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Aromatski profil kupinovih vina
Aromatic profile of blackberry wines

Tomislav Svalina'*, Sara Nasic’l’z, Marko Suste', Zana Deli¢', Emilija Friganoviél,

Mladenka Saroli¢', Boris Dorbié’
izvorni znanstveni rad (original scientific paper)

doi: 10.32779/g£.2.5-6.3
Sazetak

Cilj ovog rada je utvrditi razlike u kemijskom profilu aromatskih spojeva vina dobivenih od Sumskih i
kultiviranih kupina. Hlapljivi spojevi su izolirani metodom ekstrakcije vrsnih para na krutoj fazi (HS-
SPME) koristenjem sivog vlakna s DVB/CAR/PDMS ovojnicom. Analiza izoliranih hlapljivih spojeva
provedena je pomoc¢u vezanog sustava plinska kromatografija-masena spektrometrija (GC-MS). U
uzorku vina od Sumske kupine je identificirano 27 spojeva (ukupno 93,7 %), dok je kod uzorka vina
od kultivirane kupine identificiran 21 spoj (ukupno 92,3 %). U vinu od Sumskih kupina je prisutno
znacajno vise monoterpena i norizoprenoida koji su nositelji primarne arome kupine. U vinu od
Sumskih kupina je prisutno vise visih alkohola, a kod vina od kultiviranih kupina vise estera, stoga bi u
tehnoloSkom postupku trebalo obratiti paznju na temperaturu fermentacije koja je jedan od najbitnijih

¢imbenika za nastanak ovih spojeva.
Klju¢ne rijeci: GC-MS, HS-SPME, hlapljivi spojevi, kupina, vino.
Abstract

The aim of this paper is to determine the differences in the chemical profile of aromatic compounds of
wines obtained from wild and cultivated blackberries. The volatile compounds were isolated by solid
phase extraction method (HS-SPME) using gray fiber with DVB / CAR / PDMS sheath. The analysis
of isolated volatile compounds was carried out using a coupled gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS) system. In the forest blackberry wine sample, 27 compounds were identified
(93.7 % in total), while in the cultivated blackberry wine sample, 21 compounds were identified
(92.3 % in total). Blackberry wine contains significantly more monoterpenes and norisoprenoids,
which are the carriers of the primary blackberry flavor. More high alcohols are present in the wild

blackberry wine, and more esters in wines made of cultivated blackberries, therefore, the technological

! Veleutiliste "Marko Maruli¢" u Kninu, Petra Kre$imira IV 30, 22300 Knin, Republika Hrvatska.
* E-mail: tsvalina@veleknin.hr.
* Zavriena studentica preddiplomskog struénog studija Prehrambena tehnologija.
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process should pay attention to the fermentation temperature, which is one of the most important

factors for the formation of these compounds.
Key words: GC-MS, HS-SPME, volatile compounds, blackberry, wine.
Uvod

Pravilnik o vo¢nim vinima definira kupinovo vino kao prehrambeni proizvod koji je dobiven
alkoholnom fermentacijom soka ili masulja svjeze kupine (NN 73/06). Ovo vino se smatra
najpoznatijim voé¢nim vinom kojeg karakterizira kristalna rubin boja i izvrsna aroma. Ubraja se u teza
vina zbog ugodne trpkosti, sklada ukupnih kiselina, alkohola i karakteristi¢nih ekstrakta (Opacic,
2010).

Kupinovo vino je vazan izvor minerala i vitamina. Zbog visokog udjela antocijana, elagitanina i
polifenola ono ima snazan antioksidacijski ucinak. Takoder ima blagotvoran utjecaj na ljudsko
zdravlje i pomaze u sprjeCavanju raznih bolesti (Johnson i Gonzalez de Mejia, 2012). Proces
proizvodnje sastoji se od nekoliko osnovnih operacija: muljanja, maceracije (predfermentacije),
fermentacije te zrenja i odlezavanja. Nacin provodenja procesa proizvodnje jasno utjece i na kvalitetu

dobivenog vina.

Organolepticka svojstva ove vrste vina ovise i o dodacima koji se koriste u procesu maceracije.
Uobicajeni dodaci su kalijev metabisulfit i kvasci te razni enzimi koji pridonose povecanju ekstrakcije

boje, tanina i prekursora arome.

Aroma vina nastaje slozenom ravnotezom nekoliko hlapljivih spojeva (ugljikovodici, alkoholi,
terpenski alkoholi, esteri, aldehidi, ketoni, kiseline, eteri, laktoni, sumpornih i dusi¢ni spojevi). Sastav
hlapljivih frakcija vina ovisi 1 o proizvodnim faktorima (sorta kupine, tlo, klima, berba i vinarski
postupci). S druge strane gledista, vina se u velikoj mjeri oporezuju i na temelju njihove razine
alkohola, premda je dobro poznata Cinjenica da je metanol toksi¢na i Stetna tvar za ljudsko zdravlje

(Amidzi¢ et al., 2018).

Promatrajuc¢i kupinu iz bioloSkog aspekta ona je viSegodisnja grmolika biljka. Pripada porodici

Rosaceae, rodu Rubus L. koji ima oko 250 vrsta.

Stabljika kupine je mjestimi¢no odrvenjela i pokrivena trnjem dok joj bodlje sluze za penjanje i kao
obrambeni mehanizam protiv Zivotinja. Cvjeta od lipnja do kolovoza. 1z svakog pojedina¢nog cvijeta
razvija se jagodiCasti plod crvene boje, koji prilikom zrenja, kasnije potamni do tamnoplave tj. crne

boje. Najcesce uzgajane sorte su: ThornlessLogan, Thornfree, BlackSatin i Tayberry (Veli¢, 2015).

U nutritivnom pogledu, kupina sadrzi velike kolicine Secera, organskih kiselina i biljnih vlakana te

malo proteina i masti. Predstavlja izvor bogat bioloski aktivnim tvarima kao Sto su: polifenoli
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(tanini, antocijani), vitamini topljivi u vodi (vitamini B skupine i vitamin C) i mastima (npr. karotena),

te minerali: kalij, kalcij, magnezij, fosfor, Zeljezo 1 bakar (Amidzi¢ Klari¢, 2011).

Tijekom posljednjih nekoliko godina, proizvodnja i konzumacija kupinova vina u nas je u stalnom
porastu. Vecina proizvodaca su mala obiteljska gospodarstva koja ne mogu osigurati dovoljne koli¢ine
vina za trziSte. Zato je kupinovo vino jo$ uvijek malo zastupljeno na trziStu te kupci nisu dovoljno
informirani o njegovom pozitivnom ucinku na zdravlje (Klari¢ et al., 2016). U pogledu kemijskog

sastava ploda divlje kupine su superiornije u odnosu na kultivirane (Skender et al., 2017).

Cilj ovog rada je kroz odredene metode utvrditi i usporediti rezultate koji ¢e nam prikazati koli¢inu 1

kemijski sastav hlapljivih tvari vina od Sumskih i kultiviranih kupina.
Materijali i metode
Materijali

Za analizu hlapljivih spojeva koristeni su uzorci vina od Sumske i kultivirane kupine kupljeni na
domacem trzistu (Slika 1). Vina su do same analize ¢uvana na temperaturi hladenja od 8 °C:
- uzorak I. — vino od $umske kupine (VSK)

- uzorak II. — vino od kultivirane kupine (VKK).

Slika 1. Uzorci vina (izvor: autor)
Figure 1. Wine samples (Source: author)

Metode
Izolacija hlapljivih spojeva
Aktiviranje vlakna (kondicioniranje)

SPME igla se stavi u GC injektor u vremenu od 1 h na temperaturi od 280 °C (za sivo vlakno).

Napomena: prije ubacivanja igle u injektor na SPME nosacu se mora namjestiti cca 3,5 cm za ulazak
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vlakna u injektor. Nakon 30 min vlakno se uvuée u SPME nosa¢ te se sada SPME vlakno moze

koristiti za adsorpciju hlapljivih komponenti.
Priprema uzorka

Uzorak vina (10 mL) i 2 g NaCl stavi se u bo¢icu od 20 mL te se hermeticki zatvori teflonskom
septom. Bocica se postavi u vodenu kupelj te se odrzava konstantna temperatura od 40 °C u vremenu

od 15 min. Uzorak je mijeSan s magnetskom mijeSalicom na 750 rpm.
Sakupljanje hlapljivih spojeva

Nakon kondicioniranja uzorka od 20 min na 40 °C, SPME igla se postavi u bocicu sa uzorkom, te se
vlakno (DVB/CAR/PDMS) izvuce iz SPME igle u bocicu i u vremenu od 30 min vlakno sakuplja
hlapljive komponente. Nakon uzorkovanja, SPME vlakno se vrati u SPME iglu te je spremno za
desorpciju i analizu. Napomena: prije ubacivanja igle u bocicu na SPME nosacu se namjesti

cca 2,8 — 3,0 cm za ulazak vlakna u bocicu.
Desorpcija i analiza

SPME nosac se postavi u GC injektor te se vlakno ispusti iz SPME igle u injektor u vremenu od 7 min
na temperaturi od 250 °C. Nakon desorpcije hlapljivih spojeva, vlakno se vrati u SPME iglu te se
nosa¢ ukloni iz GC injektora. Tada je SPME nosa¢ spreman za daljnje uzorkovanje i analizu.
Napomena: prije ubacivanja igle u injektor na SPME nosacu se namjesti 3 cm za ulazak vlakna u

injektor (Jerkovi¢ i Radonic¢, 2009).

-.-:::E__:-" =

Slika 2. Aparatura za mikroekstrakciju vr$nih para na krutoj fazi (HS-SPME) (Izvor: autori).
Figure 2. Equipment for headspace solid phase microextraction method (HS-SPME) (Source:
authors).
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Analiza hlapljivih spojeva
Analiza izoliranih hlapljivih spojeva provedena je vezanim sustavom plinska kromatografija-
spektrometrija masa (GC-MS). Za plinsku kromatografiju koriSten je plinski kromatograf Agilent

Technologies GC 7890 A u kombinaciji sa spektrometrom masa MS 5975 C, Agilent Technologies.

Za analize je koriStena nepolarna HP-5MS kapilarna kolona.
Kolona HP-5MS

Stacionarna faza: 5 % fenil-metilpolisiloksan; Duljina: 30 m; Promjer: 0,25 mm; Debljina sloja

stacionarne faze: 0,25 um.

Slika 3. Kolona HP-5MS (Izvor: autori).
Figure 3. Column HP-5MS (Source: authors).

Uvjeti rada plinskog kromatografa:

- temperatura izvodenja plinske kromatografije je programirana na 2 min i 70 °C, a zatim je
rasla 2 °C po minuti dok nije postignuta temperatura od 200 °C;

- "solvent delay" bio je 3,0 min vrijeme u kojem se ne snima spektar, jer u tom vremenu izlazi
otapalo, a koriStenjem HS-SPME tehnike za izolaciju "solvent delay" je uklonjen jer kod ove
tehnike se ne koristi otapalo;

- temperatura injektora je bila 250 °C;

- koli¢ina injektora uzorka bila je 1pL;

- mobilna faza (plin nositelj): helij protoka 1,0 mL-min™.

Uzorak je dodan odjednom u ugrijani injektor tako da trenutno ispari. Kao detektor se koristi spektar
masa. Kad su uspostavljeni stacionarni uvjeti, stabilizirani protoci i temperatura osigurana je

reproducibilnost.
Uvjeti rada spektrometra mase:

- energija ionizacije: 70 eV;

- temperatura ionskog izvora: 280 °C;
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- interval snimanja spektara: 30 — 300 masenih jedinica.

Za svaki analizirani uzorak kao rezultat plinske kromatografije-spektrometrije masa (GC-MS)

dobivaju se sljedeéi rezultati:

- kromatogram ukupne struje;

- vrijeme zadrzavanja svake komponente koja je na kromatogramu predstavljena pikom (odakle
se izracunava retencijski indeks);

- relativni udio pojedine komponente izrazen u postotcima (udio povrSine pika u ukupnoj
povrsini);

- naziv spoja ili spojeva Ciji spektar je najsliéniji spektru nepoznate komponente (sli¢nosti

spektra koji su usporedeni izrazeni u postotcima) (Jerkovié¢ i Radoni¢, 2009).

Slika 4. Vezani sustav plinska kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS) (Izvor: autori).
Figure 4. Coupling system gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) (Source: authors).

Rezultati i diskusija

Rezultati analize (Tablica 1.) pokazuju da je u uzorku VSK ukupno detektirano 27 spojeva $to
predstavlja 93,6 % ukupne povrSine pod pikom, dok je u uzorku VKK ukupno detektiran 21 spoj sto
predstavlja 92,7 % ukupne povrSine pod pikom.

U uzorku VSK detektirano je: 13 estera (38,7 %), 3 alkohola (41,4 %), 6 monoterpena (10,0 %),
2 norizoprenoida (0,9 %), 1 fenil propanski derivat (0,1 %), 1 aldehid (1,1 %) i 1 spoj sa sumporom
(1,4 %).

U uzorku VKK je identificiran ukupno 21 spoj, od toga je identificirano: 13 estera (61,8 %), 3
alkohola (28,6 %), 1 monoterpen (0,1 %), 1 norizoprenoid (0,3 %), 1 hlapljiva organska kiselina
(0.2 %), 1 aldehid (0,4 %) i 1 spoj sa sumporom (1,3 %).
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Tablica 1. Kemijski sastav hlapljivih spojeva vina od Sumske 1 kultivirane kupine.
Table 1. Chemical composition of volatile compounds of forest and cultivated blackberry.

(% povrsine pod (% povrsine pod
No. Kemijski spoj pveizllll(()O;I(;) vino (I));a;(lil(:zl\zirane
Sumske kupine (VSK) kupine (VKK)
1. Izoamil-alkohol 2,432 26,4 23,6
2. Izoamil- acetat 3,608 9,4 2,7
3. Benzaldehid 5,828 1,1 0,4
4. Etil-heksanoat 6,600 2,9 8,0
5. Heksil-acetat 6,895 4,5 =
6. Limonen 7,392 2,0 -
7. N-oktanol 8,768 0,5 0,7
8. 2-alil-toluen 9,438 1,4 1,3
9. Linalol 9,761 3,2 -
10. 2-feniletanol 10,437 14.5 43
11. Borneol 12,250 0,4 -
12. 4-terpineol 12,608 1,8 -
13. Dietil- sukcinat 12,906 8,9 9,0
14. o-terpineol 13,240 2,3 -
15. Etil —oktanoat 13,598 9,0 28,3
16. Bornilen 14,783 0,3 0,1
17. 4-etilfenil-acetat 15,420 - 0,8
18. Vitispiran 16,825 0,7 0,3
19. Etil-nonanat 17,540 0,6 0,2
20. Metil-dekanoat 18,705 - 0,2
21. Etil 3-fenilpropionat 19,672 0,2 -
22. Eugenol 20,015 0,1 -
23. Dekanska kiselina 20,662 - 0,2
24. Geranil-acetat 21,148 1,2 -
25. Etil 9- dekanoat 21,320 - 0,1
26. FEtil -dekanoat 21,701 1,1 11,2
27. a-ionon 22,888 0,2 -
28. Etil 3-metilbutilsukcinat 23,055 0,3 0,3
29. Izoamil-oktanoat 23,666 - 0,1
30. Geranil-butirat 28,129 0,3 -
31. Etil- dodekanoat 29,43 0,1 0,6
32. Izopropil-dodekanoat 30,669 0,2 0,3
Ukupno detektirano 93,6 % 92,7 %
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Tablica 2. Detektirani hlapljivi spojevi iz VSK i VKK.
Table 2. Detected volatile compounds from VSK (forest blackberry wine) and VKK (cultivated
blackberry wine).

% (povrsine pod peakom) % (povrsine pod peakom)

Detektirani hlapljivi spojevi vino od §ulgske kupine vino od kultivirane kupine
(VSK) (VKK)

Esteri 38,7 61,8
Alkoholi 41,4 28,6
Monoterpeni 10,0 0,1
Norizoprenoidi 0,9 0,3
Hlapljive organske kiseline - 0,2
Aldehidi 1,1 0,4
Spojevi sa sumporom 1,4 1,3
Fenilpropanski derivati 0,1 -

Iz Tablice 1. je uocljivo da je u VSK identificirano 6 spojeva vise nego u uzorku VKK.

U uzorku VSK su prisutna &etiri estera koja nisu detektirana u uzorku VKK, a to su: heksil-acetat
(4,5 %), etil-3-fenilpropionat (0,2 %), geranil-acetat (1,2 %) i geranil-butirat (0,2 %). Takoder u
uzorku VKK su detektirana Cetiri estera kojih nema kod uzorka VSK, a to su: 4-etilfenil-acetat
(0,8 %), metil-dekanoat (0,2 %), etil-9-dekanoat (0,1 %) i izoamil-oktanoat (0,1 %). U uzorku VSK
prisutno je Sest spojeva iz skupine monoterpena: limonen (2,0 %), linalol (3,2 %), borneol (0,4 %),
4-terpineol (1,8 %), a-terpineol (2,3 %) i bornilen (0,3 %). U uzorku VKK prisutan je samo jedan spoj
iz navedene skupine, a to je bornilen (0,1 %). Od fenilpropanskih derivata detektiran je samo eugenol
(0,1 %) i to u uzorku VSK, a u uzorku VKK detektirana je samo jedna hlapljiva organska kiselina
(dekanska kiselina 0,2 %) koja nije bila prisutna u uzorku VSK. Iz skupine norizoprenoida detektirana
su dva spoja kod uzorka VSK (vitispiran 0,7 % i a-ionon 0,2 %), dok je kod uzorka VKK bio prisutan

samo vitispiran (0,3 %).

Uzorak VSK ima veée vrijednosti alkohola (41,4 % naprema 28,6 %) i kod njega je izoamil-alkohol
spoj koji zauzima najvecu povrSinu pod pikom. Takoder, u ovom uzorku ima vise 2-feniletanola
(14,5 % naprema 4,5 %). Kod uzorka VKK zabiljeZeni su veci relativni udjeli estera (61,8 % naprema
38,7 %), a etil-oktanoat je spoj koji zauzima najvecu povrSinu pod pikom. Mogu¢i uzrok ovakvih

razlika visih alkohola i estera je u razli¢itim temperaturama fermentacije (Molina et al., 2007).

Monoterpeni su vi$e zastupljeni u uzorku VSK gdje ukupno zauzimaju 10 % povrsine pod pikom, a u
uzorku VKK samo 0,1 % povrsSine. Terpeni imaju znacajnu ulogu za sortnu aromu i nalaze se u
pokoZici bobica vezani sa $e¢erima (Mateo i Jimenez, 2000). Uzorak VSK ima vise norizoprenoida u

odnosu na uzorak VKK (0,9 % naprema 0,3 %). Norizoprenoidi nastaju razgradnjom karotenoida ili
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mogu biti pohranjeni u obliku glikokonjugata u plodu koji mogu oslobadati svoj hlapljivi aglikon

tijekom fermentacije enzimskom i kiselinskom hidrolizom. Sastav karotenoidnog profila ploda,

postupak fermentacije i uvjeti skladiStenja vina su presudni ¢imbenici za aromu vina (Mendes-Pinto,

2009).
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Slika 5. GC/MS kromatogram vina od kupine.
Figure 5. GC/MS chromatogram of blackberry wine.

Zakljucak

Nakon provedenih istrazivanja na osnovu rezultata i rasprave, mogu se izvesti sljede¢i zakljucci:

1. u vinu od Sumskih kupina je prisutno zna¢ajno vi§e monoterpena i norizoprenoida koji su

nositelji primarne arome kupine, stoga bi trebalo prilagoditi tehnoloske postupke proizvodnje

vina (koristenje kvasaca s betaglukozidaznom aktivnoséu).
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2. U vinu od Sumskih kupina je prisutno vise visih alkohola, a kod vina od kultiviranih kupina
viSe estera, stoga bi u tehnoloSkom postupku trebalo obratiti paznju na temperaturu

fermentacije koja je jedan od najbitnijih ¢imbenika za nastanak ovih spojeva.

3. Kod vina od Sumskih kupina identificirano je 6 spojeva viSe nego u vinu od kultiviranih

kupina $to bi moglo imati efekta na kompleksnost arome.

4. Daljnja istrazivanja bi trebalo usmjeriti prema razliitim temperaturama fermentacije i

primjeni razlicitih sojeva selekcioniranih kvasaca

Zahvala
Rad je izraden u okviru izrade Zavr$nog rada Sare Nasi¢, bacc. ing. preh. teh. (vidi Literaturu).
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