001).
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Ukupni suhi ekstrakt u vinu odreden je denzimetrijski iz ostatka destilacije, a odgovarajuce
vrijednosti dobivene su iz specificne tezine ekstrakta pri 20°C, d(20/20), ocitane iz tablica

po Riechardu u g/L, prema metodi O.1.V.-a (2012).

Ekstrakt bez Secera u vinu je dobiven raCunski oduzimanjem sadrzaja reducirajucih

Secera od vrijednosti ukupnog suhog ekstrakta.

Hlapiva kiselost vina izrazena u g/L kao octena kiselina odredena je metodom destilacije u
struji vodene pare prema O.LV. (2012). Destilat se uz nekoliko kapi indikatora
fenolftaleina titrira sa 0,1 M NaOH do pojave svijetlo ruzi¢aste boje.

Pepeo je odredivan sagorijevanjem suhe tvari u mufolnoj peéi pri 525°C metodom

propisanom od O.l.V.-a (2012).

Slobodni i ukupni sumporni dioksid u vinu odreden je alkalimetrijski metodom po Paulu
propisanom od O.l.V.-a (2012).

3.3.2.2. Postupak ekstrakcije i odredivanje aromatskih spojeva iz vina

Proveden je postupak ekstrakcije na ¢&vrstoj fazi. Koristene su LichrolutEN (Merck,
Njemacka) kolonice. Kolonica je prethodno kondicionirana s 3 mL diklormetana, 3 mL
metanola i 3 mL 12 % otopine etanola 50 ml vina naneseno je na kolonicu. Nakon toga
kolonica se susila u struji vakuuma 20 minuta. Zeljeni spojevi eluirani su s 800 pL
diklormetana.

Aromatski spojevi odredeni su plinsko-kromatografskom analizom na HP 6890 plinskom
kromatografu uz 5793 Agilent spektrometru masa kao detektoru. Analiza je provedena na
ZB-WAX koloni dimenzija 60 m x 0,25 mm promjera kolone, te debljine filma nepokretne
faze 0,5 ym (Phenomenex, SAD). Pocetna temperatura kolone bila 40 °C 15 minuta
potom je podignuta na 210 °C brzinom od 2 °C/min. Temperatura injektora bila je 200 °C.
Volumen injektiranog uzorka bio je 3 pL. Vrijeme trajanja analize bilo je 120 minuta. Plin
nosilac bio je helij, a protok plina bio je 1 mL/min. Spojevi su detektirani spektrometrom

masa.

3.3.2.3. Odredivanje organskih kiselina

Organske kiseline (vinska, jabu¢na, mlije€na, limunska i jantarna) odredene su
tekuéinskom kromatografijom visoke djelotvornosti, Agilent 1050 (Palo Alto, SAD). Uzorak
je prethodno filtriran pomo¢éu PTFE membranskih filtera (0,45 pm). Identifikacija i
kvantifikacija provedena je pri valnoj duljini A=210 nm na Aminex HPX-87H (BioRad,
Hercules, CA, SAD).
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3.3.2.4. Odredivanje slobodnih aminokiselina

Uzorci su direktno injektirani u kromatografski sustav. Automatskim uzorkivacem
provedena je predkolonska derivatizacija s o-ftaldialdehidom (OPA). Uzorci su analizirani
HPLC Agilent 1100 opremljenim automatskim uzorkivacem i fluorescentnim detektorom
(FLD). Valna duljina eskcitacije bila je 356 nm, a emisije 445 nm. Separacija
aminokiselina provedena je na Lichrosphere RP C18 koloni (125 mm x 4 mm x 5 um).

Protok pokretne faze bio je 0,8 mL min.

3.3.2.5. Odredivanje udjela pojedinacnih fenolnih spojeva u vinu

Volumen od 2 mL vina se prethodno filtrira kroz PTFE membranski filtar veli€ine pore 0.22
pm u tekuéinskokromatografski sustav (HPLC tvrte Agilent 1100). Analiza je provedena na
fenil-heksilnoj koloni (Phenomenex, SAD) uz detektor s nizom dioda. Vrijeme trajanja
analize bilo je 65 minuta. Kromatogrami su istovremeno biljezeni detektorom s nizom
dioda pri razli¢itim valnim duljinama i fluorescencijskim detektorom na razli€itm valnim

duljinama ekscitacije i emisije.

DAD: A=280 nm (hidroksibenzojeve kiseline), A=320 nm (hidroksicimetne kiseline), A=360
nm (flavonoli)
FLD: Aex=225 nm / Aem=320 (flavan-3-oli)

Istovremeno su snimljeni i UV-Vis spektri pojedinih sastavnica u rasponu valnih duljina od
200 nm do 650 nm. Identifikacija sastavnica vina provedena je usporedbom njihovih
vremena zadrzavanja na kromatografskoj koloni te pripadnih UV-Vis spektara i
fluorescencije na karakteristicnim valnim duljinama ekscitacije i emisije s vremenima
zadrzavanja, spektrima i fluorescencijom standardnih spojeva. Masene koncentracije
identificiranih spojeva odredene su pomoc¢u bazdarnih krivulja nacinjenih analizom

vanjskog standarda.

3.3.2.6. Odredivanje slobodnog a-amino duSika (FAN)
Slobodan a-amino duSik (FAN) odreden je spektrofotometrom ,Specord 400“ Analytik
Jena, Jena, Njemacka. Metoda se temelji na derivatizaciji primarnih amino grupa s o-

ptaldialdehid/N-acetil-L-cistein reagensom (Dukes i Butzke, 1998).
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3.3.3. Senzorna analiza vina

Senzorna analiza vina provedena je 6 mjeseci nakon zavrdene alkoholne fermentacije,

pri Cemu je koristena metoda 100 pozitivnih bodova (OIV, 2007). Metoda se temelji na

ocjenjivanju pojedinacnih svojstava vina pri ¢emu se zavisno od intenziteta i kakvoce

dodjeljuje odredeni broj bodova. Sveukupna suma dobivenih bodova po pojedinim

kategorijama se zbraja, a moze iznositi od minimalno 40 do maksimalno 100 bodova. U

ocjenjivanju vina sudjelovalo je 8 kvalificiranih degustatora.

3.3.4. StatistiCka analiza podataka

1.

— Most

Utjecaj godina berbe i klonova na osnovne karakteristike mosta (ukupne fenole,
Secer, ukupnu kiselost, pH, vinsku, jabuénu i limunsku kiselinu te FAN) i na sadrzaj
pojedinih aminokiselina u mostu analiziran je linearnim modelima. U prvoj fazi
analize testiran je puni model, sa godinama i klonovima, te interakcijom
godina*klon kao faktorima. Efekt godine (ili interakcije klon*godina) je za sva
analizirana svojstva, kao i sve aminokiseline bio signifikantan, uz p<0.01, te je radi
toga u daljnjoj analizi koristen model samo sa klonom kao faktorom, a pojedine
godine analizirane su odvojeno.

Razlike aritmeti¢kih sredina svih klonova testirane su za sva analizirana svojstva
za koja se efekt klona pokazao signifikantnim uz p<0.05. Polazna razina
vjerojatnosti kod multiplih usporedbi korigirana je Bonferronijevom korekcijom, a
usporedbe koje su nakon korekcije imale p<0.05 (5%) oznacene su kao statisticki
znacajne.

Za prikaz odnos klonova temeljem svih osnovnih karakteristika mosta i svih
aminokiselina u mostu, koristen je graf prvih dvaju glavnih sastavnica procijenjenih
analizom glavnih sastavnica (PCA).

—Vino

UCinak klonova i kvasaca na osnovna svojstva vina te na sadrzaj aminokiselina,
polifenola i aroma u vinu u svakoj pojedinoj godini testiran je linearnim modelima
sa klonom kao jednim faktorom, kvascem kao drugim, te interakcijom klon*kvasac
kao trec¢im efektom u modelu.

Razlike aritmetickih sredina razina faktora testirane su za ona analizirana svojstva
i za one faktore Ciji se efekt pokazao signifikantnim uz p<0.05. Polazna razina

vjerojatnosti kod multiplih usporedbi korigirana je Bonferronijevom korekcijom, a
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usporedbe koje su nakon korekcije imale p<0.05 (5%) oznacene su kao statisticki
znacajne.

Za prikaz odnos klonova i kvasaca temeljem svih osnovnih svojstava vina, i
sadrzaja svih aminokiselina, polifenola i aroma u vinu, koristen je graf prvih dvaju
glavnih sastavnica procijenjenih analizom glavnih sastavnica (PCA).

Za sve statistiCke analize i prikaz rezultata koristeni su programski paketi SAS 9.4
(SAS Institute, Cary NC) i R (R core team, 2015).
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4. REZULTATI ISTRAZIVANJA

4.1. Most

4.1.1. Koncentracija Secera

100

W 2011.
m2012.

VV360 VV482 VV479 VV434 VV486 VV423 VV406 VV483 VV438

Grafikon 3: Koncentaracija Secera (°Oe) u mostovima klonskih kandidata kultivara
Kraljevina 2011. i 2012. godine

Kod svih klonskih kandidata kultivara Kraljevine zabiljezene su vece koncentracije Secera
u 2011. godini u odnosu na 2012. sto je odraz klimatskih prilika. Naime, bez obzira $to je
2012. godina u periodu dozrijevanja (srpanj i kolovoz) bila susnija, sa manjom koli¢inom
oborina i viSim temperaturama, vrijednosti koncentracije Se¢era u mostu bile su nesto nize
uslijed deset dana ranije berba groZzda ponajprije zbog uoenog pada ukupne kiselosti, te
najavljenog duzeg kiSnog perioda u rujnu. Berba groZzda klonskih kandididata 2011.
godine obavljena je 14.09., a 2012. godine 04.09.
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Tablica 7: Koncentracija Se¢era (Oe®) u mostovima klonskih kandidata kultivara Kraljevina
2011. i 2012. godine

Secer (Oe°)
Klonski kandidat
2011 2012

VV - 360 884 864
VV — 482 81® 778
VV — 479 77¢ 65F
VV — 434 77° 66PE
VV — 486 77° 68C<PE
VV — 423 76° 69¢P
VV — 406 76¢ 68CPE
VV — 483 75¢ 70¢
VV — 438 72° 71¢

Iz prikazanih rezultata sadrzaja Secera u mostovima 9 klonskih kandidata vidljivo je da se
po nakupljenom sadrzaju Secera u mostu signifikantno izdvojio klonski kandidat VV-360
sa 88°0Oe 2011. godine, te 86°0Oe 2012. godine $Sto je u skladu sa prethodnim
istrazivanjima provedenim na klonskim kandidatima ovog kultivara gdje je najviSi prosjecni

sadrzaj Seéera ostvario upravo VV-360, a iznosio je 75,3 °Oe (Preiner i sur., 2009).

Nakon klonskog kandidata VV-360 slijedi klonski kandidat VV-482 koji je 2011. godine
ostvario 81°Oe, a 2012. godine 77°Oe. Klonski kandidat kod kojeg je uoeno najmanje
variranje izmedu godina u nakupljanju Secera je VV-438, a iznosilo je svega 1°Oe.
Dobiveni rezultati zna€ajno odstupaju od prosjeka kultivara s obzirom da je poznato da se
u proizvodnji vina Kraljevine kao uobi¢ajeni postupak koristi pojacavanje mosta dodatkom
saharoze sa ciljem poviSenja sadrzaja alkohola u vinu na oko 11 vol%.

Klonski kandidat koji se izdvojio sa najnizom koncentracijom nakupljenog Seéera 2011.
godine je VV-438 sa 72°Oe, a 2012. godine to je bio klonski kandidat VV-479 sa
nakupljenih 65°0Oe $to je u skladu sa literaturnim podacima koji govore da ovaj kultivar
nakuplja nesto niZze koncentracije Secera, koje se u normalnim godinama dozrijevanja
krecu od 65-70°Oe, (MiroSevic i sur., 2002), te daje svjeza vina nizih alkohola (Licul i sur.
1979, Sucevi¢, 1950).
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4.1.2. Ukupna kiselost

Ukupna kiselost g/L
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Grafikon 4: Koncentracije ukupne kiselosti (g/L) u mostovima klonskih kandidata kultivara
Kraljevina 2011. i 2012. godine

Medu ispitivanim klonskim kandidatima utvrdena je razli€itost u koncentraciji ukupnih
kiselina u mostovima klonskih kandidata. U 2011. godini ukupna kiselost kretala se od 6.2
g/L do 7.2 g/L, a 2012. godine od 6.7 g/L do 7.4 g/L. Kao i kod koncentracije Secera u

mostu raniji rok berbe je utjecao na nesto viSu ukupnu kiselost u 2012. godini.
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Tablica 8. Koncentracije ukupne kiselosti (g/L) u mostovima klonskih kandidata kultivara

Kraljevina 2011. i 2012. godine

Ukupna kiselost
Klonski kandidat (g/L kao vinska )
2011 2012
VV — 486 7.2% 7.0¢P
VV — 482 7.2% 7.28¢
VV — 434 7.14 7.0¢P
VV — 479 7.14 7.28¢
VV — 438 7.1A 7.3"8
VV — 483 7.1° 7.47
VV — 423 6.58 7.47
VV — 406 6.58 7.3"8
VV — 306 6.2¢ 6.7°

Signifikantno najniza ukupna kiselost u obje godine utvrdena je kod klona VV-360 koja je

2011. godine iznosila 6.2 g/L, a 2012. godine 6.7 g/L, dok je najvisa ukupna kiselost 2011.
godine zabiljezena kod klonova VV-486 i VV-482 sa 7.2 g/L, te 2012. godine kod klonskih
kandidata VV-483 i VV-423 sa 7.4 g/L ukupne kiselosti. Klonski kandidat VV-360 se u obje

godine izdvojio najviSom koncentracijom Secera, te najnizom koncentracijom ukupnih

kiselina.
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4.1.3. pH vrijednost

pH vrijednost
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Grafikon 5: pH vrijednost mostova klonskih kandidata kultivara Kraljevina 2011. i 2012.
godine

pH vrijednost mo&ta klonskih kandidata kultivara Kraljevine u obje godine kretala se
izmedu 3.14-3.20. Sukladno vrijednostima ukupne kiselosti mijenjala se i pH vrijednost.
Klonski kandidat VV-360 koji je imao najnizu vrijednost ukupne kiselosti u obje godine

imao je i najvisu pH vrijednost.

Tablica 9. pH vrijednost mostova klonskih kandidata kultivara Kraljevina 2011. i 2012.

godine
Klonski kandidat pH vrijednost
2011 2012

VV - 360 3.20% 3.20%
VV — 423 3.19%8 3.178
VV — 406 3.18%8¢ 3.158¢
VV — 482 3.178¢P 3.178
VV — 483 3.178¢P 3.178
VV — 479 3.15%¢ 3.14¢
VV - 438 3.150¢ 3.16°
VV — 434 3.15%¢ 3.158¢
VV — 486 3.14F 3.158¢
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4.1.4. PojedinacCne organske kiseline

Tablica 10. Koncentracija organskih kiselina (g/L) u moStovima klonskih kandidata

kultivara Kraljevina, berba 2011. i 2012. godina

Klonski kandidat Vinska kiselina Jabuéna kiselina Limunska kiselina
2011 2012 2011 2012 2011 2012
VV - 483 8.314 8.308 2.218C |2.628¢ 0.21°¢P 0.148¢
VV - 423 8.274 8.434 2.03PEF 12.18° 0.228®  10.184
VV - 482 8.20" 8.198¢ 1.965F |2.77%8 0.20° 0.18%
VV - 486 8.00"8 8.10¢P 1978 |2.93* 0.21° 0.12¢
VV - 479 7.90%8¢  |8.03P 2.05CPE | 2 69BC 0.25A8C 0.16%8
VV - 438 7.8278¢ 18.08¢P 2.308 2.57¢ 0.257B¢ 0.184
VV - 434 7.49B8¢P  18.16° 2.807 2.934 0.238B¢P 0.194
VV - 406 7.41¢P 7.74F 1.88F 2.08P 0.284 0.194
VV - 360 7.12° 7.79F 2.178¢P | 2.75¢ 0.238B¢P 0.11¢

Kemijskom analizom mosta utvrdene su znacajne razlike u koncentracijama vinske i
jabu€ne kiseline u obje godine istrazivanja (Tablica 10). Koncentracija vinske kiseline
2011. godine kretala se od 7.12 g/L (VV-360) do 8.31 g/L (VV-483), a koncentracija
jabuéne od 1.88 g/L (VV-406) do 2.80 g /I (VV-434). Klonski kandidati koji su imali nesto
vidu vinsku kiselinu bili su siromasniji sadrzajem jabucne kiseline s time da se klonski
kandidat VV-483 izdvojio viSim sadrzajem i vinske i jabu€ne kiseline Sto je u skladu sa
vrijednostima ukupne kiselosti utvrdene kod navedenog klonskog kandidata, a koje su u
odnosu na druge kandidate bile znacajno veée. Kod koncentracije limunske kiseline
signifikantnost medu ispitivanim klonskim kandidatima nije bila toliko naglasena iako je
takoder postojala. Tako je u obje godine najveéa vrijednost utvrdena kod klonskog
kandidata VV-406 dok je najveée odstupanje izmedu pracenih proizvodnih godina
utvrdeno kod klonskih kadnidata VV-306 (0.12 g/L) te VV-486 (0.09 g/L).
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4.1.5. Slobodni a-amino dusik (FAN)
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Grafikon 6: Slobodni a — amino duSik (FAN) (mg N/L) u mostovima klonskih kandidata

kultivara Kraljevina 2011. i 2012. godine

Kao $to je vidljivo na grafikonu 6. klonski kandidati razlikovali su se u koncentracijama

FAN-a pri éemu je takoder vidljiv i utjecaj godine. Tako su svi mostovi u 2011. godini imali

vise FAN-a u odnosu na 2012. godinu pri éemu je najmanje odstupanje utvrdeno kod
klonskih kandidata VV-482 i VV-483 gdje su razlike bile oko 10 mg N/L.

Tablica 11: Slobodni a —amino dusik (FAN) (mg N/L) u mostovima klonskih kandidata
kultivara Kraljevina 2011. i 2012. godine

Klonski kandidat FAN (mg N/L)
2011 2012

VV — 360 144.217 106.108
VV — 434 124.88" 119.19%
VV — 438 103.74¢ 86.43¢P
VV — 482 100.71¢ 94.85¢
VV — 423 97.39¢ 79.77°
VV — 483 84.52° 79.76°
VV - 486 81.53° 56.87F
VV — 479 79.93° 50.79¢
VV — 406 67.42F 56.87F
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Iz tablice 11. mozemo zakljuCiti da izmedu klonskih kandidata unutar i izmedu dvije
istrazivane godine postoje statistiCki znacCajne razlike. Klonski kandidati koji su se izdvojili
najvisim koncentracijama slobodnih a-aminokiselina (FAN-a) su VV-360 i VV-434. Klonski
kandidat VV-360 izdvojio se 2011. godine sa najviSom prosjeCnom koncentracijom od
144,21 mg N/L Sto je po vecini literaturnih navoda (Henschke i Jiranek, 1993; Bell i
Henschke, 2005) iznad minimalnih koncentracija koje su dovoljne za rast i razmnoZzavanje
kvasaca, te normalno provodenje alkoholne fermentacija. Odmah iza klonskog kandidata
VV-360 slijedi klonski kandidat VV-434 sa 124.88 mg N/L koji se ujedno 2012. godine
izdvojio najviSom prosje€nom koncentracijom slobodnih a-aminokiselina sa 119,85 mg
N/L, &to je po literaturnim navodima ispod optimalne razine. Klonski kandidat VV-360 te

iste godine sa prosje¢nom koncentracijom od 106,10 mg N/L slijedi odmah iza njega.

4.1.6. Aminokiseline u mostu

Kemijskom analizom mosta utvrdene su znacajne razlike u sadrZaju pojedinacnih
aminokiselina kod klonskih kandidata kutivara Kraljevina. Kao najzastupljenija
aminokiselina u obje godine izdvojio se arginin Cije koncentracije su se kretale od 197.08
mg/L kod klonskog kandidata VV-406 do 438.37 mg/L kod klonskog kandidata VV-360,
dok su najmanje razlike uoCene u koncentracijama izoleucina, cisteina, valina i
fenilalanina. Dobiveni rezultati su u skladu sa literaturnim podacima koji govore da je
aminokiselina arginin uz prolin najzastupljenija aminokiselina u mostu. Upravo zbog toga
klonski kandidat VV-360 sa 952.04 mg/L izdvojio se signifikantno najvis§im sadrzajem
ukupnih slobodnih aminokiselina, dok se klonski kandidata VV-406 sa 492.38 mg/L
izdvojio najnizim. Osim arginina u prosjeku najzastupljenije aminokiseline bile su alanin,

aspartat, lizin, treonin, tirozin, serin, glutamat (tablica 12, 13).
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Tablica 12. Koncentracije pojedinacnih aminokiselina u mostovima klonskih kandidata kultivara Kraljevina, 2011. godina

Klonski Ukupne
kandidat || Glu Asp Cys Ser His Gly Thr Arg Ala Tyr Val Met Phe lle Leu Lys ak
VV360 28.10 8 125.474 9.64*  38.86° 36.60" 9.93*  113.57A 598.42°A  94.03*  21.278¢  6.80° 26.89 5118 7518 2510 32,93  1180.19*
VV406 15.08F 43.83F 4.80¢  17.59° 11.58F 4.42°  50.64F 266.00°  38.18°  18.288¢  2.18F 13.81¢  1.72¢ 4.11°® 13.63¢  29.11°°P 534,94
VV423 16.87PEF  4572F 4.24°  18.10° 11.57F  4.74°0  65.90° 334.40F 39.24F¢  16.48C 2.90PE  1524B¢  182¢ 3128  13.55¢ 25820  619.67H
VV434 32.284 88.898 9.83*  31.63%8 32808 7.528  99.078 557.828  61.138  21.848  4.29C 17.638 197 4.20°° 17.74®  36.25* 1024.868
VV438 27.708 64.04¢ 7.218  25.31¢ 23.28° 6.448¢ 66.730 398.67°  51.18°  16.50° 3.21CPE 16.508C€  4.42® 4.33°0  16.038¢ 30.828¢  762.33°
V479 20.63¢ 61.50°C  5758C 19260  13.24F  4.86°°C  66.64° 360.58F  46.49°  23.28° 3.81°¢  16.74®  0.54P 4.69¢ 15668 27.08°  690.72EF
VV482 18.65€PE  57.96P 5.14°  24.90° 16.52° 7.308  77.61€ 507.65¢  57.958  22.07%8 5.538 2499  6.36* 877 2315  31.158¢  895.65C
VV483 19.56°P  52.60F 5.28¢  19.23° 1366 5.22°°  65.86° 359.845  44.25PF  19.57BC  306PF  14.93%¢ 0.81° 3.61°F 14.19¢  26.11°  667.73F
VV486 15.63FF 44.07F 4.28°  17.89° 10.306 4.93°P  60.07° 345.375F  42.205F  20.14%BC  3.09PE 15,558  0.85° 4.13°® 15.138¢  30.878¢  634.45¢
Tablica 13. Koncentracije pojedinacnih aminokiselina u mostovima klonskih kandidata kultivara Kraljevina, 2012. godina
Klonski Ukupne
kandidat Glu Asp Cys Ser His Gly Thr Arg Ala Tyr Val Met Phe lle Leu Lys ak
VV360 29.378 50.618  1.62"8  36.40* 14.088  15.28% 5293 278324  119.658  50.76B 9.288 17.078 5.548 7.42%  13.74° 21.86F 723.908
VV406 19.64°0  41.72¢  1.21°F  18.48¢ 5.27P°F 5,050 31.07F  128.16F  98.05P 36.01F 8.878 9.47PE 4.40° 5018 8.77FF  28.68°F  449.82F
VV423 16.50°F  30.72°  0.94F 18.58°  4.84PEF  337E 27.70E  108.26F  105.88°  30.68F 6.21¢ 7.34EF 4060 3.37C 9.78°E 29920  408.11"
VV434 49.094 75.04%  1.84*  34.75* 18.32"  8.66° 47.098  253.44%  186.33*  60.86" 6.39¢ 11.79°®  458¢  2.37° 6.69¢ 60.95A 828.15*
VV438 21.01¢ 4413 1.13PF 26,738  8.12¢ 5.86¢ 41.95¢ 155.72¢  118.28%8  45.70° 8.078 12.22¢ 470  211° 13.31¢ 29.19° 538.19P
VV479 19.66°0  44.78¢ 1.11°F  21.08° 3.28F 3.06F 18.87F  102.71¢  64.89F 21.706  4.08° 6.35F 3.630  2.09° 7.74FG  40.548 365.52
VV482 15.04EF 32.81° 1.27°° 26908 5.71P 5.33°®  3546P 256.58%  98.75P 38.11°F 9,038 19.794 7.13*  6.65% 19.11* 30.57° 608.19¢
VV483 25.828 42.01¢ 1.558¢  20.76° 3.67FF 5.11P 37.96°  143.24°P  5506F 40.79° 11.824  13.42¢ 6.664  3.44° 16.03® 33.76°  461.05F
VV486 16.63°F 33,620 1.29°0  16.20¢  7.46C 8.538 10.43¢  138.59°  103.47¢  31.48F 8.868 12.05¢ 435¢  3.38° 10.71° 26.10F 433.11¢
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U 2011. godini vec¢ina aminokiselina (osim alanin, tirozin, valin, fenilalanin, lizin) izdvojila
se sa veéom prosjenom koncentracijom nego 2012. godine. To ukazuje na povezanost
koncentracije aminokiselina i agrotehnickih zahvata u vinogradu, pa moZzemo pretpostaviti
da je izostanak gnojidbe, te niZi sadrzaj du$i¢nih tvari u tlu utjecao na slabiju sintezu

aminokiselina u grozdu.

Dimension 2 (13.50%)

2
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/
/
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-2 -1 ] 1 2
Dimension 1 (74.35%)
Slika 1. Analiza glavnih sastavnica za komponente mosta u 2011. ToCke predstavljaju
prikaz klonskih kandidata u 2 dimenzije, a vektori predstavljaju korelacije izvedenih i

izvornih varijabli odnosno ,smjer djelovanja“pojedinih varijabli.

Iz slike 1. mozemo vidjeti da su se po aminokiselinskom sastavu izdvojili klonski kandidati
VV-360, VV-434, te VV-482. Klonski kandidat VV-360 sadrzi najvise aminokiseline alalnin,
glicin, arginin, klonski kandidat VV-434 sadrZi najviSe glutaminske kiseline, cisteina i
histidina, dok klonski kandidat VV-482 sadrzi najvide izoleucina, metionina, fenilalanina i

tirozina u odnosu na ostale klonske kandidate.
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Dimension 2 (29.81%)
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Slika 2. Analiza glavnih sastavnica za komponente mosta u 2012. ToCke predstavljaju
prikaz klonskih kandidata u 2 dimenzije, a vektori predstavljaju korelacije izvedenih i

izvornih varijabli odnosno ,smjer djelovanja“ pojedinih varijabli.

Iz slike 2. vidljivo je da su se klonski kandidati VV-360 i VV-434 ponovno izdvojili od
ostalih klonskih kandidata prema sadrzaju aminokiselina. Klonski kandidat VV-360
izdvojio se najviSim sadrzajem arginina i glicina, dok se klonski kandidat VVVV-434 izdvojio
najviSim sadrzajem glutaminske kiseline i aspartata. Aminokiselina alanin u ovoj godini
najviSa je kod klonskog kandidata VV-434, dok je u predhodnoj godini alanin bio najviSi
kod klonskog kandidata VV-360. U ovoj se godini klonski kandidat VV-482 ne izdvaja tako
jako kao u predhodnoj godini, a po aminokiselinskom sastavu sli€an mu je klonski
kandidat VV- 483.
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4.1.7. Ukupni fenoli

Ukupni fenoli mg/L

350

300 -

250 -

200 -

m 2011.
150 -

m 2012.
100 -

VV438 VV479 VV360 VV483 VV434 VV406 VV423 VV486 VV482

Grafikon 7: Koncentracije ukupnih fenola (mg/L) u mostovima klonskih kandidata kultivara
Kraljevina u 2011. i 2012. godini

Tablica 14. Koncentracije ukupnih fenola (mg/L) u mosStovima klonskih kandidata kultivara
Kraljevina, 2011. i 2012. godine

Klonski kandidat Ukupni fenoli (mg/L)
2011 2012
VV — 438 308.424 278.25%
VV - 479 307.36* 203.64°¢
VV — 360 256.868 125.71¢
VV — 483 250.218 137.58%
VV — 434 246.108 126.94C
VV — 406 219.34¢ 166.42PF
VV — 423 210.64°¢ 170.57°
VV — 486 208.55°¢ 159.04F
VV — 482 205.44¢ 220.02"

Koncentracija ukupnih fenola u mostovima 2011. godine kretala se u rasponu od 205.44
mg/L (VV-482) do 308.42 mg/L (VV-438), a 2012. godine od 125.71 mg/L (VV-360) do
278.25 mg/L (VV-438). Vece koncentracije ukupnih fenola zabiljezene su 2011. godine
kod svih istrazivanih klonskih kandidata, osim klonskog kandidata VV-482 mg/L (grafikon
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6). Opcenito manje koncentracije ukupnih fenola u mo&tovima svih klonskih kandidata u
2012. godini mogu se povezati sa €injenicom da uvjeti dozrijevanja tj. godina, temperatura

i koliCina oborina mogu znacajno utjecati na njihovu sintezu..

0 VV360

Dim 2 (26.13%)
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o 4 w482 V423
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N
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Dim 1 (36.74%)

Grafikon 8: Analiza glavnih sastavnica (PCA) za pojedine grupe spojeva mosta u 2011.

godini

Klonski kandidat VV-360 se po kemijskom sastavu mosta u 2011. godini razlikuje od
vecine ostalih klonskih kandidata. Ovaj klonski kandidat ima najviSi sadrzaj Secera u
mostu, viSe koncentracije FAN-a i pH vrijednosti od ostalih klonskih kandidata, ali ima
manju ukupnu kiselost i najmanje vinske kiseline za razliku od ostalih istrazivanih klonskih
kandidata.
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Grafikon 9: Analiza glavnih sastavnica (PCA) za pojedine grupe spojeva mosta u 2012.

godini

Klonski kandidat VV-360 se po kemijskom sastavu mosta i u 2012. godini razlikuje od
vecine ostalih klonskih kandidata, no ovaj put su korelacije izvornih i izvedenih varijabli
drugacije, pa ovaj klonski kandidat ima viSi sadrzaj Sec¢era, vise koncentacije FAN-a i viSe
vrijednosti pH od ostalih, ali ima i manju ukupnu kiselost, limunsku kiselinu, vinsku kiselinu

i ukupne fenole od svih ostalih.
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4.2.Vino

4.2.1. Osnovni kemijski sastav vina

Tablica 15. Osnovni kemijski sastav vina klonskih kandidata berbe 2011. i 2012. godine

. Ekstrakt )
Klonski Ukupna Hlapiva .
_ Alkohol bez , _ Pepeo Ukupni
kandidat kiselost kiselost pH .
(vol%) Secera @LY (L) (g/L) fenoli
g g
(9/L) (mgl/L)
2011| 12.574 17.4678 |6.00B 0.64 ABCD 13 23 A 2.05A 190.304
VV-360
2012| 11.854 16.484 6.30°€ 0.24¢ 3.214 1.904 138.768
2011| 11.38¢ 16.00PE |5.936B 0.687BC 3218 1978 158.80P
VV-406
2012 11.7948 | 16.754 6.73A 0.3748 3.15P0 1.904 134.608CP
2011| 11.668 16.20CPE 16,008 0.744 3.208 1.90¢®  [170.48¢
VV-423
2012| 11.68¢P | 16.584 6.73A 0.328 3.198C 1.56P 131.92P
2011| 11.638 17.754 6.118 0.57P 3.208 2.054 168.81¢
VV-434
2012| 11.64P 16.404 6.734 0.328 3.16° 1.808 120.58F
2011| 11.13P 17.0078C |6.53A 0.59 ¢b 3.2148 1.95BCD  1134.89F
VV-438
2012| 11.65P 16.0878 [6.80A 0.308¢ 3.17¢P 1.59P 126.63F
2011| 11.20°P 14.90F 6.584 0.61 BCP 3.208 1.88P 151.88F
VV-479
2012| 11.62P 15.03¢ 6.70A8 0.308¢ 3.16° 1.36F 137.118¢
2011| 11.688 15.70PEF 16.58A 0.66ABCD 13234 1.64FE 166.19¢
VV-482
2012 11.8148 | 16.0878 |6.73A 0.318¢ 3.17¢P 1.36F 135.84BCD
2011} 11.728 16.60BCP 16.63A 0.7148 3.17¢ 2.0148 176.82B
VV-483
2012| 11.758C¢ | 16.10A® |6.385BC 0.3748 3.2048 1.67¢ 133.44CP
2011| 11.43°¢ 15.60FF [6.45A 0.58¢cP 3.208 1.976BC 167.11€
VV-486
2012| 11.66P 15.35BC |6.6848 0.404 3.16¢P 1.50E 144,514

“izraZzena kao vinska kiselina “izraZena kao octena kiselina
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U tablici 15. prikazani su rezultati osnovne fizikalno-kemijske analize vina 9 klonskih
kandidata kutivara Kraljevina. U skladu sa koncentracijom Secera u moStu najvisu
koncentraciju alkohola u vinu imao je klonski kandidat VV-360 koji je ujedno jedini klonski
kandidat &iji most nije podvrgnut postupku pojacavanja. Ocito su 2011. i 2012. godina bile
vrlo povoljne za dozrijevanje grozda jer kultivar Kraljevina vrlo rijetko i to samo u izuzetno
dobrim godinama moze postici prirodnu koncentraciju Secera, koja ¢e osigurati vise od 11
vol% alkohola u vinu. Klonski kandidat VV-360 se u obje godine izdvojio se najvecom
koncentracijom nakuplienog Secera koja je 2011. godine iznosila 88°Oe $to odgovara
prirodnoj alkoholnoj jakosti 12 vol%, a 2012. godine 85°0Oe $to daje 11,5 vol%. Kako bi se
ujednacile koncentracije alkohola svih vina u pojedinoj godini te izbjegle kasnije razlike
prilikom senzornog ocjenjivanja vina u ostalim klonskim kandidatima proveden je
postupak pojaCavanja u skladu s koncentracijom Secera u ishodiSnom mostu klonskog
kandidata VV-360. Prema dobivenim rezultatima vidimo da su se vrijednosti koncentracije
alkohola u vinima ispitivanih klonskih kandidata u obje godine kretale izmedu 11.13-12.57

vol% a to su nesto vece vrijednost od o¢ekivanog za ovaj kultivar.

Najveca prosjeCna koncentracija ekstrakta bez Secera 2011. godine zabiljeZzena je kod
klonskog kandidata VV-434 sa 17.75 g/L, te klonskog kandidata VV-360 ¢ija je vrijednost
iznosila 17.46 g/L. 2012. godine vrijednosti ekstrakta bez Secera bile su nesto nize, a
najveca koncentracija zabiljezena je kod klonskog kandidata VV-406 sa 16.75 g/L. Slijede
ga klonski kandidat VV-423, te klonski kandidati VV-360 i VV-434 kod kojih je takoder
zabiliezena i najve¢a koncentracija 2011. godine. Herceg (2016) u svom istrazivanju
navodi vrijednosti ekstrakta bez Seéera u vinima kultivara Kraljevina koje su se kretale od

15.6 g/L do 19.7 g/L &to je u skladu sa ovim istraZivanjem.

U svim vinima doSlo je do smanjenja ukupne kiselosti u odnosu na kiselost mosta,
najvjerojatnije uslijed smanjenja vinske kiseline zbog talozenja tartarata, dok znacajne

razlika u koncentraciji ukupne kiselosti i pH izmedu klonskih kandidata nisu utvrdene.

Relativno niske vrijednosti hlapive kiselosti ukazuju na pravilan tijek alkoholne
fermentacije u oba tretmana, kao i na pozitivha enoloSka svojstva koriStenih sojeva

kvasaca.

Vina klonskih kandidata signifikantno su se razlikovala u koncentracijama pepela pri ¢emu
su zabiljeZzene nesto vise koncentracije pepela u vinima klonskih kandidata iz 2011.
godine. Tako su se klonski kandidati VV-360 i VV-434 koji su se izdvojili najviSom

koncentracijom ekstrakta bez Secera izdvojili i najviSim vrijednostima pepela koja je
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iznosila 2.05 g/L , s tim da se je klonski kandidat VV-360 uz VV-406 i sljedeCe godine
izdvojio najveéom koncentracijom pepela u vinu koja je iznosila 1.9 g/L. Prema Miro3evicu
i sur. (2002) koli€ina pepela u vinima Kraljevine kre¢e se u rasponu od 1.4 do 2.0 g/L dok
Herceg (2016) navodi vrijednosti koli€ine pepela u 11 vina Kraljevine koje su se kretale od

1.47 do 1.8 g/L, Sto je u skladu sa nasim rezultatima.

Koncentracije ukupnih fenola bile su veée kod svih klonskih kandidata u 2011. godini pri
¢emu se najve¢om koncentracijom izdvojio klonski kandidat VV-360. U 2012. godini
zabiljezenu razlike izmedu klonskih kandidata bile su signifikantne pri éemu je najveca
koncentracija utvrdena kod klonskog kandidata VV-486. Najniza koncentracija ukupnih

fenola u obje istrazivane godine utvrdena je kod klonskog kandidata VV-438.

4.2.2. Pojedinacne organske kiseline

Tablica 16: Koncentracije organskih kiselina (g/L) u vinima klonskih kandidata kultivara
Kraljevina berba 2011. i 2012 godina

Klonski Vinska Jabuéna Mlije¢na Limunska Jantarna
kandidat kiselina kiselina kiselina kiselina kiselina
2011 | 2012 2011 2012 2011 | 2012 | 2011 2012 2011 | 2012

VV-360 | 3.23F | 4.86F | 2.10%¢ | 2.39° | 0.14* |0.148°| 0.23”~ | 0.11°¢ |0.87B¢P| 0.534
VV -406 | 3.48° | 4965 | 1.84° 1.91° [0.0978|0.14°° | 0.26* | 0.19”8 | 1.10% |0.27¢P
VV -423 | 3.87¢ | 6.08" | 1.86° 2.07° |0.1378|0.1778| 0.21” | 0.19%8 |1.01”8| 0.31°¢
VV -434 | 3.285 | 5.18P | 2.74* 2.82% |0.1178|0.14B8¢| 0.25* | 0.17%8 | 0.73P | 0.42°®
VV -438 | 3.89° | 5.49° | 2.16® | 2.48%¢ |0.1178| 0.19A | 0.22” | 0.188 |1.01/B|0.26 “PE
VV - 479 | 3.37PF | 5.41C | 1.94°C | 2.64% | 0.098% | 0.19~ | 0.24”~ | 0.15B | 1.15% | 0.38°"
VV -482 | 4.09% | 6.10% | 1.82° | 2.64"® | 0.14” | 0.11° | 0.23”~ | 0.20” |0.93B¢|(0.23PE
VV - 483 | 4.25%8 | 5,788 | 2.048¢ | 2,508 |0.13”8|0.13°P| 0.24” | 0.16”® |0.92B¢| 0.20°F
VV - 486 | 4.37* | 5.85% | 1.86° 2.79" 10.12”8|0.148¢| 0.22” | 0.11¢ |0.84¢P|0.23P¢

U svim vinima 2011. i 2012. godine utvrdeno je smanjenje vinske kiseline, najvjerojatnije
uslijed talozenja tartarata. Koncentracije jabuéne kiseline neznatno su se smanijile, pri
¢emu je i dalje signifikantno najviSa vrijednost utvrdena kod vina klonskog kandidata VV-
434 i to u obje godine. Limunska kiselina jedina je organska kiselina kod koje nisu

zabiljeZzene znacajne razlike izmedu klonskih kandidata.
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Signifikantne razlike u koncentraciji jantarne kiseline utvrdene su u obje istrazivane godine
pri €emu su vece koncentracije jantarne kiseline utvrdene u 2011. godini. Tako se 2011.
godine u vinima ispitivanih klonskih kandidata koncentracija jantarne kiseline kretala od
0.84 g/L (VV-486) do 1.15 g/L (VV-479), a 2012. godine od 0.20 g/L (VV-483) do 0.53 g/L
(VV-360). U 2011. godini utvrdena je i signifikantna razliCitost izmedu koriStenih sojeva
kvasca pri éemu je signifikantno ve¢a koncentracija utvrdena kod vina klonskih kandidata
VV-360, VV-434 i VV-486 dobivenih primjenom Vinl3 soja kvasca. Medutim taj trend nije
zabiljezen u 2012. godini kada su razlike bile neznacajne. Dobiveni rezultati u skladu su s
literaturnim podacima koji navode povezanost izmedu soja kvasca i sinteze jantarne

kiseline tijekom fermentacije (Shimazu i Watanabe, 1981.).

4.2.3. Aminokiseline u vinu

Razmatrajuci rezultate dobivenih aminokiselina u vinu svakog klonskog kandidata, vidimo
da se vecCina aminokiselina troSi tijekom alkoholne fermentacije, medutim razina potrosnje
znacajno varira obzirom na klonski kandidat, koriSteni soj kvasaca i godinu. Samim time je
i ukupni sadrzaj aminokiselina u vinima svih klonskih kandidata znacajno manji u

usporedbi sa vrijednostima dobivenim za analizirane mostove.
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Tablica 17: Koncentracije pojedinacnih aminokiselina (mg/L) u vinima klonskih kandidata kultivara Kraljevina, 2011. godina

Klon Glu Asp Cys Ser His Gly Thr Arg Ala Tyr Val Met Phe lle Leu Lys
VV360 | 12.24~  19.82~ 36.68*  4.598 15120 4648  587A 65.704  21.57%  49.004 3.94* 521* 0.00 4.21* 17558 9.73A
V406 | 7.54° 8.45P 14.57°  1555F  16.89°  3.15F  2.66° 12.25F  14.55PE  1.36C 1.16  3.608  0.00 2.41° 10.29° 4.60F
V423 | 8.54¢ 16.038  22.698 2.65P  26.54¢  357°0 4818 28.66°  18.178  3.88C 252¢ 2,02 0.00 1.80° 11.81¢ 5.68°
V434 | 10.76®  16.138  22.30° 3.25¢  1552PF  585°  3.81° 35.458  16.67¢  19.948  303® 515 0.00 3.778% 14298 7.15C
V438 || 7.78°°  6.51F 15.08°  1.685  11.03F 3450  220°F 737"  18.64° 1.23¢ 1.02¢  3.81% 000 2.28° 9.30F 3.73
V479 | 5.63F 6.62F 13.94PE 1136 1509 2348 1.79F 6.35" 15.14°  0.95¢ 0.71F 234> 0.00 1.20F 6.71F 4.316
VV482 || 10.508  15.47%  20.93° 6.03*  33.68*  3.60° 5794 32.23¢  18.838 16.288  2.878 2220 0,00 2.40C 14.44% 9.31B
V483 | 7.32° 10.81¢  18.22¢ 2820  28.418B 2.85F 4708 23.34F  14.29F 1.91¢ 1.51° 2.81¢ 000 225 10.19° 4.30¢
V486 || 6.37F 7.70P  12.28F 1.30F¢  16.00°F  2.65¢  2.02°F 9436 16.61¢  1.78¢ 1.49°  216P°F 000 1.31F 7.35F 5.20F
Tablica 18: Koncentracije pojedinacnih aminokiselina (mg/L) u vinima klonskih kandidata kultivara Kraljevina, 2012. godina

Klon Glu Asp Cys Ser His Gly Thr Arg Ala Tyr Val Met Phe lle Leu Lys
VV360 | 13.274  14.67A 29.337 4378  18.62" 5.71¢  3.87A 27.92A  17.31%8 2.10°P 229~ 071  0.74 3298 1854 5.48B
V406 || 4.98° 6.44F 17.99¢ 1.52F 17.33"8 4700  1.24F 9.16F 13.41€PE 0.77€PE 0.90¢  1.15° 114 0.22F  7.93° 3.23F
VV423 || 7.17€ 7.66P 20.80¢ 1.28%  11.85° 6.398  1.46F 14.45¢  13.95°P 0.23PE 0.00° 1.17° 055 0428  6.69F 3.80°
VV434 | 1043 12588  26.34° 2.26°  10.25F 2,748 2,958 18.988  17.88* 9.13A 1.618 293 290 1.08°  1553%  3.65°
V438 | 7.46° 9.66C 17.84¢ 1.845  14.40° 7.32A  2.56C 10.83°  13.38°°E  1.86°PE 1598 353 203 1998  11.56° 4.89¢
VV479 | 2.20F 2.116 14.59F 2.06°  6.85F 4.57°  1.00¢ 6.60F 14.41° 0.00E 0.00° 067  0.00 0.006 2.81¢ 2.95F
V482 | 6.76° 6.085F  19.09°E  573* 15928 2.93F  2.06° 9.520F  12.60F 2.17¢ 205 1.63° 1.88 1.56° 15478 9.88"
V483 | 3.67F 5.59F 17.94F 1.97°F  13.32¢ 6.388 1.38F  7.01F 16.328 0.00F 0.63¢ 1.68° 0.61 0.087¢ 6.10F 3.38F
V486 | 5.64° 6.22F 19550 1156 9.24F 5.78°  2.49C€ 8.71F 12.850F 5.388 0.15° 2618 131 0.17F  8.26° 2.486
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Prema prikazanim rezultatima u tablicama 17. i 18. vidljivo je da od svih klonskih
kandidata najviSe gotovo svih aminokiselina sadrzZi klonski kandidat VV-360. | u vinima
svih klonskih kandidata najzastupljenija je aminokiselina arginin dok se najmanjim
koncentracijama izdvajaju ve¢ u mostu spomenuta aminokiseline fenilalanin te valin.
Prema Bisson (1991) raspodijela aminokiselina u vinu na kraju alkoholne fermentacije nije
u korelaciji sa poCetnim aminokiselinskim sastavom mosta Sto se moze utvrditi i iz ovog
istrazivanja. Utvrdeno je postojanje signifikantne razliitosti kako medu klonskim
kandidatima tako i medu vinima zavisno od koriStenog soja kvasca pri ¢emu je znacajan
utjecaj na njihovu raspodijelu imala i sama proizvodna godina $to je vidljivo kroz grafikone
10.i11.
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Grafikon 10. Analiza glavnih komponenata (PCA) prema analizi pojedinacnih

aminokiselina za vina klonskih kandidata kultivara Kraljevina berbe 2011. godine
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Grafikon 11. Analiza glavnih komponenata (PCA) prema analizi pojedinacnih

aminokiselina za vina klonskih kandidata kultivara Kraljevina berbe 2012. godine

Usporedivsi koriStene sojeve kvasca dobiveni rezultati ukazuju na signifikantno vecu
koncentraciju glutaminske kiseline, treonina, arginina i alanina te manju koncentraciju
aspartata, histidina, glicina i valina u vinima klonskih kandidata dobivenih koristenjem soja
kvasca Affinity i to u obje istrazivane godine. Isto tako rezultati ukazuju na signifikantno
znacajnu razli€itost vina klonskog kandidata VV-360 pri éemu je na sastav pojedinacnih
aminokiselina u 2011. godini veéi utjecaj imao soj kvasca VIN13, a u 2012. soj kvasca
Affinity.
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4.2.4. Sastav pojedinacnih polifenolnih spojeva u vinu

Prema dobivenim rezultatima ovog istrazivanja vidljive su znacajne razlike u polifenolnom
sastavu vina izmedu dvije ispitivane godine, dok odabrani sojevi kvasaca nisu imali
znacajan utjecaj na sastav polifenolnih spojeva u vinu. Utvrdene razlike u koncentracijama
pojedinacnih polifenolnih spojeva izmedu vina pojedinih klonskih kandidata i godine su
oCekivane s obzirom da su fenolne komponente u vinu ovisne o kultivaru, klimatskim
uvjetima, tehnologiji uzgoja vinove loze i tehnikama vinifikacije (Boulton i sur., 2009;
Ribéreau-Gayon i sur., 2006b; Downey i sur., 2006; Keller, 2010). Dobiveni rezultati
ukazuju na relativo niske koncentracije pojedinaénih fenolnih spojeva u vinima svih
klonskih kandidata gdje se kao dominantna hidroksicimetna kiselina izdvojila kaftarna
kiselina Cije koncentracije su u obje godine bile zna€ajno najveée kod vina klonskog
kandidata VV-479. U sastavu hidroksibenzojevih kiselina razlike su bile jo§ manje pri
¢emu se u 2011. nesiginifikantno vecom koncentracijom galne kiseline, a u 2012.
signifikantno vecom izdvojio klonski kandidat VV-438. Po sadrzaju ukupnih flavonola
nametnuo se klonski kandidat VV-360 koji je u obje godine imao znacajno najveéu
koncentraciju epikatehina te klonski kandidat VV-434 koji se izdvojio vecom
koncentracijom procijanidina B1. Usporedujuéi vrijednosti ukupnih flavonola te
hidroksibenzojevin i hidoksicimetnih  kiselina (tablica 21) znafajno najvecom
koncentracijom ukupnih hidroksicimetnih kiselina i to u obje istraZivane godine izdvojio se
klonski kandidat VV-479 te uz njega u 2012. godini VV-486. Temeljem dobivenih
vrijednosti ukupnih hidroksibenzojevih kiselina niti jedno vino klonskih kandidata se nije

posebno istaknulo.
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Tablica 19. Koncentracija pojedinacnih polifenola (mg/L) u vinima klonskih kandidata kultivara Kraljevina, 2011. godine

Procijanidin  Procijanidin Trans
Klon Kaftarna Kafeinska Kutarna P- kumarinska  Fertarna Ferulinska Galna Siringinska  Katehin Epikatehin Bl B2 resveratrol
VV360 | 4.368 0.75 0.63~ 0.09ABCD 1.21F 1.22°P 0.55 0.10 1.42¢P 3.24A 0.36CPE 0.248 0.38
VV406 || 3.40° 0.528¢ 0.13F 0.08B¢P 1.60¢ 1.38B¢ 0.35 0.18 1.38PE 2.02F 0.31PE 0.33* 0.37
VV423 || 2.12F 0.23F 0.29P 0.07¢P 1.38F 1.29¢P 0.84 0.17 1.27¢ 1.99¢ 0.28F 0.15¢P 0.46
VV434 || 2.23F 0.538¢ 0.33¢P 0.06° 1.49P 0.92F 0.85 0.30 1.37PE 3.038 0.544 0.06° 0.48
VV438 || 4.954 0.568 0.33¢ 0.05° 1.50° 1.08F 0.90 0.19 1.350E 2.71¢ 0.378¢P 0.16° 0.40
VV479 || 5.194 0.48B¢P 0.40¢ 0.13* 1.834 1.42°8 0.58 0.15 1.638 2.29P 0.547 0.14¢ 0.41
VVv482 || 2.79P 0.43¢P 0.6078 0.1248 1.29F 1.398¢ 0.37 0.15 1.528C 2.33P 0.46"8 0.32A 0.34
VV483 || 2.23F 0.41° 0.30° 0.12#8C 1.738 1.394 0.68 0.16 1.86% 2.58¢ 0.45R8C 0.11¢P 0.34
VV486 || 2.91P 0.548 0.538 0.06¢P 1.63¢ 1.358¢ 0.26 0.14 1.33PE 1.70F 0.35PE 0.08P 0.40
Tablica 20. Koncentracija pojedinacénih polifenola (mg/L) u vinima klonskih kandidata kultivara Kraljevina, 2012. godine
Procijanidin  Procijanidin ~ Trans
Klon Kaftarna Kafeinska Kutarna P- kumarinska  Fertarna  Ferulinska Galna Siringinska  Katehin Epikatehin Bl B2 resveratrol
VV360 || 5.56¢ 0.59¢ 0.68¢P 0.194 0.3278 0.15 1.8148 0.3878 0.41¢ 12.884 0.908 0.73PE 0.42
VV406 || 4.89P 0.30F 0.28F 0.148¢ 0.27B¢P 0.37 1.58¢ 0.19° 1.638 7.85F 1.038 0.685F 0.47
VV423 (| 3.497 0.90* 0.38F 0.1748 0.24¢P 0.29 1.18° 0.30¢ 1.548¢ 8.34F 1.058 0.47¢ 0.48
VV434 || 3.95F 0.778 0.34FF 0.13¢P 0.3448 0.46 1.13P 0.12° 1.67A 11.128 1.394 0.83¢ 0.38
VV438 || 3.40F 0.83%8 0.788 0.11° 0.278¢P 0.50 1.914 0.358¢ 0.88F 7.65¢ 1.028 0.78¢P 0.38
VV4T79 (| 7.72~ 0.62¢ 0.62P 0.14¢P 0.3348C 0.25 1.8078 0.42A 1.37¢ 9.03P 1.068 1.12A 0.35
VV482 || 4.05E 0.33F 0.738¢ 0.194 0.23° 0.39 1.708¢ 0.338¢ 1.47¢P 9.64¢ 1.138 0.48¢ 0.36
VV483 || 6.51B 0.45° 0.708¢P 0.158¢ 0.278¢P 0.23 0.97 0.45% 1.430E 6.33' 0.988 0.60F 0.45
V486 || 6.728 0.89% 0.88* 0.19% 0.37A 0.26 0.88F 0.13° 1.6278 6.76" 1.028 0.968 0.46
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Tablica 21. Vrijednosti ukupnih flavanola, hidroksicimetnih i hidroksibenzojevih kiselina (mg/L) u vinima klonskih kandidata kultivara
Kraljevina, 2011. i 2012. godine

Ukupni Ukupne Ukupne
flavanoli (mg/L) hidroksicimetne kiseline hidroksibenzojeve kiseline
Klon (mg/L) (mg/L)
2011 2012 2011 2012 2011 2012
VV360 5.28% 14.934 8.298 7.51¢ 0.668¢P 2.19"8
VV406 4.04P 11.20¢ 7.12¢ 6.27° 0.53¢P 1.78¢
V423 3.64F 11.41°¢ 5.43F 5.48F 1.0178 1.48P
V434 5.01B 15.014 5.57¢ 6.00° 1.14A 1.26F
VV438 4.60¢ 10.33° 8.558 5.91PF 1.094 2.26"
V479 4.62¢ 12.598 9.46% 9.67 0.698¢P 2.23A
V482 4.64¢ 12.738 6.64¢P 5.92PE 0.52¢P 2.038
VV483 5.028 9.35F 6.30° 8.348 0.85%8¢ 1.42PE
VV486 3.46F 10.37° 7.04¢ 9.334 0.41° 1.01F
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Iz tablice 21. vidljivo je da su u 2011. godini hidroksicimetne kiseline najzastupljenija
grupa polifenolnih spojeva §to je u skladu i sa literaturnim podacima (Ong i Nagel, 1978;
Boulton i sur.,2009; Jackson, 2014; Vanzo i sur., 2007). Usporedujuci dvije godine u 2012.
godini u vinima svih klonskih kandidata zabiljezene su znalajno vece koncentracije
ukupnih flavanola, a to povec¢anje je vezano uz povecanje koncentracija epikatehina u
svim ispitivanim vinima. Prosje¢ne koncentracije ukupnih flavanola kretale su se u 2011.
godini kretala od 3.45 mg/L (VV-486 ) do 5.28 mg/L (VV-360), a 2012. godine od 9,35
mg/L (VV-483) do 15.02 mg/L (VV-434). U obje godine najveéa prosje¢na koncentracija
galne kiseline zabiljezena je kod klonskog kandidata VV-438 sa 0.90 mg/L 2011. i 1.91
mg/L 2012. godine, dok je najmanja prosje¢na koncentracija zabiljezana kod klonskog
kandidata VV-486 sa 0.26 mg/L u 2011., te VV-483 2012. godine sa 0.97 mg/L.

4.2.5. Aromatski spojevi u vinu

4.2.5.1. Terpeni

Suma monoterpena (ug/L)
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Grafikon 12. Koncentracija sume monoterpena (pg/L) u vinima klonskih kandidata

kultivara Kraljevina berbe 2011. i 2012. godine

Analizirajuéi rezultate te usporeduju¢i sumu pet najzastupljenijin terpenskih spojeva u
vinima devet klonskih kandidata utvrdeno je da se u 2011. godini klonski kandidat VV-483
sa 28.09 pg/L izdvojio najve¢om koncentracijom ukupnih monoterpena, dok se klonski
kandidat VV-434 sa vrijednoS¢u 13.88 ug/L izdvojio najmanjom koncentracijom. Klonski
kandidat VV-483 sa 13.26 pg/L se sliedeCe, 2012. godine izdvojio najmanjom
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koncentracijom, a klonski kandidat VV-482 sa 18.96 pg/L najve¢om koncentracijom.
Toliko odstupanje uvjetovano je zna€ajno manjom koncentracijom cis-ruza oksida cija
koncentracija je kod navedenog klonskog kandidata u 2011. godini iznosila 4.65 pg/L a u
2012. svega 0.86 pg/L. Koncentracije geraniola, citronelola, nerola i a-terpineola u obje
istrazivane godine bile su ispod praga senzorne detekcije te ovi spojevi nisu doprinijeli
znacajno mirisima istrazivanih vina klonskih kandidata. Najzastupljeniji spoj u vinima svih
klonskih kandidata u obje godine istrazivanja bio je linalol (tablica 22 i 23), pri ¢emu su
utvrdene signifikantne razlike u koncentraciji linalola kako izmedu klonskih kandidata tako
i izmedu dvije istrazivane godine. Koncentracije linalola u 2011. godine u vinima
ispitivanih klonskih kandidata kretala se u rasponu od 3.58 ug/L u vinu klonskog kandidata
VV-360 do 12.53 pg/L u vinu klonskog kandidata VV-438, dok su se 2012. godine
koncentracije kretale u rasponu od 3,41 pg/L u vinu klonskog kandidata VV-483 do 7.56
pg/L u vinu klonskog kandidata VV-423. Uz njega medu zastupljenijim monoterpenima
izdvojio se citronelol kojega je u 2011. godini signifikantno najvise bilo u vinu klonskog
kandidata VV-360 a u 2012. uz ve¢ spomenuti izdvojio se i klonski kandidat VV-482.
Prema ukupnoj sumi monoterpena signifikantno vec¢im sadrZajem izdvojila su se vina

dobivena primjenom soja kvasca Vin13.
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Tablica 22.

Koncentracije monoterpena (ug/L) u vinima klonskih kandidata kultivara Kraljevina, 2011. godine

Klon Trans- | Cis-ruza | Geraniol Linalol Geranijska | Alpha-terpineol | Citronelol Nerol | > monoterpena
ruza oksid kiselina
oksid
VV360 n.d. n.d. 1.56¢ 3.58° 1.22PFF 2.33F 6.00* 0.74° 15.43¢P
V406 2.35 3.92 1.70% 7.858¢ 1.594 2.89¢ 1.95F 0.62F 22.868
V423 n.d. n.d. 1.68"8 7.938¢ 1.31¢P 2.54P 1.256 0.73° 15.44¢P
VV434 n.d. n.d. 1.24F 3.72° 1.09¢ 3.648 3.14° 1.068 13.88°
VV438 1.13 3.65 1.28F 12.53* 1.195F 2.43PE 2.30F 1.447 25.95"8
V479 n.d. n.d. 1.4° 6.79¢ 1.378¢ 2.31F 1.87F 0.60F 14.34°
V482 n.d. n.d. 1.588¢ 9.62ABC 1.428 2.02F 3.18° 0.63F 18.45°¢
V483 1.11 4.65 1.62A8¢ 9.978 1.13%¢ 4.427 3.63¢ 1.534 28.09
V486 1.21 3.81 1.53¢ 12.34 1.24PE 2.39E 4.408 0.85¢ 27.747
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Tablica 23. Koncentracije monoterpena (pg/L) u vinima klonskih kandidata kultivara Kraljevina, 2012. godina

Klonski Trans- | Cis-ruza | Geraniol Linalol Geranijska | Alpha-terpineol | Citronelol Nerol > monoterpena
kandidat ruza oksid kiselina
oksid

VV360 1.21 3.71 2.06¢P 4.24 1.468 1.76% 3.378 1.43* 16.73
V406 n.d. n.d. 1.95P 6.90 1.34¢ 3.048 1.75% 1.3748 16.36
V423 n.d. n.d. 2.02¢P 7.56 1.448 2.12° 1.86" 0.61° 15.60
V434 n.d. n.d. 2.148¢ 5.39 1.10° 4.30" 2.49P 1.4178 16.82
VV438 1.13 251 2.90* 4.65 1.388¢ 2.88" 2.09F 1.22¢ 18.76
V479 n.d. n.d. 1.90° 6.17 1.378¢ 1.71F 2.85¢ 1.40"8 15.39
V482 n.d. n.d. 1.38F 6.75 1.737 2.50¢ 5.38% 1.22¢ 18.96
VV483 1.04 0.86 2.26" 3.41 1.468 2.908 1.50¢ 1.17¢ 13.26
V486 1.12 4.83 1.50F 4.18 1.16° 1.73F 1.54¢ 1.338 14.40
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Grafikon 13. Analiza glavnih komponenata (PCA) prema analizi pojedinacnih

monoterpena za vina klonskih kandidata kultivara Kraljevina berbe 2011. godine

Na grafikonu 13. je prikaz distribucije vina klonskih kandidata kultivara Kraljevina berbe
2011. godine u dvodimenzijskom koordinathom sustavu definiranom glavnim
komponentama (PC1 i PC2) prema sastavu pojedina¢nih monoterpena, pri ¢emu prva
glavna komponenta objasnjava 43,84% ukupne varijabilnosti, a druga glavha komponenta
17,39% ukupne varijabilnosti uzoraka vina.
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Grafikon 14. Analiza glavnih komponenata (PCA) prema analizi pojedinacnih

monoterpena za vina klonskih kandidata kultivara Kraljevina berbe 2012. godine

Na grafikonu 14. je prikaz distribucije vina klonskih kandidata kultivara Kraljevina berbe
2012. godine u dvodimenzijskom koordinathom sustavu definiranom glavnim
komponentama (PC1 i PC2) prema sastavu pojedinanih monoterpena, pri ¢emu prva
glavna komponenta objasnjava 32,59% ukupne varijabilnosti, a druga glavna komponenta
18,16% ukupne varijabilnosti uzoraka vina. GrafiCkim prikazom prvih dviju glavnih
komponenata pomoc¢u dijagrama rasipanja utvrdena je velika heterogenost klonskih
kandidata u obje godine istrazivanja, pogotovo u korelacijama izmedu varijabli. Vina
klonskih kandidata razdvajaju se prema koriStenom soju kvasaca u obje godine
istrazivanja. Pa tako vina dobivena fermentacijom sa sojem kvasca Affinity u 2011. i 2012.
godini korelirana su sa a-terpineolom, dok su vina dobivena sojem kvasaca Vinl3
najvecim dijelom korelirana sa ostalim aromatskom spojevima i to linalolom, nerolom,
geranijskom kiselinom i geraniolom. Prisutnost trans i cis ruZza oksida u obje godine
istrazivanja utvrdena je samo u vinima klonskih kandidata VV-438, VV-483 i VV-486 pri

¢emu je utvrdena koralacija sa sojem kvasca Vinl3.
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4.25.2. Norizoprenoidi

Suma norizoprenoida (Lg/L)
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Grafikon 15. Koncentracija sume analiziranih norizoprenoida (ug/L) u vinima klonskih

kandidata kultivara Kraljevina berbe 2011. i 2012. godine

Izmedu koncentracija analiziranih norizoprenoida u vinima devet klonskih kandidata
utvrdena je signifikantna razlika Sto se moze vidjeti na grafikonu 15. Sva vina klonskih
kandidata su u 2012. godini imala viSe koncentracije norizoprenoida nego 2011. godine.
Pretpostavlja se da je grozde te godine imalo vise koncentracije pojedinih karotenoida na
Sto su utjecale klimatske prilike i raniji poCetak berbe 2012. godine. Zna¢ajna razlika
utvrdena je i izmedu koriStenih sojeva kvasaca pri ¢emu je signifikantno veéa suma
norisoprenoida utvrdena kod vina dobivenih sojem kvasca Vinl3 i to u obje istrazivane

godine.
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Tablica 24. Koncentracija norizoprenoida (pug/L) u vinima klonskih kandidata kultivara
Kraljevina berbe 2011. i 2012. godine

Klonski _ _ >C13
_ B-damaskenon £-ionon B-ionon _ )
kandidat norizoprenoida
2011 2012 | 2011 | 2012 2011 2012 2011 2012
VV - 360 3.67PF  B.55° | 1.23*® 2.10* |n.d. 0.02° | 4.90°F 8.67¢

VV - 406 4.048¢ 0318 |1.16® [1.82®% |0.07° 0.05° 5.258%¢ [11.18"

VV - 423 3.45F 9.78781 0.59° [1.74B¢ |0.23" 0.01F 4.27°H  |11.53"8

VV - 434 3.03F 4.36 | 0.82¢ [1.62° |0.26B 0.09¢ 4.11" 6.07°

VV - 438 3.62PF 0428 | 0.82¢ [1.748¢ |0.13° 0.214 4.56F¢  [|11.36"8

VV - 479 3.64°F  110.31* | 1.29* [1.68°P |0.45* 0.04°F | 5.38% 12.03%

VV - 482 5174 7.24¢ | 0.80° [1.02F [0.02F 0.108¢ | 5.98* 8.36°
VV - 483 3.80¢P  6.80°P | 0.79¢ [1.38F [0.10¢P 0.13"% 4.68%F 8.31¢
VV - 486 4.228 4.095 | 0.84° [1.01F |n.d. 0.118¢ | 5.05°° 5.21F

n.d. nije detektirano

2011. godine najmanja prosjeCna vrijednost analiziranih norizoprenoida sa 4.11 pg/L
zabiljeZena je kod klonskog kandidata VV-434, a najveca kod klonskog kandidata VV-482
sa 5.98 pg/L koji se u 2011. godine takoder izdvojio i najvecom koncentracijom ukupnih
terpenskih spojeva. 2012. godine najmanja prosje€na vrijednost ispitivanih norizoprenoida
zabiljeZana je kod klonskog kandidata VV-486 sa 5.21 ug/L, dok je najveca vrijednost ovih
spojeva zabiljeZzena kod klonskog kandidata VV-479 sa 12.03 pg/L. Najveéu prosje¢nu
koncentraciju B-damaskenona 2011. godine imao je klonski kandidat VV-482 (5,17 pg/L),
a najvecu prosjecnu koncentraciju -ionona imao je klonski kandidat VV-479 (0,45 ug/L)
koji je 2012. godine imao i najvecu prosjecnu koncentraciju B-damaskenona (10,31 ug/L),
a klonski kandidat VV-438 te iste godine imao je najvecu prosjeCnu koncentraciju p—
ionona (0.21 pg/L). B-damascenon i B-ionon u obje godine detektirani su iznad praga
detekcije (tablica 24) te se smatraju vaznim sastavnicama cvjetnih aroma u vinima

uklju¢enim u ovo istraZivanje.

91




VVA479 affinity

o
" /ja'ﬂ% VV406 vin13
! V360 vin13
R

, o

T
|
|
|
'
'
'
|
'

N\

\

\
70 o)
‘ VV479 viR13
a

— / f
2 \
3 \
P \
o \
g beta.ionof l
o~
| [, T R —
[a) A j beta damaskenon
- VV483 "‘“:'.7“"\‘
VV434 affinity { V482 affinity
/
VVA8S
3 L//,Z,‘ 3
/
- /
/
/
v
A
VV423 affir 4
f\ll -
T T T T
4 -3 2 3

Dim 1 (54.63%)

Grafikon 16. Analiza glavnih komponenata (PCA) prema analizi pojedinacnih

norisoprenoida za vina klonskih kandidata kultivara Kraljevina berbe 2011. godine

Na grafikonu 16. je prikaz distribucije vina klonskih kandidata kultivara Kraljevina berbe
2011. godine u dvodimenzijskom koordinathom sustavu definiranom glavnim
komponentama (PC1 i PC2) prema sastavu pojedinacnih norizoprenoida, pri ¢emu prva
glavna komponenta objasnjava 54,63% ukupne varijabilnosti, a druga glavha komponenta
33,53% ukupne varijabilnosti uzoraka vina
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Grafikon 17. Analiza glavnih komponenata (PCA) prema analizi pojedinacnih

norizoprenoida za vina klonskih kandidata kultivara Kraljevina berbe 2012. godine

Na grafikonu 17. je prikaz distribucije vina klonskih kandidata kultivara Kraljevina berbe
2012. godine u dvodimenzijskom koordinathom sustavu definiranom glavnim
komponentama (PC1 i PC2) prema sastavu pojedinaénih monoterpena, pri emu prva
glavna komponenta objasnjava 54,11% ukupne varijabilnosti, a druga glavha komponenta
28,03% ukupne varijabilnosti uzoraka vina. Grafi€kim prikazom prvih dviju glavnih
komponenata pomoéu dijagrama rasipanja (grafikoni 16 i 17) utvrdena je velika
heterogenost klonskih kandidata u obje godine istraZivanja. Razlika se primjecuje u
odnosu varijabli, ali i u odnosu klonskih kandidata i koriStenih sojeva kvasaca. Na
koncentracije B-damaskenona i a-ionona signifikanto veéi utjecaj imao je soj kvasca Vinl13
dok su se po vecoj koncentraciji f-ionona izdvojila vina dobivena primjenom soja kvasca
Affinity.
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4.2.5.3. Visi alkoholi

Suma C6 - alkohola (ug/L)
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Grafikon 18. Koncentracija sume analiziranih viSih alkohola (ug/L) u vinima klonskih

kandidata kultivara Kraljevina berbe 2011. i 2012. godine

Iz grafikona 18. vidljivo je da postoje razlike u koncentraciji sume analiziranih viSih
alkohola izmedu vina klonskih kandidata, a znalajne su razlike vidljive i izmedu dvije
istraZivane godine. Suma prosje¢ne koncentracije analiziranih vidih alkohola u 2011.
godine kretale su se u rasponu od 2753.89 pg/L (VV-483) do 5214.36 pg/L (VV-486), a
2012. godine u rasponu od 4003.5 pg/L (VV-438) do 7972.09 pg/L (VV-486). Klonski
kandidat VV-486 izdvojio se najve¢om koncentracijom ispitivanih visih alkohola u obje

godine istrazivanja.
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Tablica 25. Koncentracija pojedinacnih C6 alkohola u (pg/L) u vinima klonskih kandidata

kultivara Kraljevina berbe 2011. i 2012. godine

Klonski 2-heksanal 1-heksanol 2-fenil -etanol > Co6-alkohola
kandidat 2011 | 2012 | 2011 | 2012 2011 2012 2011 2012
VV - 360 nd. |n.d. 1.658¢ [1.77PF | 4241.53F 4359.25F |4243.30F 4360.907
VV - 406 nd. |n.d. 1.55¢P |1.77PE | 4976.08% [5915.93€ |4977.858 5917.48¢
VV - 423 1.25¢ [1.21 | 1.615°P |1.53F | 4388.85° [4239.75° 4391.59° 4242.60°
VV - 434 0.57° 0.61 |1.695¢ [1.47F | 4035.38" [4315.0344038.32F [4317.28¢
VV - 438 nd. |n.d. 1.42° 4.17* | 3313.62° [4002.08" [3317.79¢ |4003.50"
VV - 479 nd. |n.d. 1.658¢ [1.64F | 4690.13° 5641.53° |4691.77€ 5643.17°
VV - 482 1948 1.78 | 2474 [2.79® | 4212.83F [7160.83° |4217.39F [7165.23"
VV - 483 2.54* |n.d. 1.828 [2.22¢P | 2749.61" [5249.61F [2753.89" 5253.98F
VV - 486 1.08° [1.67 | 2.38% [2.54B¢ | 5205.13" [7968.63" 5214.36" [7972.09*

Od ispitivanih viSih alkohola u ovom istrazivanju najzastupljeniji je bio 2-fenil etanol, iji

miris cvije€a i ruze, pozitivno utje€e na aromu vina, te se smatra jednim od najvaznijih

aromaticnih alkohola (Lilly i sur., 2006). Njegove koncentracije kretale su se u rasponu od
2749.61 pg/L (VV-438) do 5205.13 pg/L (VV-486) 2011. godine, te od 4002.08 pg/L (VV-
438) do 7968.63 pg/L (VV-486) 2012. godine. Vrijednosti 1-heksanola kretale su se od
1.42 pg/L kod klonskog kandidata VV-438 do 2.47 kod klonskog kandidata VV-482 u
2011. godine dok je najveta koncentracija u 2012. godini izmjerena kod klonskog

kandidata VV-438ito 4.17 ug /l.
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Grafikon 19. Analiza glavnih komponenata (PCA) prema analizi pojedinacnih viSih

alkohola za vina klonskih kandidata kultivara Kraljevina berbe 2011. godine

Na grafikonu 19. je prikaz distribucije vina klonskih kandidata kultivara Kraljevina berbe
2011. godine u dvodimenzijskom koordinathom sustavu definiranom glavnim
komponentama (PC1 i PC2) prema sastavu pojedinacnih analiziranih C6-alkohola pri
¢emu prva glavna komponenta objasnjava 37,61% ukupne varijabilnosti, a druga glavna

komponenta 29,12% ukupne varijabilnosti uzoraka vina
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Grafikon 20. Analiza glavnih komponenata (PCA) prema analizi pojedinacnih visih

alkohola za vina klonskih kandidata kultivara Kraljevina berbe 2012. godine

Na grafikonu 20. je prikaz distribucije vina klonskih kandidata kultivara Kraljevina berbe
2012. godine u dvodimenzijskom koordinathom sustavu definiranom glavnim
komponentama (PC1 i PC2) prema sastavu pojedinaCnih analiziranih C6-alkohola, pri
¢emu prva glavna komponenta objasnjava 63,3% ukupne varijabilnosti, a druga glavna
komponenta 23,8% ukupne varijabilnosti uzoraka vina. Grafi¢kim prikazom prvih dviju
glavnih komponenata pomocu dijagrama rasipanja utvrdena je velika heterogenost
klonskih kandidata u obje godine istraZivanja. Vidljivo je kako vina dobivena sojem
kvasaca Affinity sadrze viSe 2-fenil etanola, nego vina dobivena sojem kvasca Vinl3.
Provedeno istrazivanje ukazuje na razliCite sposobnosti koriStenih sojeva kvasaca pri
stvaraju pojedinacnih viSih alkohola. Usporedujuci koriStene sojeve kvasaca primjecujemo
vece koncentracije viSih alkohola u svim vinima koja su bila inokulirana sojem kvasca
Affinity. Kvasci koriSteni u ovom istrazivanju izabrani su sa ciliem stvaranja izraZenijeg
aromatskog profila vina sorte Kraljevina, a soj kvasca Affinity u obje godine istraZivanja

stvorio je u odnosu na soj kvasca Vinl3 signifikantno vece koncentracije viSih alkohola.
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4.2.5.4.

Esteri

Tablica 26. Koncentracija pojedinaénih estera

kultivara Kraljevina berbe 2011. i 2012. godine

u (ug/L) u vinima klonskih kandidata

Klonski Etil Izoamil Etil Etil Dietil
kandidat butirat acetat kaproat kaprilat sukcinat 2 estera
2011 2012 2011 2012 2011 2012 2011 2012 2011 2012 2011 2012

VV - 360 30.97° |62.78B| 3143.20° | 3505.8* | 159.02¢ | 196.44' | 434.35F | 234.068 | 158.67A |139.01%|3926.21P|4138.09”
VV - 406 53.198 |55.06| 2843.35F (2065.18°| 153.91" |304.67H| 441.32P | 165.79F | 140.778 |144.95P|3632.53F | 2735.64P
VV - 423 53.118 |77.51A| 2441.78% |1762.00F| 437.44P |495.538| 570.808 | 124.68° | 116.44% [168.998|3619.56F |2628.71F
VV -434 31.37° |81.05"| 3450.23C [2937.05| 503.85" | 326.73F| 625.32” | 127.44C | 118.36F |118.84%|4729.128|3591.11¢
VV - 438 77.25% |47.88P| 3990.53* (2911.08C| 462.62C |425.64P| 521.13¢ | 271.6* | 130.30F [134.84F|5181.81~|3791.038
VV - 479 81.75* |67.12B| 2901.05F [1233.03F| 483.23% |318.97¢| 425.92F | 183.78P |136.01°P |141.31%|4027.95" |1944.21F
VV -482 | 34.95°P [42.46F| 3176.30° (2868.28C| 463.50¢ |595.63*| 207.07" | 159.68F | 138.308C |192.98*|4020.12P | 3859.03"
VV -483 | 57.588 148.46P| 3760.758 [3349.78B |175.68% [377.90F | 326.54% |126.74¢ [134.15PF [158.79€ 4454.70¢ [4061.66"
VV -486 | 38.89¢ [35.95F | 2941.05F [1856.93F [313.51F [464.35C | 573.34% |193.69¢ [136.52¢P (159.16€ [4003.31° [2710.08P¢

Suma hlapivih estera koji su detektirani u ovom istrazivanju u 2011. godini bila je
najmanja kod vina klonskog kandidata VV-423 sa koncentracijom 3619.56 ug/L, a najveca
kod klonskog kandidata VV-438 sa koncentracijom od 5181.81 ug/L. U 2012. godini suma
hlapivih estera kretala se od najmanjih 1944.21 pg/L kod klonskog kandidata VV-479 do
najvecéih koncentracija od 4138.09 ug/L kod klonskog kandidata VV-360. Shodno tome
upravo su se ovim redosljedom kretale i koncentracije izoamilnog acetata s obzirom da je
u ovom istrazivanju on bio najzastupljeniji ester u svim vinima u obje godine istrazivanja.
Tako su se koncentracije izoamil acetata kretale u rasponu od 2441.78 ug/L (VV-423) do
3990.53 pg/L (VV-438) 2011. godine, te 2012. godine u rasponu od 1233.03 pg/L (VV-
479) do 3505.8 pg/L (VV-360). Takvi rezultati znace da je njegov miris koji se opisuje kao
banana i voce, bio prisutan u mirisu svih analiziranih vina, a najviSe kod klonskog
kandidata VV-438 u 2011. godini, te VV-360 u 2012. godini, posto su te vrijednosti iznad
senzornog praga detekcije od 0.03 mg/L (Moreno i sur., 2005). Od ostalih estera Cije su
koncentracije iznad pragova detekcije izdvaja se etil butirat Ciji miris podsje¢a na bananu,
jagodu i ananas s pragom detekcije od 0.02 mg/L (Bav¢ar i sur., 2011) kojeg je najvise
zabiljeZzeno 2011. godine kod klonskog kandidata VV-479 sa koncentracijom od 81.75
Ho/L, te 2012. godine kod klonskog kandidata VV-434 sa koncentracijom od 81.05 pg/L.
Etil kaproat i etil kaprilat spadaju u skupinu etil estera masnih kiselina. lzmedu vina
klonskih kandidata kultvara Kraljevina utvrdene su signifikantne razlike u koncentraciji etil
kaproata i etil kaprilata u obje istrazivane godine. Koncentracije etil kaproata u 2011.
godini kretale su se od 153.91 ug/L (VV-406) do 503.85 pg/L (VV-434). U 2012. godini
koncentracije etil kaproata kretala se od 196.44 pg/L (VV-360) do 595.63 ug/L (VV-482).
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Temeljem dobivenih rezultata istrazivanja moze se zakljuCiti da soj kvasaca nema
znacajan utjecaj pri sintezi etil kaprilata te da u stvaranju ovog estera vecu ulogu ima
sastav mosta. Naime, usporedujuci dobivene rezultate nije uoCena ponovljivost koristenih
sojeva kvasaca tako 2011. godine nesto vecCe koncentracije etil kaproata uoene su u
vinima klonskih kandidata inokuliranih sojem kvasaca Affinity, dok sljedece, 2012. godine
znacajno vece koncentracije zabiljezene su u vinima dobivenim sa sojem kvasca Vinl13.
Koncentracije etil kaprilata u 2011. godini kretale su se od 207.07 ug/L (VV-482) do
625.32 pg/L (VV-434). U 2012. godini koncentracija etil kaprilata kretale su se od 124.68
pno/L (VV-423) do 271.6 pg/L (VV-438). Dobiveni rezultati istrazivanja pokazuju da
koncentracije etil kaprilata nisu iznad senzornog praga detekcije u vecini vina klonskih
kandidata. Jedino klonski kandidati VV-434 i VV-438 u 2011. godini imaju koncentracije
etil kaprilata iznad senzornog praga detekcije, dok u 2012. godini ni jedan klonski kandidat

nema koncentracije iznad senzornog praga detekcije.
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Grafikon 21. Analiza glavnih komponenata (PCA) prema analizi pojedinacnih analiziranih

estera za vina klonskih kandidata kultivara Kraljevina berbe 2011. godine
Na grafikonu 21. je prikaz distribucije vina klonskih kandidata kultivara Kraljevina berbe

2011. godine u dvodimenzijskom koordinathom sustavu definiranom glavnim

komponentama (PC1 i PC2) prema sastavu pojedinacnih analiziranih estera, pri ¢emu
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prva glavna komponenta objasnjava 30,79% ukupne varijabilnosti, a druga glavna

komponenta 21,44% ukupne varijabilnosti uzoraka vina
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Grafikon 22. Analiza glavnih komponenata (PCA) prema analizi pojedinacnih analiziranih

estera za vina klonskih kandidata kultivara Kraljevina berbe 2012. godine

Na grafikonu 22. je prikaz distribucije vina klonskih kandidata kultivara Kraljevina berbe
2012. godine u dvodimenzijskom koordinathom sustavu definiranom glavnim
komponentama (PC1 i PC2) prema sastavu pojedinacnih analiziranih estera, pri ¢emu
prva glavna komponenta objasnjava 35,1% ukupne varijabilnosti, a druga glavna
komponenta 24,95% ukupne varijabilnosti uzoraka vina. Rezultati analize glavnih
komponenata pokazuju kako se sastav pojedinacnih estera znacajno razlikuje izmedu
dvije godine. Razlika se primjecuje u korelacijma izmedu varijabli, ali i u odnosu klonskih
kandidata i koriStenih sojeva kvasaca. U obje istrazivane godine signifikantno ve¢a suma
estera utvrdena je kod vina dobivenih sa sojem kvasca Affinity i to najvec¢im dijelom zbog
signifikanto ve¢e koncentracije izoamil acetata koji je ujedno bio i najzastupljeniji ester. U
2011. godini najve¢om sumom estera izdvojio se klonski kandidat VV-438 dobiven
primjenom soja kvasca Affinity dok je u 2012. godini najveca koncentracija sume estera
utvrdena kod vina klonskog kandidata VV-360 dobivenog takoder primjenom soja kvasca

Affinity.
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4.3. Senzorna analiza vina

Senzorno ocjenjivanje vina provedeno je metodom 100 pozitivnih bodova (O.l.V.). U
ocjenjivanju je sudjelovalo osam iskusnih ocjenjiva¢a i dobrih poznavatelja vina kultivara
Kraljevina, a dobiveni rezultati, aritmetiCke vrijednosti njihovih ocjena prikazane su u
tablici 27. Ocjenjivanje vina berbe 2011. i 2012. godine provedeno je na znanstveno —
nastavnom pokusalistu Jazbina, Agronomskog fakulteta Sest mjeseci po zavrSetku

alkoholne fermentacije.

Tablica 27. Senzorna ocjena vina berbe 2011. i 2012. metodom 100 pozitivnih bodova
(C.1.V)

Klonski Soj Ocjena
kandidat kvasca 2011 2012

VIN13 79,6 81,6
VV-438

Affinity 76,4 79,1

VIN13 80,2 79,3
VV-406

Affinity 80,8 79,8

VIN13 78,2 79,8
VV-479

Affinity 76,8 76,8

VIN13 80,8 78,3
VV-486

Affinity 79,8 77,8

VIN13 78,2 80,5
VV-483

Affinity 77,6 79,1

VIN13 75,0 78,3
VV-423

Affinity 77,4 78,4

VIN13 80,4 80,3
VV-360

Affinity 79,8 79,8

VIN13 78,0 79,3
VV-434

Affinity 76,4 78,3

VIN13 82,4 79,6
VV-482

Affinity 77,6 78,6
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Dobiveni rezultati senzornog ocjenjivanja ukazuju na razlike u kakvoci dobivenih vina
Kraljevine zavisno od klonskog kandidata, koristenog soja kvasca, ali i godine. Tako se je
kao najbolje ocijenjeno vino 2011. godine izdvojilo ono dobiveno alkoholnom
fermentacijom grozda klonskog kandidata VV-482 sa visokih 82.4 bodova, pri ¢emu je
koristen soj kvasca Vinl3, dok je 2012. godine najbolje ocjenjeno vino dobiveno od
grozda klonskog kandidata VV-438 sa 81.6 bodova, a fermentacija je takoder provedena
sojem kvasca Vinl13. Komercijalni sojevi kvasaca razli¢ito su utjecali na kakvocu vina pri
¢emu su vina dobivena s kvascem Anchor Vinl3 imala opcenito bolja organolepti¢na
svojstva u obje godine istrazivanja u odnosu na ona fermentirana sa Uvaferm Affinity. S
cililem procjene utjecaja analiziranih aromatskih spojeva na senzorna svojstva vina
izraCunan je OAV (odor activ value) koji se dobiva dijeljenjem koncentracije pojedinog
spoja sa njegovom pragom percepcije. Samo spojevi sa vrijednoS¢u OAV veéi od 1
zasebno pridonose aromi vina (Guth, 1997). Medutim i pojedini spojevi Ciji je OAV maniji
od 1 mogu doprinjeti kompleksnosti arome zahvaljujuéi sinergistickom djelovanju (Francis
i sur. 2005). U sluc¢aju klonskih kandidata kultivara Kraljevina aromatski spojevi sa OAV
ve¢im od 1 bili su trans-ruza-oksid, cis-ruza-oksid, linalol, B-damaskenon, a-ionon, B-
ionon, izoamilni acetat, etil kaprilat, etil butirat i etil kaprat. Grupiranjem izdvojenih OAV
spojeva slicnih svojstava (opisnih deskriptora) tj. zbrajanjem njihovih vrijednosti dobivamo
tzv. aromatske serije. S obzirom na izdvojene spojeve u ovom radu te prema literaturnim
navodima (Genovese i sur. 2013) formirane aromatske serije za vina klonskih kandidata
Kraljevine bile su cvjetno, vocno i slatko. Na grafikonu 23. i 24. prikazana je razli€itost u
njihovom intenzitetu zavisno od klonskog kandidata te koristenog soja kvasca. U obje
godine istrazivanja bila je dominantna voc¢na struktura mirisa i to posebice kod vina
dobivenih primjenom soja kvasca Affinity. Medu klonskim kandidatima izdvojili su se VV-
438, VV-479, VV-482 i VV-486 koji su ujedno imali i neSto naglaseniji miris na slatko.
Opcenito najmanje razlike utvrdene su u intenzitetu cvjetnih mirisa. Usporedivsi dobivene
vrijednosti sa rezultatima ocjenjivanja vina metodom 100 bodova vidimo da najbolje
ocjenjena vina i to klonskog kandidata VV-482 dobivenog sojem kvasaca Vinl13 u 2011. i
VV-483 dobivenog takoder sojem kvasaca Vin13 u 2012. godini se nisu posebno izdvojila
po aromama vocénog i slatkog u odnosu na druge kandidate. Razlog te nedosljednosti
moze biti i u Cinjenici da je kemijska analiza provedena odmah po zavrSetku alkoholne
fermentacije dok su vina senzorno kuSana nekoliko mjeseci kasnije pri ¢emu je moglo
do¢i do promjena u aromatskom profilu, posebice kada znamo da se radi o

mikrovinifikacijama.

102



Abv

(S

& & & ¥
IR R
7

v
EA RN Q)
R S
™ ™ ™
KOOSR SRR

1000 +
900 -
800 -
700 -
600 1 H Cvjetno
500 1 H Vocno
400 1 A-Affinity
300 1 V-VIN13
200 -
100 -

0 -

A”’Q’Q Ab§ AVQG} A“‘Qé A&v A@é A@b? @?ﬁ Ab?)%v A&@ A&\%‘?‘ A&\QA A“c‘br» Abc‘bq’ Abc‘gy A@")A A“c‘bbv A@é

SN A N N ) N SN A A\ N ) N SN ) S SN Y N

6 -

5 -

4 -

3 H Slatko

2 - A-Affinity

T =

0

\ N QD oy N\ N\

Grafikon 23: Prikaz aromatskih serija vina klonskih kandidata Kraljevine berbe 2011. godine
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Grafikon 24: Prikaz aromatskih serija vina klonskih kandidata Kraljevine berbe 2012. godine
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5.RASPRAVA

5.1. Osnovni kemijski sastav mosta i vina

Dobiveni rezultati istrazivanja ukazali su na opravdanost klonske selekcije kultivara
Kraljevina pri ¢emu je potvrdena njihova znacajna razli€itost zavisno od moguénosti
nakuplianja Secera, ukupne kiselosti kao i aminokiselinskog profila te sastava
pojedinacnih organskih kiselina. Kao $to navode davne 1950. SuSevi¢ te 1973. godine
Felja unutar Kraljevine izrazena je varijabilnost koja upucuje na potrebu selekcije. Po
rezultatima stvorenog SecCera u obje istraZivane godine izdvojio se klonski kandidat VV-
360 koji po postignutim koncentracijama nije u skladu sa dosadasnjim literaturnim
navodima (MiroSevi¢, 2003, Jeromel, 2005) koji govore o skromnim moguénostima
kultivara Kraljevine za nakupljanjem Secera. Kako osnovne parametre kakvoce vina ne
¢ini samo potencijalni alkohol vazno je naglasiti i razlike u ukupnoj kiselosti te pH
vrijednosti izmedu klonskih kandidata. U trenutku berbe grozda vrijednosti pH koje
osiguravaju mikrobiolosku i kemijsku stabilnost mo&tova trebale bi se kretati izmedu 3.1-
3.2., a upravo su to vrijednosti pH utvrdene kod svih istraZivanih klonskih kandidata.
Realna kiselost ili pH vrijednost ima veliki utjecaj na kvalitetu vina, kao i na niz
biokemijskih i fizikalno-kemijskih procesa tijekom dozrijevanja i starenja vina. Vina sa
nizim vrijednostima pH su kiselijeg i svjezijeg okusa, lakSe se €uvaju i mikrobioloSki su
stabilnija. Tako u grupi klonskih kandidata sa viSim sadrzajem vinske kiseline mozemo
izdvojiti VV-483, VV-482 i VV-423 dok se viSim sadrzajem jabuéne kiseline nametnuo
klonski kandidat VV-434 koji je zajedno sa klonskim kandidatima VV-479 i VV-486 u obje
godine imao i nizi pH Sto moZe biti interesantna spoznaja s glediSta tehnologije
proizvodnje pjenusavih vina. Suprotno njima ve¢ spomenuti klonski kandidat VV-360
pokazao je neSto manju sklonost ka nakupljanju pojedinacnih organskih kiselina to je
vidljivo kroz nize koncentracije kako vinske tako i jabu¢ne kiseline, a $to je potvrdeno i
najmanje zabiljezenom ukupnom kiseloSéu u obje godine istraZivanja. Ostali klonski
kandidati nisu se temeljem analize osnovnog fiziklano-kemijskog sastava mosta posebno
izdvojili izuzev klonskog kandidata VV-438 koji je pokazao sposobnost nakupljanja nesto
vecih koncentracija polifenolnih spojeva $to je vidljivo kroz najve¢u koncentraciju ukupnih
fenola u obje istrazivane godine, a Sto je potvrdeno i kasnijom analizom dobivenih vina
koja su kod navedenog klonskog kandidata bila bogatija galnom kiselinom. Jakobovi¢
(2012) u svojem istrazivanju navodi koncentracije ukupnih fenola u mostovima redovne

berbe Rajnskog rizlinga u rasponu od 394 do 482 mg/L $to je puno viSe od rezultata ovog
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istrazivanja, dok Mozeti¢ i sur., (2006) u mosStu bijelog kultivara Rebule navode
koncentraciju ukupnih fenola koja je iznosila 118.6 mg/L. Prema Jagati¢ Korenika (2015)
koncentracije ukupnih fenola kod udomacenih bijelih kultivara kretala se od 163.15 do
483.3 mg/L dok je kod kultivara Kraljevina ta vrijednost iznosila 189.04 mg/L. NaSi
rezultati u skladu su sa navedenim vrijednostima s time da je opéenito veca koncentracija
utvrdena u 2011. godini u kojoj je utvrdena i veéa razliCitost medu ispitivanim klonskim
kandidatima uvjetovana najvjerojatnije nesto kasnijim rokom berbe. U mostu sa sadrzajem
asimilacijskog dusik (YAN) manjim od 140 mg N/L moze doci do problema u fermentaciji i
to zbog nedostatnog rasta kvasaca te slabe fermentativne aktivnosti dok sastav iznad 400
mg N/L dovodi do povecéanja biomase i rasta kvasca, te nesmetanog odvijanje procesa
fermentaije (Henschke i Jiranek, 1993; Zoecklein i sur., 1999; Bell i Henschke, 2005).
Dobiveni rezultat FAN-a ukazuju da su vrijednosti sadrzaja slobodnog amino dusika kod
svih klonskih kandidata nize od onih koje se navode kao optimalne za nesmetano
odvijanje procesa fermentacije, a kre¢u se od 67,42 mg N/L (VV-406) do 144,21 (VV-360)
2011. godine, te 2012. godine od 56,24 (VV-486) do 119,095 (VV-434) mg N/L. U 2011.
godini svi klonski kandidati imali su veée koncentracije slobodnih aminokiselina nego
2012. godine. To ukazuje na povezanost koncentracije aminokiselina i agrotehnickih
zahvata u vinogradu. Pretpostavka je da je nedostatak gnojidbe te niZi sadrzaja dusi¢nih
tvari u tlu uvjetovao slabiju sintezu aminokiselina u grozdu Sto nam potvrduje i rezultati
gnojidbenog pokusa koje je na tri pokusna kultivara proveo Karoglan (2009). Razlike u
oshovnom kemijskom sastavu vina klonskih kandidata u skladu su sa razlikama utvrdenim
u koristenom mostu. Tako je u vinima klonskog kandidata VV-434 u obje istraZivane
godine utvrdena najveéa koncentacija jabuéne kiseline, a koncentracija vinske kiseline
bila je znacajno vec¢a u vinima klonskih kandidata VV-483, VV-482 i VV-486. Od ostalih
osnovnih parametara kakvocCe vina vazno je izdvojiti razliCitosti u koncentracijama
jantarne kiseline Cija je sinteza direktno vezana uz alkoholnu fermentaciju. Jantarna
kiselina se moze sintetizirati i iz SeCera i iz aminokiselina radom kvasaca ovisno o
uvjetima rasta i slobodnom izvoru duSika, a njezina direktna sinteza ovisna je o
reakcijama unutar TCA ciklusa (De Klerk, 2010). Mnogi autori navode da jantarna kiselina
nastaje tijekom fermentacije metabolizmom kvasaca, te da odredeni sojevi kvasaca
tijekom fermentacije mogu stvoriti i viSe od 1.0 g/L jantarne kiseline (Margalit, 1997,
Boulton i sur., 2009). U ovom istrazivanju temperatura fermentacije bila je jednaka za sva
vina, medutim postoje razlike u aminokiselinskom profilu, te sadrzaju dusika u mostovima,
a pretpostavka je da je na sintezu jantarne kiselina utjecao i soj kvasaca. Tako je u 2011.
godini znacajno veéa koncentracija utvrdena u vinima dobivenim fermentacijom sa sojem
kvasca Vinl3 dok u 2012. godini razlika je takoder postojala ali nije bila signifikantna.

Pepeo u vinu ¢ine mineralni spojevi koji su dospjeli u vino iz ¢vrstih dijelova grozda, a
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potjecu iz tla. Koncentracije u vinu variraju u rasponu od 1.5 — 3 g/L (Ribéreau — Gayon,
2006b). S obzirom da se bijela vina ¢esto dobivaju bez procesa maceracije, uglavhom
sadrZe relativno niZze koncentracije pepela u vinu u odnosu na crna. Koli¢ina mineralnih
tvari u vinu, a posebno njihov sastav, pod utjecajem su prije svega karakteristika zemljista
na kojem se uzgaja vinova loza i vremenskih uvjeta u godini sazrijevanja grozda. Mozemo
pretpostaviti da je nedostatak agrotehnickih zahvata prvenstveno gnojidbe te nesto manja
koli¢ina oborina u periodu dozrijevanja grozda utjecala na opéenito nesto nize vrijednosti
pepela u vinima klonskih kandidata u 2012. godini koje su usprkos tome u svim uzorcima
bile iznad 1.4 g/L s izuzetkom vina klonskog kandidata VV-482 koji se u obje godine
izdvojio znacajno najmanjom koncentracijom pepela. Prema Pravilniku o vinu kvalitetno
vino u prometu mora sadrzavati minimalnu koli¢ina od 17 g/L ekstrakta bez Seéera, te 1.4
g/L pepela u vinu (Pravilnik o proizvodnji vina NN 02/2005) $to prema dobivenim
rezultatima ekstrakta bez SecCera ne bi zadovoljila velika vecina vina ispitivanih klonskih
kandidata. Tako temeljiem dobivenih rezultata mozemo izdvoijiti klonske kandidate VV-
360, VV-434 i VV-438 koji su u 2011. godini zadovoljili navedene kriterije. No, s obzirom
na €injenicu da je kod svih klonskih kandidata sadrzaj pepela bio relativno visok moZzemo
pretpostaviti da jedan od razloga nizih vrijednosti ekstrakta bez Seéera, posebice u 2012.
godini i sami postupak proizvodnje dobivenih vina tj. problem mikrovinifikacije samih

uzorka.

5.2. Aminokiseline mosta i vina

Ukupno je izdvojeno 20 naj¢eSc¢ih aminokiselina pronadenih u grozdu i moStu i one
predstavljaju 28 — 39% ukupnog dusika ovisno radi li se o mos$tu bijeloga ili crnog grozda
(Rapp i Versini, 1996). Koncentracije aminokiselina u mostu variraju izmedu 170-4000
mg/L , dok u vinima variraju izmedu 3-4000 mg/L (Carnevillier i sur., 2000; Ribéreau-
Gayon i sur., 2006b; Boulton i sur., 2009) Sto prvenstveno ovisi 0 kultivaru, podlozi,
kultivaciji, gnojidbi, vremenu berbe, regiji uzgoja, klimatskim prilikama, te nacinu prerade
grozda. Kod istrazivanih klonskih kandidata ukupne koncentracije aminokiselina u mostu
bile su u skladu sa literaturnim podacima pri Cemu su se u obje godine sa najvecim
prosjecima nametnuli klonski kandidati VV-360 (1180.19 i 723.90 mg/L) te VV-434
(1024.86 i 828.15 mg/L), sa vrijednostima koje su takoder u pozitivnoj vezi sa
vrijednostima FAN-a koje su takoder bile najveée upravo kod navedenih klonskih
kandidata. Prema Bouzas-Cid i sur. (2015) na razlike u koncentracijama aminokiselina

znacajan utjecaj imaju klimatske prilike pri ¢emu su njihovi rezultati ukazali da su$nije i
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toplije godine uvjetuju veci ukupni sadrzaj aminokiselina Sto potvrduju i istraZivanja
Ortega-Heras i sur. (2014). U naSem istraZivanju to nije bio slu€aj s obzirom da je veca
koncentracija aminokiselina utvrdena upravo u nes$to hladnijoj i vlaznijoj 2011 godini.
Najzastupljenije aminokiseline u mostu i vinu su prolin i arginin koje predstavljaju 21% do
55% ukupnog dusika (Huang i Ough, 1989; Sponholz, 1991; Spayd i Andersen — Bagge,
1996; Stines i sur., 2000; Soufleros i sur., 2003; Herbert i sur., 2005), a slijede ih alanin,
asparagin, asparaginska kiselina, glutamat, glutaminska kiselina, serin, treonin. Kod svih
ispitivanih klonskih kandidata kultivara Kraljevina najzastupljenija aminokiselina bila je
arginin za kojom slijede alanin, asparagin, lizin, glutamat i serin. U obje istrazivane godine
najmanje zastupliene bile su aminokiseline valin, izoleucin i fenil alanin. Nadalje,
aminokiselinski profil grozda odredivan je diliem vinogradarsko-vinarskog svijeta (Huang i
Ough, 1991; Kliewer, 1970; Ough i Bell, 1980; Sponholz, 1991), te je ustanovljeno da
njihov sastav varira ovisno o kultivaru i vinogradarskoj regiji. Dobiveni rezultati u skladu su
sa navedenim literaturnim navodima pri ¢emu su utvrdene razlike u aminokiselinskom
sastavu izdvojile tri klonska kandidata i to VV-360, VV-482 i VV-434 i to u obje istrazivane
godine na temelju veceg sadrzaj arginina, glicina ali i histidina. Prema istrazivanju Bell i
sur. (1979), ukupan udio dusika u mostu kao i relativan udio pojedinih dusiénih spojeva
utjeCu na rast kvasaca, brzinu i tijek fermentacije, formiranje spojeva fermentacije te na
organolepti¢ka svojstva vina. Arginin je kvantitativho najvaznija aminokiselina koju kvasac
koristi iz grozda (Boulton i sur., 2009), te ju po zavrdetku alkoholne fermentacije uslijed
autolize kvascevih stanica oslobada nazad u medij (Fugelsang i Edwards, 2007). To
potvrduju i nasi rezultati gdje je u vinima svih klonskih kandidata i po zavrSetku alkoholne
fermentacije upravo ona bila najzastupljenija. Jiranek i sur. (1995a) ustanovili su da kvasci
najviSe koriste arginin, serin, glutamat, treonin, asparagin i lizin, te da sojevi kvasaca
pokazuju i razliku s obzirom na aminokiseline koje koriste, ali i s obzirom na koli€inu
potroSenog dusika uopce. Upravo iz tog razloga razli€iti sojevi mogu pokazati razli€itu
efikasnost u trenutku kada izvor duSika postane ograni¢en. S obzirom na koristena dva
soja kvasca u naSem istrazivanju dobiveni rezultati u skladu su sa dosadasnjim podacima
pri Cemu je utvrden signifikantan utjecaj kvasca u obje istrazivane godine i to kod svih
analiziranih aminokiselina s izuzetkom fenil alanina u obje godine te serina u 2012 godini.
Tako su vina klonskih kandidata dobivena primjenom soja kvasca Affinity imala vece
koncentracije glutamata, arginina, alanina i metionina dok su vina dobivena koriStenjem
soja kvasca Vinl3 imala viSe asparagina, histidina, glicina, tirozina i valina. Promatrajuci
pojedina¢no klonske kandidate i koncentracije aminokiselina ponovno se izdvojio klonski
kandidat VV-360 pri E¢emu je u 2011. godini veci utjecaj na formirani aminokiselinski profil
imao soj kvasca Vinl13 dok je u 2012. godini to bio soj kvasca Affinity. Najmanji utjecaj

koristenog soja kvasca utvrden je u proizvodniji vina od klonskog kandidata VV-479 kod
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kojega u obje istraZivane godine nije utvrdena razlika u koncentracijama vecine
aminokiselna. Opcenito gledajuci najmanje razlike s obzirom na koncentracije utvrdene su
kod aminokiseline tirozin koju su kvasci jednakomjerno iskoristili. Interesantna je i
spoznaja da su vecCe koncentracije aminokiseline metionin u 2011. godini utvrdene u
vecini vina klonskih kandidata dobivenih primjenom soja kvasca Vinl13 dok je u 2012.
godini veca koncentracija utvrdena u vinima klonskih kandidata dobivenih primjenom soja
kvasca Affinity. Razlog tome moze biti izraZzenija potreba soja kvasca Affinity za sintezom
pojedinih aminokiselina u 2012. godini koja je opcenito bila siromasnija aminokiselinama

§to je kasnije dovelo i do veceg oslobadanja aminokiseline metionin ali i cistein vino.

5.3. Polifenolni sastav vina

Polifenolni spojevi vazni su &imbenici kakvocée vina najve¢im dijelom smjesteni u koZici te
sjemenci bobice. Kultivar, godina proizvodnje, okolinski i klimatski uvjeti, bolesti loze, tip
tla, geografski polozaj i stupanj zrelosti utje€u na koncentraciju polifenola u grozdu
(Orduiia, 2010; Cejudo-Bastante i sur., 2011). Koncentracije polifenolnih spojeva bijelog
grozde i vina se krec¢u od 50-350 mg/L u grozdu i 800 do 4 000 mg/ L u vinu (Margalit,
1997; Cheynier i sur., 1998). Kao $to je ve¢ navedeno u mostovima klonskih kandidata
kultivara Kraljevina koncentracija ukupnih fenola bila je relativno niska, a taj trend nastavio
se i u dobivenim vinima. Jagati¢ Korenika (2015) u svojim rezultatima navodi
koncentracije ukupnih hidroksicimetnih kiselina od 14.87 do 18.79 mg/L $to je u usporedbi
sa naSim rezultatima i viSe nego dvostruko vecéa vrijednost ako ih usporedimo sa
najve¢om utvrdenom koncentracijom koja je zabiljeZzena kod vina klonskog kandidata VV-
479 (9.46-9.67 g/L) i to u obje istrazivane godine. Prema Moreno-Arribas i Polo (2009)
najzastupljenija hidroksicimetna kiselina je trans-kaftarna, s udjelom od 50% ukupnih
hidroksicimetnih kiselina Sto je vidljivo i iz rezultata naSeg istraZivanja. Razlog tomu je
¢injenica da je trans-kaftarna uglavhom smjestena u mesu bobice i tijekom preSanja se
brzo oslobada u most (Garrido i Borges, 2013). Kaftarna kiselina je dominantni spoj i u
istrazivanju bijelih vina razli¢itih kultivara (Maslov, 2014) gdje se kretala u rasponu od
18.79 do 83.62 mg/L Sto je mnogo vise nego u ovom istrazivanju. Darias Martin i sur.,
(2008) navode koncentracije trans-kaftarne kiseline od 4.35 do 60.95 mg/L dok je najviSa
zabiljezena koncentracija kod vina klonskih kandidata iznosila od 5.19 u 2011. do 7.72
mg/L u 2012 godini i to kod VV-479. Osim kaftarne kiseline spojevi koji su znacajnije
zastupljeni su tartaratni esteri p-kumarinske i ferulinske kiseline, te trans-p-kumaril

glukozid (Somers i sur., 1987). Razine slobodnih hidroksicimetnih kiselina u grozdu su
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vrlo niske, pri éemu se njihov sadrzaj poveéava dozrijevanjem vina odnosno hidrolizom
tartaratnin estera (Andres-Lacueva i sur., 1996; Somers i sur., 1987). lzuzev vec
spomenute kaftarne kiseline koncentracije ostalih hidroksicimetnih kiselina i to kod svih
klonskih kandidata u obje istraZivane godine bile su niske. Postojanje znacajne razlike u
vrijednostima ukupnih flavanola izmedu vina klonskih kandidata i godine objasnjava
Cinjenica da njihova koncentracija i sastav ovise 0 mnogo €imbenika, kao $to su kutivar,
godina, ekoloski uvjeti i rok berbe (Rodriguez Montealegre i sur.,2006: Moreno — Arribas i
Polo, 2009. Tako su Kovacevi¢ Gani¢ i sur. (2005) usporedujuéi tri razlicita roka berbe
grozda Malvazije istarske utvrdili da se koncentracije hidroksicimetnih kiselina,
hidroksibenzojevih kiselina, monomera flavan-3-ola i ukupnih fenolnih spojeva tijekom
dozrijevanja grozda smanijuju tj. manje koli¢ine navedenih spojeva utvrdene su u mostu i
vinu kasnijeg roka berbe. Prema Jagati¢ Korenika (2015) prosjecne koncentracije ukupnih
flavanola kretale su se od znacajno najmanjih 4.01 mg/L kod vina kultivara Kraljevina do
znadajno najveéih 5.62 mg/L kod vina Skrlet $to je u skladu sa ovim istraZivanjem za
2011. godinu, dok su nase vrijednosti prosjecne koncentracije za 2012. godinu znacajno
vece i iznosile su 15.01 mg/L u vinu klonskog kandidata VV-434. RuZzi¢ i sur. (2011)
navode prosjecne koncentracije epikatehina u nemaceriranim bijelim vinima od 4.77 mg/L
§to je u skladu sa nasem istraZivanjem u 2011. godini ali ne i u 2012. godini gdje su se
vrijednosti epikatehina kretale od namanje 6.33 pa do najviSe 12.88 mg/L. Gurbiz i sur.
(2007) navode koncentracije epikatehina od 0.5 — 11.77 mg/L u vinima bijelih kultivara.
Koncentracije hidroksibenzojevih kiselina i njihovih derivata u vinu su obi¢no male u
usporedbi s hidroksicimetnim kiselinama, a ovise o kultivaru i uvjetima uzgoja (Moreno
Arribas i Polo, 2009). Najznacajniji predstavnik ove grupe polifenola je galna kiselina
(Garrido i Borges, 2013; Maslov, 2014) &to dokazuju i rezultati ovog istrazivanja. Statisti¢ki
znacajne razlike utvrdene su izmedu klonskih kandidata unutar godine, ali i izmedu dvije
istrazivane godine. ProsjeCna vrijednosti koncentracije galne kiseline, a time i ukupnih
hidroksibenzojevih kiselina bile su znacajno vece 2012. godine. Koncentracije galne
kiseline u bijelim vinima, prema Maslov (2014), kretala se u rasponu od 1.77 do 7.01
mg/L Sto je puno viSe od rezultata ovog istrazivanja. Darias — Martin i sur. (2008) navode
koncentraciju za galnu kiselinu u rasponu od 0.97 do 1.64 mg/L kod bijelih kultivara.
Jakobovi¢ (2012) u svom istrazivanju navodi koncentracije galne kiseline kod kultivara
Rajnski rizling od 7.19 do 12.23 mg/L, dok Komes i sur. (2007) za isti kultivar navodi
koncentracije od 0.50 mg/L. Jagati¢ Korenika (2015) u svom istrazivanju navodi najvecu
prosjeénu koncentraciju galne kiseline kod vina Skrlet (2.39 mg/L), a najmanju kod vina
PoSip (0.73 mg/L) dok je kod Kraljevine iznosila 1.25 mg/L. U naSem istrazivanju u 2011.
vrijednosti galne kiseline i to kod vina svih klonskih kandidata bila je ispod 1 mg/L pri

¢emu nije utvrdena signifikanta razliCitost dok u 2012. godini najveca zabiljeZzena
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koncentracija iznosila je 1.81 mg/L Sto je u skladu sa rezultatima Jagati¢ Korenika (2015).
Stilibeni su polifenolni spojevi prisutni u nekoliko vrsta roda Vitis, smjesSteni ve¢inom u
kozici a koji imaju blagotvoran ucinak na ljudsko zdravlje obzirom na svoja
antioksidativna, antikancerogena i antimutagena svojstva (Moreno-Arribas i Polo, 2009).
U ovom istrazivanju ne postoje znaCajne razlike u koncentraciji trans — resveratrola u
vinima klonskih kandidata kultivara Kraljevina, a dobivene vrijednosti su u skladu s
koncentracijama slobodnih trans- i cis- resveratrola od 0.1 — 0.8 mg/L u bijelim vinima
prema Stecher i sur. (2001). Minussi i sur. (2003) navode koncentracije od 0.3-0.6 mg/L,
dok je Jagati¢ Korenika (2015) u svom istrazivanju zabiljezila u vinima kultivara Kraljevina
najve¢u prosjecnu koncentraciju trans — resveratrola od 0.71 mg/L $to je neSto veca
vrijednost u odnosu na ovo istrazivanje.

Opcenito gledajucéi veéina autora u svojim istrazivanjima smatra povecanje udjela fenolnih
spojeva u bijelim vinima pozitivnim trendom i to zbog njihovog djelovanja na
antioksidacijsku aktivnost i ljudsko zdravlje (Gémez-Miguez i sur., 2007; Hernanz i sur.,
2007; Makris i sur., 2003; Fuhrman i sur., 2001), ali ujedno isti¢e i kako ne treba zaboraviti
Cinjenicu da poviSena koncentracija fenolnih spojeva u bijelim vinima mozZe smanjiti

njihovu kakvocu uslijed povec¢anja gor&ine, trpkoée te sklonosti oksidaciji i posmedivanju.

5.4. Aromatski spojevi u vinu

Terpeni su aromatski spojevi primarne ili sorthe arome grozda i vina, nosioci arome
muskatnih kultivara. U grozdu te kasnije u mostu se nalaze u slobodnom, hlapivom obliku
te vezani, bezmirisni, uglavnom kao glikozidni pekursori arome koji se tijekom prerade
grozda oslobadaju u vino. Medutim, vaznu ulogu imaju i kod nearomatic¢nih kultivara zbog
svojeg niskog praga senzorne detekcije (Vilanova i Sieiro, 2006). lako je njihova
koncentracija u grozdu i vinu od nearomati¢nih kultivara relativno mala, ¢esto su predmet
istrazivanja (Reynolds i sur., 1993; Cabaroglu i sur., 1997; Selli i sur., 2006b; Peinado i
sur., 2004; Rocha i sur., 2005; Cabrita i sur., 2006; Vilanova i Sieiro, 2006; Sanchez
Palomo i sur., 2006; Rodriguez Bencomo i sur., 2008). | kod kultivara Kraljevina sadrzaj
aromatskih spojeva opcenito te analiziranih pojedinacnih monoterpena bio je nizak, a
utvrdene razlike unutar vina devet klonskih kandidata vrlo male. Obzirom da kultivar
Kraljevina ne pripada skupini aromati¢nih kultivara, potpuno je oekivano da se niti jedan
klonski kandidat ni u jednoj istraZzivanoj godini nije izdvojio kao znacajno razli€it u sadrzaju
terpenskih spojeva &to potvrduju i literaturni izvori kao Marais i Rapp (1991) te Versini i

sur. (1990). Oni u svojim istraZivanjima zaklju€uju da je moguce opravdano razlikovati
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klonove temeljem njihovog sadrzaja terpena kod aromaticnih kultivara dok kod manje
aromaticnih kultivara nisu dokazali statistiCki opravdanu razliku izmedu klonova temeljem
sadrZaja terpenskih spojeva. Medutim, ponekad je i kod aromatiCnih kultivara tesko
utvrditi meduklonske razlike temeljem koncentracije slobodnih terpena $to je vidljivo iz
istrazivanja McCarthy (1992) koji je u grozdu 10 klonova kultivara Muskat bijeli utvrdio da
nema opravdane razlike u koncentraciji slobodnih terpena izmedu klonskih kandidata.
Gbmez-Plaza i sur., (2000) ispitivali su razlike u sadrzaju aromatskih spojeva u vinu
sedam klonova sorte Monastrell. Temeljem signifikantnih razlika kod nekoliko aromatskih
komponenti uspjeli su grupirati klonove primjenom diskriminantne analize, $to opet
pokazuje kako je mogucée na temelju aromatskih spojeva utvrditi unutarsortnu varijabilnost
i kod aromatski neutralnih sorata. Temeljem rezultata naSih istrazivanja znacCajna
razliCitost medu ispitivanim klonskim kandidatima postojala je u 2011. godini koja je
ujedno bila i ,bogatija“ pojedinatnim monoterpenima $to se je ocitovalo i u vecoj
koncentraciji pojedinacnih te ukupnih monoterpena, dok u 2012. godini su razlike
postojale ali nisu bile zna¢ajne. Opcenito gledajuéi dobivene vrijednosti monoterpena u
usporedbi sa literaturnim podacima (Radeka i sur. 2008, Ribéreau-Gayon i sur. 2006b)
vrlo su male. Medutim mogu se usporediti sa rezultatima Vilanova i sur. (2013) koji su u
vinima Pinota bijelog utvrdili koncentracije nerola od 1.02 pg/L, dok su se vrijednosti
citronelola kretale od tragova. kod Pinota bijelog do 2.46 pg/L kod Rizlinga rajnskog. Kao
dva najzastupljenija spoja i to kod svih klonskih kandidata u obje istraZivane godine
izdvojili su se linalol i citronelol dok je prisutnost trans i cis ruZza oksida i to u obje godine
utvrdeno jedino kod vina klonskih kandidata VV-483, VV-486 i VV-438. U 2012. godini
njima se pridruzio i klonski kandidat VV-360. Vazno je za istaknuti da su vrijednosti
navedenih oksida koje su se kretale od 1.11 do 2.35 ug/L za trans i 0.86 do 4.83 za cis
oblik bile iznad praga detekcije te samim time uz sinergisticko djelovanje ostalih
monoterpena pozitivno utjecali na aromu vina klonskih kandidata. Znacajan utjecaj na
koncentraciju monoterpena u obje godine imao je i koriSteni soj kvasca pri ¢emu su vina
dobivena koriStenjem soja kvasca Vinl3 u obje godine istrazivanja bila bogatija
geraniolom, linalolom, nerolom, te geranijskom kiselinom dok su se vina svih klonskih
kandidata dobivena koristenjem soja kvasca Affinity u obje godine istrazivanja izdvojila
veéim koncentracijama a-terpineola. Razlike u koncetracijama pojedinih monoterpena i to
linalola, citronelola te a-terpineola primjenom razli€itih sojeva kvasca dobili su u svom
istraZivanju i Patrignani i sur. (2016). Prema literaturnim navodima (Gerds i sur. 2012) S.
cereviseae sojevi kvasca razlikuju se u svojoj sposobnosti enzimatske redukcije primarno
nerola i geraniola koji tijekom alkoholne fermentacije mogu preci u citronelol, linalol te a-
terpineola ¢ime moZemo objasniti i utvrdene razlike u naSem istraZivanju. Veliki utjecaj na

aromu grozda i vina aromatskih sorata, osim monoterpena imaju i norizoprenoidi (Strauss
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i sur., 1987; Winterhalter i sur., 1990b; Schneider i sur., 2001). Najzastupljeniji
norizoprenoidi u grozdu i vinu su B-ionon i B-damaskenon (Botelho, 2008) koji su uz a-
ionon detektirani i u ovom istraZivanju. Opcenito gledajuéi viSe norizoprenoida utvrdeno je
u vinima svih klonskih kandidata iz 2012. godine S§to je primarno uvjetovala veca
koncentracija 3-damaskenon. Medu klonskim kandidatima utvrdena je znac¢ajna razliCitost
u koncentracijama predstavnika norizoprenoida s time da se je u 2011. godini izdvojio
klonski kandidat VV-482 a odmah ga slijede klonski kandidati VV-479 i VV-406 dok u
2012. godini od navedenih se viSim koncentracijama norizoprenoida ponovno se izdvojio
jedino VV-479 a uz njega VV-438 i VV-423. | u slu€aju ove grupe aromatskih spojeva soj
kvasca pokazao je znaCajan utjecaj pri ¢emu su vina dobivena sa sojem kvasca Vinl3 bila
bogatija f-damaskenonom i a-iononom.

Visi alkoholi i esteri glavi su predstavnici fermentacijske arome vina pri ¢emu na njihovu
sintezu ima utjecaj veliki broj ¢imbenika, od sastava mosta, temperature fermentacije, soja
kvasca pa sve do uvjeta dozrijevanja. U nasem istraZivanju temeljem dobivenih rezultata
u obje godine najveéom sumom izdvojila su se vina klonskog kandidata VV-486, te za
njim VV-406, primarno zahvaljujuéi vecéoj koncentraciji 2-fenil alkohola dok u
koncentracijama 2-heksanala i 1-heksanola razlike nisu bile toliko znacajne. Kao sto je
bilo i za oCekivati zna¢ajna razlika utvrdena je izmedu koriStenih sojeva kvasca s time da
su se u obje godine veéim koncentracijama stvorenog 2-fenil etanola nametnula vina
dobivena sojem kvasca Affinity. ViSi alkoholi nastaju tijekom alkoholne fermentacije i to
razgradnjom Secera te aminokiselina pri éemu se kao prekursor u sintezi 2-fenil etanola
navodi aminokiselina fenilalanin (Ribéreau-Gayon i sur. 2006a). Rezultati naSeg
istraZivanja ne ukazuju na postojanje korelacije izmedu ta dva spoja, naprotiv navedene
vide koncentracije 2-fenil etanola utvrdene su u vinima ¢&iji mostovi nisu bili prebogati
fenilalaninom. Usporedujuci dobivene koncentracije 2-fenil etanola u vinima svih klonskih
kandidata sa literaturnim podacima (Ribéreau-Gayon i sur. 2006a) koji navode vrijednosti
od 10 -100 mg/L ili prema Vilanova i sur. (2013) gdje su se one kretale od 8.6 mg/L kod
Pinota bijelog do 18.6 mg/L kod Chardonnaya, mozemo zaklju€iti da su one bile izuzetno
niske, a isto to vrijedi i za ostala dva analizirana C6 spoja. Hlapivi esteri ¢ine vaznu
skupinu spojeva najvec¢im dijelom formiranu tijekom alkoholne fermentacije €ija prisutnost
znacajno utje€e na intezitet voénih aroma u vinu (Vararu i sur. 2016). Kao i na ostale
spojeve koji €¢ine fermentacijsku aromu i na njihovu sintezu najveci utjecaj imaju koriSteni
kvasci kao i ostali vanjski ¢imbenici: temperatura, dostupnost hraniva, pH, razina kisika,
prisutnost nezasi¢enih masnih kiselina i sterola (Lilly i sur. 2006). Dobiveni rezultati kao
najzastupljeniji ester i to u obje godine i kod vina svih klonskih kandidata izdvojio su
izoamilni acetat Sto je i u skladu sa literaturnim navodima (Ribéreau-Gayon i sur. 2006a)

koji istiCe njegov pozitivan doprinos aromom koja podsje¢a na bananu. U 2011. godini
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znacajno najveca koncentracija utvrdena je kod vina klonskog kandidata VV-438 dok je u
2012. godini to bilo vino klonskog kandidata VV-360. Medu etil esterima masnih kiselina
najznacajniji su etil kaproat, kaprilat i kaprat koji takoder su nosioci voénih nota u vinu a
Cije koncentracije se kre¢u od 0.03 pa sve do 1.3 (etil kaproat) i 2.3 (etil kaprilat) mg/L (
Belitz i sur. 2009). Koncentracijama stvorenog etil kaproata u obje godine izdvojila su se
vina klonskog kandidata VV-438 te VV-482 dok su kod etil kaprilata najvece koncentracije
utvrdene kod vina klonskih kandidata VV-486 i VV-438 u 2011. te VV-438 i VV-360 u
2012. godini. Kao Sto je bilo i za o€ekivati u obje godine utvrden je znaCajan utjecaj
kvasca na sintezu navedenih spojeva pri ¢emu je soj kvasca Vinl3 u obje godine stvorio
viSe etil butirata dok je na sintezu svih ostalih estera znacajno vecéi utjecaj imao soj kvasca
Affinity.
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6. ZAKLJUCCI

Na temelju dvogodiSnjeg istraZivanja mosta i vina 9 klonskih kandidata kultivara Kraljevina
utvrdeno je postojanje razlika koje su varirale zavisno od klonskog kandidata ali i
koristenog soja kvasca to je u konacnici rezultiralo i posebnostima senzornih svojstava

dobivenih vina.

Ispitivani klonski kandidati su odabrani na temelju pozitivnih ampelografskih karakteristika
koje su bile stabilne tijekom ispitivanog razdoblja, a po kojima su se jasno razlikovali od
ostalih klonskih kandidata, tj. od prosjeka kultivara. Analiza osnovnog kemijskog sastava
mosta medu 9 klonskih kandidata koristenih u ovom istrazivanju izdvojila je klonski
kandidat VV-360 koji je imao znacajno najvecu koncentraciju Secera te najmanju ukupnu
kiselost te se dodatno izdvoijio viS§im vrijednostima slobodnog amino dusika i vrijednosti pH
i to u obje istrazivane godine. Uz njega znacajno viSim sadrzajem Seéera u odnosu na
ostale kandidate izdvojio se i VV-482 koji je ujedno imao i nesto viSu ukupnu kiselost.
Najmanjim vrijednostima nakupljenog Seéera i to u obje godine istrazivanja izdvojio se
kandidat VV-479.

Temeljem dobivenih koncentracija pojedinacnih organskih kiselina mosta klonski kandidat
VV-360 u obje godine istrazivanja izdvojio se najmanjim vrijednostima vinske kiseline dok
su se znacajno vec¢im vrijednostima kako vinske tako i jabu€ne kiseline izdvojili kandidati
oznake VV-483 i VV-482. Zna€ajno najvecu koncentraciju jabuéne kiseline i to u obje

godine istrazivanja imao je klonski kandidat VV-434.

Po aminokiselinskom profilu istrazivane klonske kandidate mozZzemo svrstati u tri grupe i to
VV-360 u kojem je dominantna aminokiselina arginin, VV-434 uz koji se veze glutaminska
kiselina i to u obje godine istazivanja, te preostlih 7 klonskih kandidata u kojima se
aminokiselinski profil nije znaajno razlikovao. Navedena dva klonska kandidata razlikuju
su se u odnosu na druge i zna¢ajno najvecim vrijednostima slobodnog amino dusika i to u

obje istrazivane godine.

U osnovnom fizikalno-kemijskom sastavu vina znacajna razliCitost utvrdena je kod
vrijednosti pepela pri Cemu se je u obje godine istrazivanja izdvojio klonski kandidat VV-
360. Uz njega u 2011 godini znacajno veci sadrzaj pepela imala su i vina klonskih
kandidata VV-434 i VV-483.
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Trend kretanja pojedinaénih organskih kiselina nastavio se i u analiziranim vinima klonskih
kadnidata gdje je ponovno kod kandidata VV-360 utvrdena najmanja koncentracija vinske
kiseline dok je klonski kandidat VV-434 imao znacajno najvecu vrijednost jabucne
kiseline. Utjecaj ispitivanog soja kvasca, ali i proizvodne godine uocen je u sintezi jantarne
kiseline gdje je u 2011. godini znaCajno vecu koncentraciju jantarne kiseline sintetizirao
soj Vinl13 i to kod svih klonskih kandidata Sto medutim nije bio slu¢aj u 2012. godini kada

dobivene vrijednosti nisu bile signifikantno razlicite.

Polifenolni profil dobivenih vina klonskih kandidata ukazao je na postojanje znacajnih
razlika u koncentracijama pojedinih grupa fenolnih spojeva. Tako je u obje godine
istrazivanja klonski kandidat VV-479 imao najviSe hidroksicimetnih kiselina medu kojima je
bila najzastupljenija trans-kaftarna, klonski kandidat VV-438 najviSe hidroksibenzojevih pri
¢emu je najzastupljenija bila galna kiselina dok se klonski kandidat VV-360 izdvojio

znacajno vec¢im koncentracijama ukupnih flavanola i to posebice epikatehina.

Istrazivani klonski kandidati razlikovali su se po aromatskom profilu pri ¢emu je takoder
utvrden i znacajan utjecaj godine, ali i koristenog soja kvasca. Po sastavu primarnih
aroma kao najzastupljenij monoterpen kod svih klonskih kandidata je bio linalol s time da
se je po ukupnoj sumi monoterpena i to u obje godine istraZivanja izdvojio klonski
kandidat VV-438. On je uz to imao i najveéi sadrZaj estera i to posebice izoamil acetata.
Dobiveni rezultati ukupne sume C13 norizoprenoida izdvojili su klonski kandidat VV-479
dok se je po sadrzaju visih alkohola izdvojio klonski kandidat VV-486. Utjecaj soja kvasca
bio je znaCajan u obje istraZivane godine pri éemu je soj Vinl3 stvorio vece koncentracije
norizoprenoida i monoterpena dok je soj kvasca Affinity pozitivno utjecao na vrijednosti

viSih alkohola i estera.

Razlike u dobivenim rezultatima sastava vina 9 klonskih kandidata potvrdila je i provedena
senzorna analiza vina pri ¢emu je u 2011. najbolje ocijenjeno vino klonskog kandidata VV-

482 a u 2012. godini VV-438, oba dobivena koriStenjem soja kvasca Vin13.

| na kraju rezultati provedenog istrazivanja ukazuju na postojanje velike razli¢itosti kako u
kemijskom tako i u senzornom sastavu vina izdvojenih klonskih kandidat. te su ovakva
istrazivanja vrijedna i dobrodosla u postupku klonske selekcije. Na osnovi dosadasnjih
spoznaja zakljuCujemo da bi daljnja istrazivanja trebala obuhvatiti i specifiCnosti
vinogradarskog poloZaja, ampelotehnike, ali i trziSno dostupna enoloska sredstva, koja

dodatno potenciraju ekstrakciju polifenolnih i aromatskih spojeva. Time bi se stekao bolji
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uvid u potencijal svakog klonskog kandidata, a sve s ciliem maksimalnog iskoriStenja

prirodnog potencijala kultivara u svrhu dobivanja visokokvalitetnih vina.
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ZIVOTOPIS KANDIDATA

lvana Puhelek rodena je 11. 04.1984. u Zagrebu. Zivi u Svetom Ivan Zelina, gdje je
pohadala osnovnu Skolu i opéu gimnaziju. Maturirala je 2003. godine te iste godine
upisala dodiplomski studij Bilinogojstvo na Agronomskom fakultetu Sveucilista u Zagrebu.
Zavrsila je smjer Vocarstvo, vinogradarstvo i vinarstvo te 8. rujna 2009. godine pod
mentorstvom prof. dr. sc. lvana Pejiéa obranila diplomski rad ,Ampelografske
karakteristike klonskih kandidata sorte Kraljevina (Vitis Vinifera L.) u 2008. godini “. Na
istom fakultetu je 2011. godine upisala poslijediplomski doktorski studij Poljoprivredne

zZnanosti.

Od 2011. godine zaposlena je kao znanstveni novak na Agronomskom fakultetu u
Zagrebu, gdje sudjeluje u nastavi na modulima Vinarstvo, Tehnologija vina, Kemija mosta
i vina te Senzorna svojstva i ocjenjivanje vina. Do danas je sudjelovala na znanstvenom
projektu ,Uzroci netipiCne arome starenja vina“, stru¢nim projektima Zagrebacke Zupanije
»PoboljSanje kakvoce proizvoda od jabuka i kupina- proizvodnja vina od jabuka i kupina®
,=Utjecaj folijarne gnojidbe aminokiselinama na kakvoc¢u vina Kraljevina“ te Pobolj$anje
kakvoce vina Kraljevina folijarnom primjenom makro i mikro elemenata te VIP projektu
“Primjena suvremene tehnologije u proizvodnji vina Frankovka”. U koautorstvu je objavila
11 znanstvenih i viSe stru¢nih radova te sudjelovala na veéem broju stru¢nih i znanstvenih

skupova.

Dugi niz godina sudjeluje u istrazivanju na projektu klonska selekcija cv Kraljevina te
aktivno sudjeluje u promociji i popularizaciji vina navedenog kultivara. Od 2014. godine
ovlasteni je predava¢ Ministarstva poljoprivrede te sudjeluje u edukaciji iz programa

Odrziva uporaba pesticida.
Clanica je Povjerenstva za senzorno ocjenjivanje vina.

Titulom vinske kraljice okrunjena je 2010 godine tijekom koje je na podrucju Hrvatske

promovirala vinorodna podrugja i vinare Zagrebacke Zupanije, te $irila kulturu pijenja vina.

Svoje vrijeme nesebitno posvecuje gradu u kojem Zivi, te je trenutno na funkciji zamjenika

gradonacelnika Svetog Ivana Zeline.
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7. PRILOG

Prilog 1.1. Interakcija klon*kvasac za osnovni kemijski sastav vina u 2011. godini

Ukupni fenoli Alkohol Ekstrakt ukupni Secer Ekstrakt bez Ukupne kiseline . HI:apive
(mg/L) (vol%) g/L reducirajuéi g/L Secera g/L (kao vinska) g/L kiseline (kao PH

Klon Kvasac octena) g/L
VV360 | Affinity | 188.59 | AB 12.63 | A 20.93 | BCD 4.19 | CDE 17.74 | AB 6.05 | CD 0.72 | ABCD 3.25 [ A
VV360 | VIN13 192.01 | A 1252 | A 22.41 | AB 6.23 | ABC 17.18 | ABC 595 | CD 0.55 | DE 3.22 | AB
VV406 | Affinity | 159.58 | EF 11.37 | EF 19.05 | EFGH 353 | E 16.50 | ABCDE 6.05 | CD 0.78 | AB 3.21 | BC
VV406 | VIN13 158.02 | EF 11.40 | EF 18.45 | GHI 3.95 | CDE 15.50 | DEF 580 | D 0.58 | CDE 3.21 | BC
VV423 | Affinity 156.54 | FG 11.62 | CD 19.25 | DEFGH 4.05 | CDE 16.20 | BCDE 6.05 | CD 0.82 | A 3.19 | BCD
VV423 | VIN13 184.42 | AB 11.70 | BC 2330 | A 810 | A 16.20 | BCDE 595 | CD 0.66 | ABCDE 3.22 | AB
VV434 | Affinity 166.13 | CDE 11.42 | EF 19.59 | DEFG 3.10 | E 17.50 | ABC 6.05 | CD 0.64 | BCDE 3.20 | BCD
VV434 | VIN13 171.49 | C 11.84 | B 20.35 | CDEF 335 | E 18.00 | A 6.18 | BC 0.51 | E 3.21 | ABC
VV438 | Affinity 143.65 | H 11.23 | FG 19.60 | DEFG 355 | E 17.05 | ABCD 6.50 | AB 0.58 | CDE 3.21 | ABC
VV438 | VIN13 126.14 | | 11.03 | H 18.85 | EFGHI 290 | E 16.95 | ABCDE 6.55 | A 0.60 | CDE 3.22 | AB
VV479 | Affinity 154.53 | FG 11.35 | EF 17.45 | HI 3.05 | E 15.40 | DEF 6.73 | A 0.60 | CDE 3.18 | CD
VV479 | VIN13 149.22 | GH 11.06 | GH 17.08 | | 3.68 | DE 14.40 | F 6.43 | AB 0.63 | BCDE 3.22 | AB
VV482 | Affinity 161.81 | DEF 11.74 | BC 18.55 | FGHI 355 | E 16.00 | CDEF 6.65 | A 0.65 | ABCDE 325 | A
VV482 | VIN13 170.58 | C 11.62 | €D 20.50 | CDE 6.10 | ABCD 15.40 | DEF 6.50 | AB 0.67 | ABCDE 3.22 | AB
VV483 | Affinity | 182.41 | B 11.67 | BC 19.55 | DEFG 4.20 | CDE 16.35 | ABCDE 6.70 | A 0.69 | ABCD 3.18 | BCD
VV483 | VIN13 171.24 | C 11.77 | BC 20.95 | BCD 5.10 | BCDE 16.85 | ABCDE 6.55 | A 0.74 | ABC 3.16 | D
VV486 | Affinity | 165.92 | CDE | 11.47 | DE 18.80 | EFGHI 3.95 | CDE 15.90 | CDEF 6.70 | A 0.58 | CDE 3.20 | BC
VV486 | VIN13 168.31 | CD 11.39 | EF 21.45 | BC 7.15 | AB 15.30 | EF 6.20 | BC 0.58 | CDE 3.20 | BCD
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Prilog 1.1. Interakcija klon*kvasac za osnovni kemijski sastav vina u 2011. godini

Klon Kvasac Pepeo g/L Vinska Jabucna Milijecna Limunska Jantarna
VV360 Affinity 1.98 | CDEFG 3.32 | GH 2.08 | BCDEF 0.17 | A 0.25 | A 0.79 | DE
VV360 VIN13 2.12 | AB 314 | H 2.12 | BCD 0.11 | AB 0.21 | A 0.95 | BCD
VV406 Affinity 1.96 | CDEFG 3.53 | FG 1.82 | FG 0.11 | AB 023 | A 1.09 | ABC
VV406 | VIN13 1.99 | CDEFG 3.43 | GH 1.86 | DEFG 0.08 | B 0.29 | A 1.11 | ABC
VV423 Affinity 1.89 | FG 3.95 | DE 1.87 | DEFG 0.13 | AB 0.22 | A 0.94 | BCD
VV423 | VIN13 1.91 | EFG 3.80 | EF 1.85 | EFG 0.13 | AB 0.20 | A 1.07 | ABC
VV434 | Affinity | 2.07 | ABC 3.28 | GH 283 | A 0.11 | AB 0.26 | A 033 |F
VV434 | VIN13 2.03 | BCD 3.27 | GH 2.65 0.12 | AB 0.24 | A 1.14 | AB
VV438 | Affinity | 1.89 [ G 3.78 | EF 217 | B 0.10 | AB 023 | A 0.96 | BCD
VV438 | VIN13 2.01 | BCDEF 4.00 | CDE 2.15 | BC 0.13 | AB 022 | A 1.07 | ABC
VV479 | Affinity | 1.59 | H 3.43 | GH 1.91 | BCDEFG 0.09 | AB 0.25 | A 1.04 | ABCD
VV479 VIN13 218 | A 3.31 | GH 1.96 | BCDEFG 0.09 | AB 023 | A 1.26 | A
VV482 Affinity 161 | H 4.13 | ABCD 181 | G 0.14 | AB 021 | A 0.86 | CDE
VV482 VIN13 1.67 | H 4.05 | BCDE 1.83 | FG 0.14 | AB 0.25 | A 1.01 | ABCD
VV483 Affinity 1.90 | FG 4.23 | ABCD 1.97 | BCDEFG 0.12 | AB 023 | A 0.89 | BCD
VV483 VIN13 2.12 | AB 4.27 | ABC 2.11 | BCDE 0.14 | AB 0.25 | A 0.95 | BCD
VV486 Affinity 2.02 | BCDE 440 | A 1.84 | FG 0.15 | AB 0.22 | A 0.61 | E
VV486 VIN13 1.92 | DEFG 434 | AB 1.89 | CDEFG 0.09 | AB 023 | A 1.07 | ABC
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Prilog 1.2. Interakcija klon*kvasac za osnovni kemijski sastav vina u 2012. godini

Ukupni fenoli 0 Ekstrakt ukupni Seéer reducirajuci Ekstrakt bez Ukupne kiseline | Hlapive kiseline
Klon Kvasac (mg/L) Alkohol (vol%) g/L g/L Secera g/L (kao vinska) g/L | (kao octena) g/L
VV360 Affinity 135.72 | BCDE 11.87 | A 19.70 | A 4.10 | ABCDE 16.60 | AB 6.40 | ABC 0.23 | E
VV360 VIN13 141.80 | AB 11.83 | AB 19.30 | ABC 3.95 | ABCDE 16.35 | ABC 6.20 | BC 0.26 | CDE
VV406 Affinity 132.88 | CDEF 11.81 | AB 19.40 | ABC 3.95 | ABCDE 16.45 | ABC 6.80 | A 0.35 | ABCD
VV406 VIN13 136.31 | BCDE 11.77 | ABC 19.40 | ABC 3.35 | DE 17.05 | A 6.65 | ABC 0.39 | AB
V423 Affinity 129.29 | EFG 11.69 | CD 18.80 | BCDEFG 3.70 | CDE 16.10 | ABC 6.80 | A 0.31 | BCDE
vVv423 VIN13 134.55 | BCDE 11.68 | CD 19.25 | ABCD 3.20 | E 17.05 | A 6.65 | ABC 0.33 | ABCDE
VVv434 Affinity 123.06 | GH 11.67 | CD 19.40 | ABC 3.85 | BCDE 16.55 | ABC 6.75 | A 0.34 | ABCDE
VVv434 VIN13 118.10 | H 1161 | D 19.10 | ABCDE 3.85 | BCDE 16.25 | ABC 6.70 | AB 0.31 | BCDE
VV438 Affinity 124.43 | GH 11.67 | CD 19.10 | ABCDE 4.30 | ABCD 15.80 | ABCD 6.75 | A 0.32 | ABCDE
VV438 VIN13 128.84 | EFG 1164 | D 18.65 | CDEFG 330 | E 16.35 | ABC 6.85 | A 0.29 | BCDE
VVv479 Affinity 147.56 | A 1162 | D 18.15 | FG 4.55 | ABC 1460 | D 6.65 | ABC 0.24 | DE
VVv479 VIN13 126.65 | FG 1162 | D 18.30 | EFG 3.85 | BCDE 15.45 | BCD 6.75 | A 0.37 | ABC
VvVv482 Affinity 139.13 | BCD 11.81 | AB 19.00 | ABCDEF 3.80 | BCDE 16.35 | ABC 6.75 | A 0.34 | ABCDE
VVv482 VIN13 132.56 | DEF 11.81 | AB 19.65 | AB 485 | A 15.80 | ABCD 6.70 | AB 0.29 | BCDE
VVv483 Affinity 126.63 | FG 11.77 | ABC 19.55 | AB 4.05 | ABCDE 16.50 | ABC 6.60 | ABC 0.35 | ABCDE
VvVv483 VIN13 140.26 | ABC 11.73 | BCD 18.40 | DEFG 3.70 | CDE 15.70 | BCD 6.15 | C 0.40 | AB
VV486 Affinity 141.83 | AB 11.66 | CD 19.05 | ABCDE 4,75 | AB 15.30 | CD 6.55 | ABC 0.36 | ABCD
VV486 VIN13 147.19 | A 11.67 | CD 18.10 | G 3.70 | CDE 15.40 | BCD 6.80 | A 044 | A
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Prilog 1.2. Interakcija klon*kvasac za osnovni kemijski sastav vina u 2012. godini

Klon Kvasac pH Pepeo g/L Vinska Jabucna Milijecna Limunska Jantarna
VV360 Affinity 3.21 | AB 191 | AB 499 | G 2.33 | EF 0.13 | CDE 0.11 | CD 055 | A
VV360 VIN13 322 | A 1.89 | ABC 474 | H 2.45 | DE 0.16 | ABCD 0.11 | D 0.51 | AB
VV406 Affinity 3.16 | E 192 | A 491 | GH 193 | G 0.14 | BCDE 0.18 | ABC 0.28 | EFG
VV406 VIN13 3.15 | E 1.88 | ABC 501 |G 1.89 | G 0.14 | BCDE 0.20 | A 0.27 | EFG
vVv423 Affinity 3.18 | BCDE 1.52 | GHI 6.10 | A 202 | G 0.18 | AB 0.19 | A 0.28 | EFG
VVv423 VIN13 3.20 | ABCD 1.60 | FGH 6.05 | AB 2.13 | FG 0.16 | ABCD 0.19 | A 0.34 | DEF
VVv434 Affinity 3.16 | DE 1.79 | CD 531 | F 2.75 | ABCD 0.12 | DE 0.17 | ABCD 0.37 | CDE
VVv434 VIN13 3.16 | DE 1.81 | BCD 506 | G 290 | A 0.17 | ABC 0.17 | ABCD 0.48 | ABC
VV438 Affinity 3.17 | CDE 1.57 | FGHI 5.59 | DE 2.48 | BCDE 0.20 | A 0.18 | AB 0.24 | FG
VV438 VIN13 3.17 | BCDE 1.61 | EFG 5.39 | EF 2.49 | BCDE 0.18 | AB 0.18 | ABC 0.28 | EFG
VVv479 Affinity 3.16 | E 133 | K 5.38 | EF 2.66 | ABCD 0.18 | AB 0.15 | ABCD 0.43 | BCD
vVv479 VIN13 3.16 | E 1.39 | K 5.43 | EF 2.63 | ABCDE 020 | A 0.16 | ABCD 0.34 | DEF
VVv482 Affinity 3.18 | BCDE 131 | K 6.03 | AB 2.59 | ABCDE 0.12 | DE 0.20 | A 0.24 | FG
VvVv482 VIN13 3.17 | BCDE 1.40 | JK 6.18 | A 2.70 | ABCD 0.11 | E 0.20 | A 023 | G
VVv483 Affinity 3.20 | ABCD 1.64 | EF 5.73 | CD 2.48 | CDE 0.15 | BCDE 0.17 | ABCD 021 | G
VvVv483 VIN13 3.20 | ABC 1.71 | DE 5.83 | BCD 2.53 | BCDE 0.12 | DE 0.15 | ABCD 020 | G
VV486 Affinity 3.17 | CDE 1.51 | HI 5.84 | BC 2.79 | AB 0.16 | ABCD 0.11 | D 021 | G
VV486 VIN13 3.16 | DE 1.49 | 1) 5.85 | BC 2.79 | ABC 0.12 | DE 0.12 | BCD 0.25 | FG
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Prilog 1.3 Interakcija klon*kvasac za aromatski profil vina u 2011. godini

Beta-

Alpha-

2C13

2011 Kvasac damaskenon ionon Beta-ionon norisoprenoida Etil butirat Izoamil acetat Etil kaproat Etil kaprilat
VV360 | affinity 3.33 | HU 1.09 | C 0|E 4.41 | DE 11.78 | K 3734 | CD 147.01 | K 559.2 | G
VV360 | Vin13 4.02 | DEFG 137 | AB 0|E 539 | B 50.17 | EF 25524 | ) 171.03 | | 309.5 | K
VV406 | affinity 3.89 | EFG 0.84 | DE 0.12 | D 4.84 | CD 28.35 | HI 3181 | GH 1149 | M 609.18 | E
VV406 | Vini3 4.18 | CDE 147 | A 0.02 | E 5.66 | AB 78.03 | C 2505.7 | J 19292 | H 273.46 | M
vv423 | affinity 29 | 044 | F 043 | C 377 | F 35.28 | GH 2581.15 | 7448 | B 7741 | C
Vv423 | Vini13 4 | DEFG 0.75 | E 0.03 | E 477 | D 70.95 | CD 23024 | K 130.07 | L 367.5 | J
Vv434 | affinity 232 | K 0.75 | E 0.51 | B 357 | F 27.64 | HU 3868.6 | BC 385.64 | F 517 | H
VVv434 | Vini13 3.74 | EFGH 0.89 | DE 0.02 | E 464 | D 351 | GH 3031.85 | H 622.05 | D 733.64 | D
Vv438 | affinity 3.63 | FGHI 0.76 | E 0.12 | D 45 | D 96.93 | A 44025 | A 105.85 | N 7941 | B
vv438 | Vinl3 3.61 | GHI 0.88 | DE 0.13 | D 462 | D 5757 | E 3578.55 | DE 819.39 | A 248.15 | N
vv479 | affinity 312 | U1 135 | AB 091 | A 537 | B 7482 | C 2747.95 | | 278.86 | G 578.83 | F
VV479 | Vin13 4.16 | CDEF 1.23 | BC 0| E 539 | B 88.68 | B 3054.15 | H 687.6 | C 273 | M
VvVv482 | affinity 527 | A 0.84 | DE 0|E 6.11 | A 27.17 | U 3235.6 | FG 7513 | B 298.65 | L
Vv482 | Vinl3 5.06 | AB 0.77 | DE 0.03 | E 5.86 | AB 42.74 | FG 3117 | GH 175.69 | | 1155 | P
vv483 | affinity 3.02 | J 0.76 | E 0.16 | D 3.94 | EF 48.18 | F 3977 | B 195.55 | H 425.86 | |
Vv483 | Vini3 4.57 | BC 0.82 | DE 0.04 | E 543 | B 66.98 | D 35445 | E 155.81 | J 227.22 | O
VVv486 | affinity 4.45 | CD 092 | D 0| E 5.36 | BC 20.1 | J 2518.05 | J 47337 | E 918.17 | A
Vv486 | Vini3 3.99 | DEFG 0.75 | E 0.01 | E 475 | D 5768 | E 3364.05 | F 153.65 | JK 2285 | O
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Prilog 1.3 Interakcija klon*kvasac za aromatski profil vina u 2011. godini

2-heksen-

Dietil sukcinat 2 estera 2-heksanal 1-heksanol 2-fenil -etanol 2 C6-alkohola Trans- ruza oksid
2011 Kvasac 1-ol
VV360 | affinity | 169.55 | A 4621.54 | CD 0 1.74 | CDE 0 4469.05 | G 4470.79 | F 0
VV360 | Vin13 1478 | C 3230.89 | | 0 1.81 | CDE 0 4014 | 1) 4015.81 | HI 0
VV406 | affinity | 130.15 | EF 4063.57 | EF 0 2.01 | CDE 0 5246.05 | C 5248.06 2.62
VV406 | Vinl3 151.39 | C 3201.49 | | 0 1.54 | CDE 0 4706.1 | F 4707.64 | E 2.08
vv423 | affinity | 110.77 | H 4246.1 | E 1.02 1.36 | DE 0 4777.95 | EF 4780.33 | DE 0
VVv423 | Vinl3 12211 | G 2993.03 | J 1.41 1.7 | CDE 0 3999.75 | U 4002.86 | HI 0
VV434 | affinity | 104.24 | | 4903.12 | B 0 1.69 | CDE 0.86 5053.55 | D 5056.1 | C 0
VV434 | Vinl3 132.48 | DE 4555.11 | D 1.21 1.24 | E 0.87 3017.2 | M 3020.53 | L 0
VvVv438 | affinity | 123.44 | G 5522.81 | A 0 3.79 | AB 0 3945 | ) 3948.79 | | 0
VVv438 | Vini3 137.16 | D 4840.82 | B 0 455 | A 0 2682.25 | N 2686.8 | M 2.25
vv479 | affinity | 146.96 | C 382742 | G 0 1.5 | CDE 0 5678.1 | A 5679.6 | A 0
VVv479 | Vinl3 125.05 | FG 422848 | E 0 1.79 | CDE 0 3702.15 | K 3703.94 | J 0
VVv482 | affinity | 164.85 | AB 4477.57 | D 1.23 3.76 | AB 0 4276.95 | H 428194 | G 0
Vvv482 | Vini3 111.75 | H 3562.68 | H 2.33 1.82 | CDE 0 4148.7 | HI 4152.85 | GH 0
Vvva83 | affinity | 135.17 | DE 4781.75 | BC 0 227 | C 2.52 3276.08 | L 3280.86 | K 0
vv483 | Vinl3 133.13 | DE 4127.64 | EF 0 2.18 | CD 1.61 2223.15 | O 2226.93 | N 2.22
VVv486 | affinity | 111.73 404143 | F 13 3.18 | B 4.82 5514.65 | B 5523.96 | A 0
VVv486 | Vinl3 161.31 | B 3965.2 | FG 2.03 1.89 | CDE 5.23 4895.6 | DE 4904.75 | CD 2.42
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Prilog 1.3 Interakcija klon*kvasac za aromatski profil vina u 2011. godini

2011 Kvasac CIcfl-(I:i‘;a Geraniol Linalol Gz::er:::\S aka tg'lppi::ol ze-::::::l- Citronelol Nerol 2 monoterpena
VV360 | affinity 0 1.37 | EF 1.03 | H 1.15 | FGH 264 | F 6.58 | B 0| H 12.76 | GHU
VV360 | Vin13 0 175 | D 6.14 | EFG 1.29 | DEF 2.03 | HI 542 | D 148 | B 18.09 | DEFG
VV406 | affinity | 3.82 1.23 | FG 2.14 | FGH 1.67 | AB 303 | D 171 | ) 0| H 16.21 | EFGH
VV406 | Vinl3 | 4.02 216 | A 13.56 | CD 1.51 | BC 2.76 | EF 219 | | 1.24 | CDE 2951 | C
vv423 | affinity 0 141 | E 3.47 | FGH 1.28 | DEF 303 | D 119 | L 0| H 1037 | U
Vv423 | Vini13 0 1.95 1239 | D 1.34 | DE 2.06 | GHI 1.32 | KL 146 | B 20.51 | DE
Vv434 | affinity 0 137 | EF 1.24 | GH 1.07 | GH 383 | B 205 | | 103 | G 10.58 | HI
VVv434 | Vini13 0 1.12 | GH 6.19 | EF 1.12 | GH 344 | C 423 | F 1.09 | EFG 17.19 | DEFG
Vv438 | affinity 0 1.26 | EFG 1.07 | H 1.06 | H 134 | K 1.45 | K 1.04 | FG 7.22 |
vv438 | Vinl13 | 7.31 1.31 | EF 2399 | A 1.33 | DE 353 | C 315 | G 183 | A 4468 | A
vv479 | affinity 0 1.04 | H 2.72 | FGH 1.22 | DEFG 313 | D 252 | H 0| H 10.63 | HI
vv479 | Vinl13 0 1.77 | CD 10.86 | DE 1.52 | BC 148 | K 1.22 | KL 1.2 | DEF 18.04 | DEFG
VvVv482 | affinity 0 1.37 | EF 4.38 | FGH 1.14 | FGH 225 | G 514 | E O|H 14.27 | FGHI
Vv482 | Vinl3 0 1.8 | BCD | 14.86 | BCD 1.7 | A 1.79 | J 1.23 | KL 1.26 | CD 2263 | D
vv483 | affinity 0 1.32 | EF 1.64 | FGH 1.06 | H 6.71 | A 112 | L 167 | A 14.16 | FGHI
vv4s3 | Vvinl3 | 931 1.93 | BC 18.16 | BC 1.21 | EFGH 2.13 | GH 6.14 1.4 | BC 42.03 | AB
VVv486 | affinity 0 1.28 | EFG 5.87 | FGH 1.11 | GH 2.92 | DE 755 | A O|H 18.73 | DEF
Vv486 | Vinl3 | 7.63 179 | BCD | 1873 | B 137 | CD 186 | I 1.26 | KL 169 | A 36.75 | B

152



Prilog 1.4 Interakcija klon*kvasac za aromatski profil vina u 2012. godini

Beta-

2C13

2012 Kvasac damaskenon Alpha-ionon Beta-ionon norisoprenoida Etil butirat |Izoamil acetat Etil kaproat Etil kaprilat
VV360 | affinity 7.17 | FG 1.68 | EF 0.02 | EF 8.88 | DE 80.58 | B 3947.30 | A 13493 | L 336.31 | B
VV360 | Vin13 5.94 | HI 251 | A 0.02 | F 8.46 | DE 4499 | FG 3064.30 | D 257.96 | J 131.80 | U
VV406 | affinity 9.75 | BC 1.55 | FG 0.08 | E 11.37 | BC 37.68 | GH 2201.50 | H 115.88 | M 147.60 | H
VV406 | Vini3 8.88 | CDE 208 | B 0.03 | EF 1099 | C 72.45 | BC 1928.85 | | 49345 | G 183.98 | E
vv423 | affinity 8.11 | DEF 111 | H 0.00 | F 9.22 | D 89.80 | A 1900.85 | | 507.01 | F 127.64 | JK
Vv423 | Vini13 1145 | A 237 | A 0.02 | EF 13.84 | A 65.22 | CD 1623.15 | J 484.05 | G 12173 | L
Vv434 | affinity 464 | 148 | G 0.14 | D 6.26 | F 96.21 | A 3510.00 | B 13458 | L 133.75 | |
VVv434 | Vini13 4.08 | J 1.75 | DE 0.04 | EF 588 | F 65.89 | CD 2364.10 | FG 518.89 | E 121.14 | L
Vv438 | affinity 9.78 | BC 1.53 | FG 0.06 | EF 11.37 | BC 30.63 | HI 2794.80 | E 71436 | A 379.50 | A
vv438 | Vinl3 9.05 | CD 1.95 | BC 036 | A 11.36 | BC 65.13 | CD 3027.35 | D 13693 | L 163.70 | G
vv479 | affinity 9.89 | BC 1.63 | EFG 0.04 | EF 11.56 | BC 64.04 | D 1455.65 | K 181.20 | K 190.45 | D
VV479 | Vin13 10.74 | AB 1.73 | DE 0.04 | EF 1250 | B 70.21 | CD 101040 | L 456.75 | H 17711 | F
vv482 | affinity 7.82 | EF 0.82 | | 0.21 | BC 8.84 | DE 32.83 | HI 3306.00 | C 626.02 | B 192.78 | D
Vv482 | Vinl3 6.67 | GH 122 | H 0.00 | F 7.89 | E 52.09 | EF 2430.55 | F 565.24 | D 126.59 | K
vv483 | affinity 511 | 1) 0.86 | | 0.26 | B 6.23 | F 42.97 3426.90 | BC 14139 | L 14425 | H
Vv483 | Vini13 8.49 | DE 1.90 | CD 0.01 | F 1040 | C 5395 | E 327265 | C 614.40 | C 109.24 | N
VVv486 | affinity 419 | J 0.81 | | 0.17 | CD 5.16 | F 27.67 | | 2245.35 | GH 358.95 | | 11454 | M
Vv486 | Vini3 4.00 | J 121 | H 0.05 | EF 525 | F 4424 | FG 1468.50 | JK 569.75 | D 27285 | C
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Prilog 1.4 Interakcija klon*kvasac za aromatski profil vina u 2012. godini

2012 Kvasac Dietil sukcinat Y estera heki;nal 1-heksanol 2-heksen-1-ol 2-fenil -etanol > C6-alkohola Tra::;i;‘uza
VV360 | affinity 11492 | G 4614.04 | A 0.00 1.56 | CDE 0.00 4720.10 | J 4721.66 | J 0.00
VV360 | Vinl3 163.10 | C 3662.15 | E 0.00 1.74 | BCD 0.00 3998.40 | K 4000.14 | K 241
VV406 | affinity 122.29 | F 2624.95 | | 0.00 1.48 | DE 0.00 6089.35 | F 6090.83 | F 0.00
VV406 | Vinl3 167.61 | C 2846.34 | H 0.00 1.63 | CDE 0.00 574250 | G 574413 | G 0.00
vv423 | affinity 189.94 | B 2815.24 | H 1.23 136 | E 0.00 4995.40 | HI 4997.98 | HI 0.00
vv423 | Vinl3 148.04 | D 2442.18 | J 1.27 1.86 | BC 0.00 3484.10 | L 3487.23 | L 0.00
vv434 | affinity 119.99 | FG 3994.52 | CD 0.00 1.53 | CDE 0.00 5138.05 | H 5139.58 | H 0.00
vv434 | Vinl3 117.70 | FG 3187.71 | G 1.14 1.85 | BC 0.00 3492.00 | L 349499 | L 0.00
vv438 | affinity 121.25 | F 4040.54 | C 0.00 1.52 | CDE 0.00 6005.55 | F 6007.07 | F 0.00
VVv438 | Vini3 148.43 | D 3541.53 | E 0.00 131 | E 0.00 1998.61 | N 1999.92 | N 2.26
vVva479 | affinity 142.95 | DE 2034.29 | K 0.00 1.55 | CDE 0.00 8030.80 | B 8032.35 | B 0.00
Vvv479 | Vinl3 139.68 | E 1854.14 | L 0.00 1.74 | BCD 0.00 325225 | M 3253.99 | M 0.00
vva82 | affinity 198.62 | A 4356.24 | B 1.68 332 | A 0.00 7630.65 | C 7635.64 | C 0.00
Vv482 | Vinl3 187.35 | B 3361.81 | F 2.20 1.62 | CDE 0.00 6691.00 | D 6694.81 | D 0.00
vv4a83 | affinity 121.05 | F 3876.55 | D 2.82 201 | B 0.00 5614.55 | G 5619.37 | G 0.00
vv483 | Vinl3 196.53 | A 4246.77 | B 2.27 1.64 | CDE 0.00 4884.68 | 1) 4888.59 | 1) 2.08
VV486 | affinity 119.96 | FG 2866.46 | H 2.16 310 | A 0.00 9481.40 | A 9486.66 | A 0.00
VVvV486 | Vinl3 198.36 | A 2553.70 | ) 0.00 1.67 | BCDE 0.00 6455.85 | E 6457.52 | E 2.25
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Prilog 1.4 Interakcija klon*kvasac za aromatski profil vina u 2012. godini

2012 Kvasac Cis-ruza oksid Geraniol Linalol Gz::e'::ls:a Alpha-terpineol ze-::::I- Citronelol Nerol 2 monoterpena
VVv360 | affinity 0.00 1.86 | EF 140 | B 1.13 | GHI 1.75 | GHI 399 | B 144 | A 11.56 | BC
VV360 Vin13 7.42 2.27 | CD 7.09 | AB 179 | A 1.78 | GHI 2.76 | F 143 | A 21.91 | ABC
VV406 | affinity 0.00 1.92 | EF 7.34 | AB 1.33 | EF 3.06 | D 1.84 | H 1.37 | ABC 16.84 | ABC
VV406 Vin13 0.00 199 | E 6.47 | AB 1.36 | DE 303 |D 167 | H 1.38 | ABC 15.88 | ABC
vv423 | affinity 0.00 1.29 8.58 | AB 1.16 | GHI 2.46 | EF 165 | H 0.00 | G 15.13 | ABC
vv423 Vin13 0.00 275 | B 6.54 | AB 1.72 | AB 1.78 | GHI 207 | G 1.22 | CDE 16.07 | ABC
Vv434 | affinity 0.00 2.26 | CD 1.76 | AB 1.13 | GHI 501 | A 394 | B 1.44 | A 15.54 | ABC
vva34 Vin13 0.00 2.03 | DE 9.02 | AB 1.06 | HI 360 | C 1.03 | J 1.37 | ABC 18.10 | ABC
vv438 | affinity 0.00 1.90 | EF 1.08 | B 1.21 | FGH 1.87 | GH 1.16 | 1) 1.41 | AB 861 | C
vv43g Vini3 5.02 391 | A 8.21 | AB 156 | C 389 | C 303 | E 1.03 | F 2891 | A
vv479 | affinity 0.00 146 | GH 2.34 | AB 1.23 | EFG 1.69 | HI 342 | D 1.44 | A 11.58 | BC
vv479 Vin13 0.00 235 | C 9.99 | AB 1.51 | CD 1.73 | GHI 228 | G 1.36 | ABCD 19.20 | ABC
vv482 | affinity 0.00 151 | GH 138 | B 1.62 | BC 2.20 | FG 366 | C 1.20 | DE 11.55 | BC
Vv482 Vin13 0.00 126 | H 12.13 184 | A 2.80 | DE 7.11 | A 1.24 | BCDE 26.37 | AB
vv483 | affinity 0.00 2.04 | DE 1.18 | B 1.05 | | 4.46 | B 1.30 | | 1.17 | EF 11.75 | BC
vv4s83 Vini3 1.72 2.49 | BC 5.64 | AB 186 | A 134 | | 1.69 | H 1.18 | EF 14.77 | ABC
Vv486 | affinity 0.00 133 | H 1.09 | B 1.07 | HI 1.97 | FGH 1.35 | | 1.35 | ABCD 813 | C
VVv486 Vin13 9.66 1.67 | FG 7.28 | AB 1.26 | EFG 1.50 | HI 173 | H 1.31 | ABCDE | 20.68 | ABC
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Prilog 1.5 Interakcija klon*kvasac za aminokiselinski profil vina u 2011. godini

2011 | Kvasac Glu Asp Cys Ser His Gly Thr Arg
VV360 | affinity | 10.82 [ CD 1843 | B 3439 [ B 382 | CcD 17.06 | H 524 [ B 6.24 | B 54.80 | B
VV360 | Vin13 | 13.67 | A 21.22 | A 38.96 | A 537 | B 13.18 | 1 4.04 | EF 551 | BCD 76.60 | A
VV406 | affinity 6.88 | IJKL 6.80 | JK 13.01 | HIJ 1.75 | FG 15.43 | HI 247 | K 2.23 | GHI 1463 | H
VV406 | Vinl13 8.20 | GHI 10.10 | GHI 16.13 | FGH 1.36 | GH 18.36 | GH 3.84 | FG 3.10 | FGH 9.87 | |
vv423 | affinity | 9.83 | DE 1401 | EF | 2069 | D 1.06 | H 24.89 | DE 213 [ L 153 |1 26.50 | EF
VvVv423 | Vinl13 7.25 | HIJ 18.06 | BC 2470 | C 424 | C 28.20 | BC 5.02 | C 8.10 | A 3083 | D
VV434 | affinity 9.58 | DEF 16.67 | BCD | 24.19 | C 422 | C 8.74 | L 411 | E 3.31 | EFG 5183 | B
VV434 | Vinl3 11.95 | BC 15.59 | DE 20.42 | DE 229 | E 22.30 | EF 7.60 | A 4.31 | DEF 19.07 | G
VV438 | affinity 8.49 | FGH 7.23 | JK 18.80 | DEF 1.92 | EF 12.56 | IIJK 3.68 | GH 1.95 | HI 10.11 | |
VVv438 | Vinl3 7.06 | UK 5.79 | KL 11.36 | 1 1.44 | FGH 950 | L 3.23 | 1 2.46 | GHI 462 | J
VV479 | affinity 565 | L 434 | L 12.08 | 1J 1.30 | GH 10.14 | KL 247 | K 1.54 | | 550 |J
VV479 | Vinl13 5.61 890 | 1J 15.81 | FGH 096 | H 20.04 | FG 221 | L 2.04 | HI 7.19 | 1J
vv482 | affinity | 12.32 [ B 15.06 | DE | 19.99 | DE 8.08 | A 30.27 | B 275 | J 5.50 | BCD 40.21
wv482 | Vini13 8.69 | EFG 15.88 | CDE | 21.88 | CD 398 | C 37.09 | A 445 | D 6.08 | BC 2425 | F
vv483 | affinity | 8.84 | EFG 9.61 | HI 17.44 | EFG 333 | D 26.71 | CD 362 | H 4.47 | DE 28.61 | DE
vv483 | Vin1i3 5.80 | KL 12.02 | FG | 19.00 | DEF 232 | E 30.11 | B 2.08 | L 493 | CD 18.08 | GH
VV486 | affinity | 6.11 [ JKL 411 | L 10.02 | J 1.39 | GH 11.06 | JKL 252 | K 1.59 | 1 8.30 | 1
VVv486 | Vinil3 6.64 | JKL 11.29 | GH 14.54 | GHI 1.21 | H 20.95 | FG 278 | J 2.44 | GHI 10.56 | |
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Prilog 1.5 Interakcija klon*kvasac za aminokiselinski profil vina u 2011. godini

2011 | Kvasac Ala Tyr Val Met Phe lle Leu yS
VV360 | affinity | 23.95 | A 54.63 | A 3.30 442]C 0.00 328 C 1502 | C 932 [ B
VV360 | Vvin13 | 19.20 | C 43.37 | B 4.58 6.00 | B 0.00 515 | A 20.08 | A 10.14 | A
VV406 | affinity | 16.90 | E 140 | D 0.72 | GH 272 | FG 0.00 1.92 | F 8.76 | GH 327 | K
w406 | vin1z | 12.21 |1 132 | D 1.60 | E 448 | C 0.00 291 | CcD [1182|D 593 | F
vv423 | affinity | 1553 | F 3.80 | D 157 | E 0.25 | I 0.00 031 | K 9.76 | FG 3.89 | J
vVv423 | Vin13 | 2081 | B 3.96 | D 347 | B 3.80 | D 0.00 330 | C 13.87 | C 748 | E
VV434 | affinity 18.18 | CDE 3767 | B 341 | B 3.52 | DE 0.00 213 | EF 10.40 | EF 819 | D
VV434 | Vinl3 15.15 | FG 222 | D 266 | C 6.77 | A 0.00 542 | A 18.19 | B 6.12 | F
VVv438 | affinity | 18.87 | CD 212 | D 1.11 | FG 328 | E 0.00 1.77 | FG 8.28 | HI 512 | G
vv438 | Vvin13 | 18.42 | CD 0.34 | D 0.93 | GH 434 | C 0.00 279 | D 1033 | F 234 | L
wVv479 | affinity | 17.67 | DE 0.86 | D 0.82 | GH 233 | G 0.00 1.00 | HI 6.13 397 |J
VV479 | Vinl3 12.61 | HI 1.05 | D 0.61 | H 234 | G 0.00 1.39 | GH 7.30 | 13 464 | H
V482 | affinity | 19.01 | CD 28.78 | C 263 | C 0.14 | | 0.00 0.84 | 1J 1390 | C 9.98 | A
vv482 | Vin13 | 18.66 | CD 379 | D 311 | B 431 | C 0.00 3.96 | B 1497 | C 8.63 | C
vv483 | affinity | 13.93 | GH 225|D 1.37 | EF 3.11 | EF 0.00 250 | DE | 11.56 | DE 4.41 | HI
VVv483 | Vinl3 14.65 | FG 158 | D 164 | E 252 | G 0.00 199 | F 8.82 | GH 420 | 13
vv486 | affinity | 17.85 | CDE 150 | D 0.88 | GH 172 | H 0.00 0.42 | JK 4.90 | K 312 | K
VV486 | Vini3 1537 | F 2.07 | D 211 | D 260 | G 0.00 2.20 | EF 9.80 | FG 746 | E
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Prilog 1.6 Interakcija klon*kvasac za aminokiselinski profil vina u 2012. godini

2012 Kvasac Glu Asp Cys Ser His Gly Thr Arg
VV360 | affinity | 17.74 | A 15.30 | A 3175 | A 3.91 19.87 | AB 564 | F 583 [ A 4262 | A
VV360 | Vin13 8.80 | CD 1404 | B 26.92 | BC 484 | B 17.36 | CD 579 | EF 191 | E 1323 | D
VV406 | affinity | 5.16 | EF 553 | G 17.36 | FG 163 | FG | 13.92 | EF 223 | K 1.79 | EF 8.59 | GH
VV406 Vinl3 480 | F 7.34 | EF 18.63 | EF 142 | GH 20.75 | A 718 | C 0.69 | J 9.73 | FGH
vva23 | affinity | 458 | F 424 | H 21.78 | D 1.24 | HI 11.54 | FGH 452 | GH 1.58 | EFG 1599 | C
VV423 Vini3 9.76 | BCD 11.09 | C 19.82 | DE 132 | H 12.15 | FGH 8.26 | B 1.34 | GH 12.91 | DE
VV434 | affinity 1094 | B 11.74 | C 2789 | B 189 | F 13.35 | EFG 3.56 | | 314 | B 2155 | B
VV434 | Vini3 9.93 | BC 1343 | B 2480 | C 263 | D 7.15 | | 193 | K 276 | C 16.42 | C
VV438 | affinity 843 | D 8.10 | DE 14.46 | H 181 | F 10.73 | H 4.66 | GH 3.28 | B 11.18 | DEF
\VV438 Vini3 6.49 | E 11.23 | C 21.22 | D 188 | F 18.08 | BC 998 | A 1.84 | EF 10.47 | EFG
VV479 | affinity 225 | H 214 | 1 15.66 | GH 181 | F 798 | I 289 | J 1.04 | HIJ 565 | 1J
V479 Vinl3 215 | H 2.08 | | 1352 | H 230 | E 572 | 1 6.25 | DE 0.96 | 13 7.56 | HI
vvag2 | affinity | 4.32 | FG 343 | H 1802 | EFG | 762 | A 11.17 | GH 4.63 | GH 232 |D 56113
w482 | vini3 9.19 | CD 873 | D 20.15 | DE 385 | C 20.68 | A 124 [ L 1.81 | EF 1342 | D
vv483 | affinity | 3.03 | GH 377 | H 17.98 | EFG 1.17 | HI 11.81 | FGH 417 | H 153 | FG 438 |J
vv483 | Vini13 431 | FG 742 |EF | 1790 |EFG | 278 | D 1484 | E 8.58 | B 1.24 | GHI 9.64 | FGH
vv486 | affinity | 6.47 6.75 | F 22.00 | D 1.28 | HI 15.20 | DE 494 | G 237 |D 9.21 | FGH
V486 Vini3 482 | F 569 | G 17.10 | FG 1.03 | | 328 |J 6.63 | D 2.62 | CD 8.22 | GH
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Prilog 1.6 Interakcija klon*kvasac za aminokiselinski profil vina u 2012. godini

2012 Kvasac Ala Tyr Val Met Phe lle Leu Lys
VV360 | affinity | 18.44 | AB 417 ] C 244 | B 114 | F 0.00 6.53 | A 2477 | A 6.32 | B
VV360 | Vin13 | 16.19 | CD 0.03 | E 214 | B 029 | G 1.48 0.05 | I 1232 | E 463 | D
VV406 | affinity | 15.90 | CDE 0.57 | DE 0.59 | D 112 | F 0.00 041 ]G 889 | G 225 | G
VV406 | Vin13 | 10.91 | GH 0.98 | CDE 121 C 117 | F 2.28 0.03 | I 6.97 | | 421 | E
vv423 | affinity | 10.39 | H 0.47 | DE 0.00 | F 230 | cD | 0.00 0.80 | F 555 | J 4.27 | DE
VvV423 | Vini13 17.51 | BC 0.00 | E 0.00 | F 0.05 | G 1.09 0.05 | | 784 | H 334 | F
VV434 | affinity 18.42 | AB 2.12 | CDE 0.76 | CD 543 | A 0.00 0.37 | GH 15.25 | CD 140 | H
VV434 Vini3 17.34 | BC 16.13 | A 246 | B 043 | G 5.80 1.79 | D 15.81 | BC 590 | C
vv438 | affinity | 11.75 | GH 1.37 | CDE 0.54 | DE 567 | A 0.00 2.86 | B 1260 | E 671 | B
V438 Vinl3 15.01 | DE 2.35 | CDE 263 | B 1.39 | EF 4.07 1.12 | E 1052 | F 308 | F
wV479 | affinity | 17.21 | BC 0.00 | E 0.00 | F 134 | F 0.00 0.00 | I 267 | L 457 | DE
Vw479 | Vin13 11.62 | GH 0.00 | E 0.00 | F 0.00 0.00 0.00 | I 295 | L 1.33
w482 | affinity | 11.01 | GH 0.82 | DE 0.00 | F 043 | G 0.00 0.88 | EF 16.00 | B 982 | A
vv482 | Vvin13 | 14.18 | EF 353 | CD 409 | A 283 C 3.76 224 | C 1495 | D 9294 | A
VV483 | affinity 19.80 | A 0.00 | E 0.00 | F 2.03 | DE 0.00 0.16 | HI 430 | K 459 | DE
vv483 | Vin13 | 12.84 | FG 0.00 | E 126 | C 1.33 1.22 0.00 | I 7.90 | H 2.17
VV486 | affinity | 14.00 | EF 0.00 | E 0.03 | EF 1.12 0.00 0.34 | GH 9.08 | G 3.00 | F
V486 Vini3 11.70 | GH 10.75 | B 0.28 | DEF 4.09 2.63 0.00 | I 7.44 | HI 196 | G
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