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§ Sazetak vii

§ SazZetak

Kao jedan od dominantnih komercijalnih prehrambenih proizvoda, vino je podlozno brojnim
manipulacijama i krivotvorenjima, stoga je analiza vina neizbjezna kako bi se potvrdila njegova
kvaliteta i autenticnost. Nekoliko stotina razli¢itih kemijskih spojeva prisutnih u vinu doprinose
kompleksnosti njegova sastava i odredivanja, te su razvijene brojne tehnike i njihove
kombinacije kako bi se postigli $to bolji rezultati. Kao analiticke metode za odredivanje sastava
vina i njegovo povezivanje sa opazenim karakteristikama, Koriste se razne kromatografske
tehnike, spektrometrija masa te spektroskopske tehnike. Jednodimenzijska i dvodimenzijska
spektroskopija NMR predstavlja brz i ucinkovit nadin analize vina, te zajedno sa
kemometrijskom analizom podataka daje iznimne rezultate. Najéesée se koriste H i *C
spektroskopija NMR, a analiza se takoder moze provoditi i spregnutim sustavima, pri ¢emu se
ucestalo koriste i ekstrakcija ili spektrometrija masa. Spektroskopijom NMR mogu se provoditi
ciljane 1 neciljane analize vina, ali 1 samog grozda. Tako se uspjeSno moze karakterizirati
metabolom grozda te istraziti utjecaj terroira i tehnike uzgoja na metabolicki profil grozda.
Upotrebom spektroskopije NMR vina se mogu grupirati prema geografskom podrijetlu i
varijetalnoj srodnosti, kao i odrediti promjene prilikom oksidacije vina, alkoholne i
malolakti¢ne fermentacije te naposljetku provjeriti je li doSlo do captalizacije tijekom

proizvodnje.

Franka Sunjka Zavr$ni rad



§ 1. Uvod 1

§ 1. UVOD

1.1. VazZnost analize vina

Vino je izuzetno sloZena kemijska matrica u kojoj je ravnoteza izmedu mnogo kemijskih
spojeva zasluzna za njegovu kona¢nu kvalitetu i znacaj. Spektroskopija nuklearne magnetske
rezonancije (engl. nuclear magnetic resonance, NMR) uslijed jednostavnosti pripreme uzoraka
omogucuje raznolikost primjena za ciljanu i neciljanu analizu mnogih kompleksnih uzoraka,
kao $to su vino i vinski most. Unato¢ tome $to se NMR koristi ve¢ nekoliko desetljeca, stalni
napredak ra¢unske tehnologije i pulsnih tehnika pruza izniman potencijal za jo$ bolje rezultate.
Nadalje, koriste se razli¢ite tehnike NMR, kako jednodimenzijske, tako i dvodimenzijske te se
kombiniraju s kemometrijskim metodama za kvalitetnu analizu podataka. Prekretnica u
unapredenju Sire upotrebe spektroskopije NMR je nabavljanje kapitalne opreme u
laboratorijima, te vinski sektor sve viSe prihvaéa diferencijaciju vina upravo na temelju
rezultata dobivenih spektroskopijom NMR. Upotreba NMR znatno doprinosi procjeni
vrijednosti odredenog vina s obzirom na legislative o geografskom podrijetlu, poput PDO (engl.
protected denomination of origin) i PGI (engl. protected geographical indication). PDO i PGI
uspostavljaju intelektualno vlasniStvo za specificne proizvode, poglavito hranu i vino, te su od

iznimne vaznosti u Europskoj uniji.l-2

1.2. Osnova spektroskopije NMR

Spektroskopija NMR temelji se na spoznaji da se odredene atomske jezgre u vanjskom
magnetskom polju mogu pobuditi osciliraju¢im radiofrekvencijskim zracenjem u uvjetima
blizu rezonancijskim. Tako pobudene atomske jezgre emitiraju elektromagnetski signal ¢ija
karakteristi¢na frekvencija otkriva podatke o kemijskom okruzenju promatrane jezgre. Dakle,
pracenjem relaksacije jezgri nakon pobude razli¢itim duljinama i slijedovima primijenjenih
pulseva, dolazi se do strukturnih podataka. Nadalje, interakcije magnetskih momenata
povezanih jezgri uzrokuju sprezanje signala koje takoder nadopunjuje podatke o strukturi
analita, dok integriranje povrSine ispod signala ili njihov intenzitet sadrze informacije o broju
jezgri u rezonanciji. No, samo odredene atomske jezgre mogu se detektirati spektroskopijom
NMR, a nuzan uvjet koji odreduje aktivnost jezgri jest kvantni broj nuklearnog spina koji je

razli¢it od nule, odnosno neparan broj protona i/ ili neutrona. Tako se spektroskopijom NMR
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§ 1. Uvod

mogu proudavati jezgre H, 3C, PN, F te 3'P. Na slici 1. prikazani su osnovni dijelovi

suvremenog spektrometra NMR: supravodljivi magnet, sonda u kojoj se nalazi cjevcica s

uzorkom, nekoliko vrsta zavojnica koje odrzavaju homogenost i stabilnost magnetnog polja te

elektronicki sustav koji povezuje sve kontrole.
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Slika 1. Shematski prikaz spektrometra NMR.*

Cilj analize vina je povezati kemijski sastav vina sa njegovim opaZzenim svojstvima te smanjiti

mogucnosti krivotvorenja identiteta vina, odnosno laznog predstavljanja bitnih znacajki koje u

konacnici dovode do komercijalnog razlikovanja vina. Osim geografskog podrijetla, to su

svojstva poput sorte grozda i godine berbe, a koja se mogu karakterizirati spektroskopijom

NMR. Krivotvorenje u vinskom sektoru odnosi se na dodatak Secera vinskom mostu

(Captalizacija), razrjedivanje vina vodom, dodatak alkohola, bojila i drugih aditiva, ili pak

mijeSanje s drugim vinima manje kvalitete. Navedeno ne predstavlja samo komercijalnu

prijevaru, nego i potencijalnu opasnost za zdravlje potrosaca. lako se spomenuta svojstva vina

mogu ustanoviti i drugim tehnikama, u ovom je Zavr$nom radu naglasak stavljen na primjenu

tehnika NMR kao suvremene metode analize vina.®
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§ 2. Kemija vina 3

§ 2. KEMIJA VINA

2.1. Kemijski sastav vina

Vino je kompleksna smjesa nekoliko stotina kemijskih spojeva prisutnih u razli¢itim
koli¢inama. Sadrzi mnoge metabolite iz grozda, ali vecina je spojeva prisutnih u vinu ipak
produkt alkoholne i malolakti¢ne fermentacije. Prilikom alkoholne fermentacije dolazi do
pretvorbe Seéera u etanol i ugljikov dioksid, dok u malolakti¢noj fermentaciji najbitnija reakcija
ukljucuje pretvorbu jabucne kiseline u mlije¢nu kiselinu, pri ¢emu vina dobivaju manje kiseli i
zaokruzeni okus. Glavne su komponente vina: voda, etanol, glicerol, Seceri i organske kiseline,
no na sastav vina utjeCu mnogi faktori poput: mikroorganizama, geografskog podrijetla, sorte
grozda i tehnologije koristene prilikom proizvodnje.®”’

Primjerice, vino moze dozrijevati u drvenim bacvama kako bi se stabilizirala boja te
poboljsala prozirnost i senzorne karakteristike vina. Prilikom tog procesa dolazi do prijenosa
nekih kemijskih spojeva (npr. polifenola, laktona, steroida i karotenoida) iz drveta u vino.
NajceSce se za proizvodnju vinskih ba¢vi koristi hrastovina, ali zabiljezena je 1 upotreba akacije,
treSnje, kestena 1 duda pa se tako u vinima koja dozrijevaju u hrastovim ba¢vama pronalaze
veci udjeli vanilina i eugenola, dok uzorci dozrijevani u dudu pokazuju povecanje razine 4-

etilfenola.?

2.2. Znacaj kemije vina
Analiza vina slozena je ne samo zbog sloZenosti matrice, nego i zbog ¢injenice da se razlika u
vinima naj¢e$¢e ne opaza na temelju specificnih markera, ve¢ relativnih razlika u
koncentracijama pojedinih metabolita i njihovim interakcijama.®

Hlapljive komponente odgovorne su za miris vina koji se osje¢a mirisanjem tzv. headspacea
(engl. natprostor) ¢aSe, kao i arome koja se osjeti prilikom konzumiranja. Spojevi prisutni u
grozdu prenose se u vino uz minimalne izmjene prilikom fermentacije (npr. metoksipirazini) ili
kao prekursori spojeva koji nastaju tijekom obrade i starenja vina. Identificirano je preko 800
hlapljivih spojeva odgovornih za aromu vina te su oni ucestalo prisutni u vrlo niskim
koncentracijama i sa niskim pragom osjetne detekcije (ng/L ili ug/L).
U grozdu su poglavito prisutni monoterpeni, C13-norizoprenoidi, derivati benzena (npr. vanilin,

eugenol, acetaldehid, fenilacetaldehid), Ce aldehidi te alkoholi. Oni se nalaze i u nehlapljivom

Franka Sunjka Zavr$ni rad



§ 2. Kemija vina

obliku, tj. glikozidno vezani, no kao takvi nemaju direktnu aromu, nego doprinose kao

prekursori za hidroliticke reakcije koje se odvijaju tijekom proizvodnje vina. Specifi¢ne aroma

koje uzrokuju neki od kemijskih spojeva prisutnih u vinu prikazane su u tablici 1.

Tablica 1. Neki kemijski spojevi prisutni u vinu i grozdu te karakteristi¢ne arome kojima

doprinose.®

skupina kemijskih

predstavnici

karakteristiéna aroma

spojeva
linalool, nerol ruza
) geraniol pelargonija
monoterpeni o
vinski lakton kokos
mircenol lavanda, citrus

Cuz-norizoprenoidi

-damaskenon

vocno-cvjetna

B-ionon ljubicica
o fenilacetaldehid ruza, zumbul
benzenoidi _
2'-aminoacetofenon mokra krpa, naftalen
o heksanal
Ce-aldehidi

(E)-heks-2-enal
(2)-heks-3-enal

vegetativna, gorkasta

metoksipirazini

3-izobutil-2-metoksipirazin

paprika babura

esteri

etil-heksanoat
etil-oktanoat
etil-dekanoat

vocno-cvjetna

spojevi sa sumporom

etantiol
dimetil sulfid
2-sulfaniletanol
3-sulfanilheksan-1-ol

luk
trava, tartuf
zagorena guma

grejp, marakuja

Opcenito, monoterpeni i esteri etanola zasluzni su za cvjetnu i citrusnu aromu; Cis-

norizoprenoidi za voéno-cvjetnu, a Ce-aldehidi i (Z)-non-2-enal za vegetativnu. No, neke se

Franka Sunjka
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arome smatraju negativnima, primjerice povecana koncentracija 2'-aminoacetofenona ucestalo

uzrokuje aromu nalik mokroj krpi $to dovodi do komercijalnog odbacivanja vina.®

Franka Sunjka Zavr$ni rad
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§ 3. METODE ANALIZE VINA

3.1. Pocetci analize vina

S obzirom da je vino jedno od rijetkih proizvoda c¢ija je kvaliteta usko povezana s
jedinstveno$c¢u i prepoznatljivoséu, tijekom 20. stoljeca razvijale su se brojne metode kako bi
se unaprijedila njegova karakterizacija. Sorta grozda, podrijetlo, nacin i uvjeti proizvodnje nisu
samo faktori koji diferenciraju vina, ve¢ imaju kljuénu ulogu u odredivanju njihova
komercijalnog znacaja.

Metode razvijene u sklopu analiticke kemije znatno su doprinijele spoznajama o kemiji vina.
Razvoj plinske kromatografije (engl. gas chromatography, GC) 1950-ih godina predstavljao je
prekretnicu u analizi vina. Znacajan napredak podrobnosti analize ostvario se primjenom
raznovrsnih spektroskopskih metoda, poput atomske apsorpcijske spektroskopije (engl. atomic
absorption spectroscopy, AAS), spektrometrije masa (engl. mass spectrometry, MS) te
spektroskopije NMR.1®

Iako se spektroskopija NMR za strukturnu analizu primjenjuje jos od 1940-ih godina, jedno
od prvih istrazivanja koje je uklju¢ivalo NMR provelo se nekoliko desetlje¢a poslije, 1993.
godine. Tad su Vogels i sur. upotrijebili spektroskopiju *H NMR i 3C NMR za klasifikaciju 53
uzorka njemackih bijelih vina prema geografskom podrijetlu, te su predstavili mogucnost

upotrebe NMR u kombinaciji sa kemometrijskim metodama za daljnju analizu vina.®

3.2. Ciljana i neciljana analiza vina
Ciljane metode u metabolomici vina uglavnom obuhvacaju kvantitativnu analizu odredenih,
unaprijed definiranih skupina metabolita koji najées¢e pripadaju klasama polifenola, hlapljivih
spojeva, Secera, aminokiselina i organskih kiselina. Iako su takve metode uspjesno primijenjene
za diferencijaciju vina, velik dio metaboloma vina ipak ostaje nedetektiran i time se gubi znatan
dio bitnih informacija o analitu, kao $to su sorta grozda ili tehnike uzgoja. Stoga se u novije
vrijeme naglasak stavlja na neciljanu analizu metaboloma vina.

Neciljana analiza pociva na karakterizaciji svojstava metabolickog profila (tzv.
fingerprinting), a ne toliko spojeva koji ga sainjavaju. Tako dobiveni metabolicki profil
ucestalo sadrzi informacije o identificiranim, ali i neidentificiranim molekulama, te ne sluzi

apsolutnoj kvantifikaciji svih prisutnih metabolita. Neciljana analiza uglavnom se provodi na

Franka Sunjka Zavr$ni rad



§ 3. Metode analize vina 7

sljede¢i nacin: odabere se i pripremi uzorak, prikupe se podatci izabranim instrumentom i
analiziraju upotrebom kemometrijskih metoda te se oznace markeri i pretraze baze podataka
kako bi se na kraju postavila hipoteza. Neke prepreke u neciljanoj analizi vina uklju¢uju veliku
strukturnu raznolikost spojeva prisutnih u vinu, posebice kad je rije¢ o izomerima polifenola;
nedostatak dostupnih standarda za veéinu metabolita prisutnih u vinu te naposljetku i
objedinjenih baza podataka za metabolite vina.>

Primjerice, temeljem ciljane i neciljane analize spektroskopijom NMR, u jednom je
istrazivanju diferencirano nekoliko njemackih vina. Pritom su kao klju¢ni spojevi temeljem
ciljane analize istaknuti: $ikiminska kiselina, kaftarna kiselina, i butan-2,3-diol.}! Na sli¢an su
nacin, nakon smanjivanja signala vode i etanola u spektrima NMR, Mazzei i sur. statisticki

prepoznali $est metabolita odgovornih za diferencijaciju nekoliko talijanskih vina.?

3.3. Fizikalno-kemijska analiza, ICP-AES i ICP-MS

Moze se mjeriti nekoliko varijabli koje karakteriziraju grozde, odnosno most, ali klasi¢na
metoda koja se primjenjuje u vinogradarstvu za procjenu zrelosti grozda ukljucuje mjerenje:
pH, ukupne kiselosti, ukupnih topljivih ¢vrstih tvari i ukupni sadrzaj antocijanina. Kiselost i pH
odreduju se najcesce titracijom, te se u tu svrhu koriste automatski pH-metri. Sadrzaj flavonola
1 antocijanina moze se odrediti mjerenjima opticke gustoce na uzorcima kozice grozda.

Druge analize obuhvacaju odredivanje mineralnog sastava bobica grozda, odnosno udio
ukupnog 1 mineralnog dusika, fosfora, kalija, kalcija i magnezija. Udio dusSika i fosfora moze
se odrediti nakon digestije uz modificiranu proceduru koriste¢i sumpornu kiselinu i vodikov
peroksid, dok se udio Kkalcija, kalija i magnezija odreduje atomskom emisijskom
spektrometrijom uz induktivno spregnutu plazmu (engl. inductively coupled plasma atomic
emission spectroscopy, ICP-AES). Amonijevi i fosfatni ioni kvantificiraju se kolorimetrijom,
kao 1 ukupni sadrzaj Secera 1 organskih kiselina. Ukupni sadrzaj topljivih ¢vrstih tvari odreduje
se pak refraktometrijom.*3

Osim tehnike ICP-AES, u svrhu diferencijacije vina uspje$no je upotrijebljena i
spektrometrija masa uz induktivno spregnutu plazmu (engl. inductively coupled plasma mass
spectrometry, ICP-MS). Azcarate i sur. upotrebom tehnike ICP-MS u kombinaciji sa
kemometrijom diferencirali su 57 uzoraka bijelog vina iz Cetiri vinogradarske regije Argentine

na temelju pet elemenata u ultratragovima: barija, arsena, olova, molibdena i kobalta.'*

Franka Sunjka Zavr$ni rad



§ 3. Metode analize vina 8

3.4. UV-Vis, FT-IR i Ramanova spektroskopija

Osim spektroskopije NMR u analizi vina Cesto se koriste i druge spektroskopske tehnike.
Spektroskopija u ultraljubicastom i vidljivom dijelu spektra (engl. ultraviolet-visible
spectroscopy, UV-Vis) kao i infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom (engl.
Fourier-transform infrared spectroscopy, FT-IR) uspjesno su upotrijebljene za diferencijaciju
crnih vina proizvedenih u istoj vinogradarskoj regiji na temelju sorte i godine berbe. Pritom se
u spektrima UV-Vis naj¢esc¢e promatra raspon valnih duljina 250-600 nm u kojem apsorbiraju
hlapljivi spojevi i polifenoli. Spektri FT-IR za razli¢ite uzorke vina vizualno su vrlo sli¢ni, ali
postoje razlike u manjim dijelovima spektra, iako dominiraju vrpce apsorpcije vode i etanola
(npr. Siroka vrpca istezanja veze O-H u rasponu 4000-3000 cm™). U odnosu na infracrvenu
spektroskopiju, Ramanova spektroskopija pruza posebnu prednost pri analizi uzoraka s visokim
udjelom vode jer je manje osjetljiva na njen signal. Primjerice, Magdas i sur. iskoristili su
Ramanovu spektroskopiju sa Fourierovom transformacijom za klasifikaciju 30 vina iz tri

rumunjske vinogradarske regije.'>1°

3.5. Spektrometrija masa

Za analizu polifenola prisutnih u vinu ucestalo se koristi spektrometrija masa i to u sprezi za
razli¢itim kromatografskim tehnikama poput: GC, tekucinske kromatografije (engl. liquid
chromatography, LC) ili tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti (engl. high
performance liquid chromatography, HPLC). Tako se tehnika HPLC-MS uobicajeno koristi za
analizu antocijanina (flavonoidi, podvrsta polifenola) u crnom grozdu kako bi se ustanovila
sorta grozda i posljedi¢no autenti¢nost crnog vina. Sadrzaj anotcijanina moze se analizirati i
kombinacijom drugih tehnika kao $to su: tandemna spektrometrija masa (engl. tandem mass
spectrometry, MS/MS) i tekuc¢inska kromatografija ultravisoke djelotvornosti (engl. ultra
performance liquid chromatography, UPLC).

Nadalje, tehnika GC-MS cesto se koristi za analizu hlapljivog profila vina, odnosno
utvrdivanje poveznice izmedu arome vina i kemijskog sastava. S obzirom da je ve¢ina hlapljivih
spojeva u vinu prisutna u niskim koncentracijama, posebnu je paznju potrebno posvetiti
pripremi uzorka vina za analizu te se u tu svrhu poglavito provodi ekstrakcija ili pak destilacija
uzorka. Ekstrakcija je ucestali korak za predkoncentraciju uzorka kojeg zahtijeva vecina
klasi¢nih analiti¢kih tehnika, no ne i tehnika NMR. Vecinski se primjenjuju: ekstrakcija tekuce-
tekuc¢e (engl. liquid-liquid extraction, LLE), ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (engl. solid phase

extraction, SPE) i headspace mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi (engl. headspace-solid phase
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microextraction, HS-SPME). Tehnika SPME-GC/MS tako je upotrijebljena za promatranje

razvoja arome vina tijekom starenja vina u baévama izradenima od razli¢itog drveta.1®817.18
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§ 4. SPEKTROSKOPIJA NMR

4.1. Priprema uzorka

Najintenzivniji signali u spektru *H NMR vina potje¢u od vode i etanola, s obzirom da su to
glavne komponente koje sacinjavaju vino, te se signali etanola i vode stoga moraju eliminirati
kako bi se uspjesno izvrsila analiza ostalih komponenti, poglavito organskih spojeva slabijih
protonskih signala. To se naj¢esce postize uparavanjem ili kriodesikacijom te spektroskopskim
tehnikama supresije otapala. Kriodesikacijom ili koriste¢i atmosferu inertnog plina (dusik,
argon) fizicki se odstrane voda i etanol. No, ukoliko je uzorak most grozda, kriodesikacija se
izbjegava jer udio nefermentiranog Secera ne bi omogucio dostatnu eliminaciju vode.

Eliminacija vode tijekom pripreme uzorka mora se provoditi na nacin da se kontrolira pH
(najcesce oko 3), kako bi se minimizirao njegov utjecaj na kemijski pomak. U tu svrhu najcesce
se dodaje pufer (npr. fosfatni), kako ne bi doslo do gubitka znacajnih fizikalno-kemijskih
interakcija uslijed pojedinac¢nih korekcija pH. Titraciju je potrebno provoditi s preciznoséu
barem + 0,05, jer i mala razlika u pH medu uzorcima moze znacajno promijeniti kemijski
pomak spektra. Potom se uzorak, primjerice osuseni titrirani ekstrakt grozda ili supernatant
mosta tj. vina otapa u deuteriranoj vodi (D-O) te se dodaje natrijeva sol (trimetil)propionske-
2,2,3,3-d4 kiseline u D20 za kalibraciju kemijskog pomaka, nakon ¢ega se pripremljeni uzorak
prenosi u cjevéicu NMR. Kao unutrasnji standard i za kalibraciju kemijskog pomaka moze se
koristiti i otopina 4,4-dimetil-I-4-silapentan-1-sulfonske kiseline (DSS). Etanolni ekstrakti
razrijedeni u deuteriranoj vodi ne dozvoljavaju identifikaciju fenolnih spojeva uslijed
preklapajuéih signala u spektru *H NMR, kao i njegove kompleksnosti te se stoga u svrhu
odredivanja fenolnih spojeva koristi neka druga metoda, primjerice HPLC.

Kad je rije¢ o spektroskopiji NMR u ¢vrstom stanju, priprema uzorka ukljucuje izolaciju
ciljanih spojeva prirodnim taloZzenjem nakon kojeg slijedi kriodesikacija. Istrazen je sastav
takvog tamnocrvenog taloga nastalog u vinima Merlot i Cabernet Sauvignon, te su u njemu
identificirani: polifenoli, polisaharidi, kalijev bitartarat, organske kiseline i slobodne
aminokiseline. Talog daje izgled nalik laku unutar prazne boce vina, a njegova nastala koli¢ina

ovisi o temperaturi, godini berbe i sorti grozda,!-3>-7-11:13.19-21
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4.2. Obrada signala

Uslijed kontinuiranog poboljsanja uc¢inkovitosti spektrometara NMR, velik se broj spojeva
prisutnih u vinu moze detektirati istovremeno te se uglavnom dobivaju vrlo kompleksni spektri
sa znaCajnim preklapanjima signala. Preklapanje signala moze se smanjiti upotrebom tehnika
supresije otapala kao $to su: WET (engl. water suppression enhanced through T effects),
WATERGATE (engl. water suppression by gradient-tailored excitation) i NOESY (engl.
nuclear Overhauser effect NMR spectroscopy) pulsnih sljedova prezasi¢enja. lzazov je
upotrebom ovih tehnika postici 1 istovremenu supresiju signala etanola, a ne samo vode. Odabir
tehnike mora biti u skladu sa ograni¢enjima osjetljivosti i vremena na raspolaganju za
eksperiment. Primjerice, Monakhova i sur. uspje$no su upotrijebili jednodimenzijski pulsni
slijed NOESY za supresiju 8 signala vode i etanola u spektru *H NMR: OH singleta, CH;
kvarteta i CHs tripleta.??

Prije potpune obrade podataka spektralni se podatci moraju predobraditi, pri ¢emu se uvode
korekcije na baznu liniju, poravnavanje signala itd. Predobrada je nuzna kako bi se reducirali
dobiveni skupovi podataka i minimizirali pomaci signala uslijed varijacija instrumenata, pH te
razlika u sastavu pojedinih uzoraka vina. Ucestalo se provodi i tzv. bucketing, pri ¢emu se
spektar dijeli na segmente (engl. bins). Segmenti koji sadrze ostatke vode i etanola nakon
supresije ili druge nezanimljive spojeve za analizu uklanjaju se kako bi se dobili segmenti

prikladni za multivarijatnu analizu.l®

4.3. Kemometrija kao vazan alat u neciljanoj analizi tehnikom NMR
Neciljano snimanje spektara NMR ukljucuje snimanje nekoliko spektara pri istim uvjetima te
pronalazak ponavljaju¢ih sljedova pomocu kemometrije, odnosno multivarijatne analize.
Napredak rac¢unske tehnologije i upotreba kemometrijskih metoda na podatke dobivene
analizom spektara omogucili su razvoj multivarijatne analize podataka kao korisnog alata za
evaluaciju kvalitete vina i ostalih prehrambenih proizvoda (pive, sokova, raj¢ica itd.).

Analiza glavnih komponenti (engl. principal component analysis, PCA) koristi se za
opisivanje uzoraka u n-dimenzijskom prostoru pocéetnog seta varijabli u manji broj dimenzija
koje se nazivaju glavne komponente. Glavne komponente nastale nakon reduciranja velikog
skupa podataka sortirane su po znacajnosti, odnosno po udjelu varijance podataka koji
objasnjavaju. PCA je fundamentalni pristup za nenadziranu analizu podataka (ne zahtijeva
preliminarnu hipotezu) i pritom se isti¢u sli¢nosti i razlike u grupama i uklju¢enim varijablama.

Na taj se nacin postize odvajanje korisnih informacija od Suma, bez gubitka informacija do
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kojih bi doslo primjerice skaliranjem promatranih spektralnih regija razlicitih intenziteta. Na
slici 2. prikazan je graf koji su Pereira i sur. dobili primjenom PCA na 134 uzorka pulpe grozda
uzgojenog na 4 razli¢ita zemljista bordoske regije u Francuskoj.'® Na grafu je vidljiva disperzija
uzoraka iz sve 4 grupe, unato¢ tome Sto su one odvojene u zasebne klastere. No, uCestalo su
vidljive i znacajne varijabilnosti unutar pojedinih grupa, kao $to je prikazano naslici 2. za slucaj
grupa 1 i 2. Pereira i sur. dobivenu su varijabilnost pripisali razli¢itim relativnim udjelima
Secera (sukroze i fruktoze) te aromatskim spojevima, dok opcenita odvojenost Cetiri klastera
potjece od razlika u relativnim udjelima Secera 1 aminokiselina (prolina, arginina, glutamina, y-
amino-n-butanske kiseline). Osim PCA, za nenadziranu analizu podataka Koristi se i
hijerarhijska analiza klastera (engl. hierarchical cluster analysis, HCA).1’

20 4 PC2
® 22.9% [
o

® "y '
® QO grupa 1
® ® 10 @ crupa?
.' ° ® [ grupa3
;] () ® B grupad

]
in
-20

Slika 2. Jednodimenzijska spektroskopija *H NMR provedena je na pulpi i koZici bobica
grozda ubranih u Cetiri podrucja regije Bordeaux na jugozapadu Francuske, kako bi se utvrdili
kemijski spojevi zasluzni za distinkciju bobica po podrijetlu. Graficki prikaz PC1-PC2
objasnjava 50,5% ukupne varijance statistickog uzorka. Oznake grupa: 1— Bordeaux, 2—

Saint-Emilion, 3— Buzet i 4— Pessac-Léognan.*®

Ostale metode multivarijatne analize podataka ukljucuju: linearnu diskriminantnu analizu
(engl. linear discrimination analysis, LDA), multivarijatnu analizu varijance (engl. multivariate
analysis of variance, MANOVA) te diskriminantnu analizu metodom parcijalnih najmanjih
kvadrata (engl. partial least squares discriminant analysis, PLS-DA). Upotreba

Franka Sunjka Zavr$ni rad



§ 4. Spektroskopija NMR 13

kemometrijskih metoda nije ograni¢ena samo na nenadziranu analizu, pa se tako osim LDA i
PLS-DA u nadziranoj analizi podataka koriste i: K-najblizi susjedi (engl. K-means neighbors,
KNN), SIMCA (engl. soft-independent modeling class analogy), te umjetne neuronske mreze
(engl. artificial neural networks, ANN). No, modeli izgradeni na temelju nadzirane ili
nenadzirane analize svakako se trebaju validirati kako bi se izbjeglo dovodenje neispravnih
zakljucaka i tzv. overfitting.

Naposljetku, buduénost upotrebe spektroskopije NMR kao iznimne instrumentne tehnike za
analizu vina usko je povezana s razvojem pristupa obrade podataka, poglavito strojnog ucenja
(engl. machine learning). Tako su Sardy i sur. usporedili Cetiri modela strojnog ucenja, te su
ustanovili mogucnost geografske i varijetalne distinkcije madarskih vina upotrebom modela
slucajne sume (engl. random forest, RF) i metoda potpornih vektora (engl. support vector
machines, SVM).2 Prednost je RF i SVM Kklasifikacijskih metoda manji utjecaj overfittinga, te
su naposljetku takve metode uslijed svoje rjede primjene potencijalni izvor novih
istrazivanja.1>1°
4.4. Dvodimenzijska spektroskopija NMR kao dio ciljane analize
Ciljana analiza vina ucestalo ukljucuje i upotrebu dvodimenzijskih (2D) tehnika NMR poput:
COSY (engl. correlation spectroscopy), TOCSY (engl. total correlation spectroscopy), HSQC
(engl. heteronuclear single quantum coherence) te HMBC (engl. heteronuclear multiple bond
correlation). Shema pulsnog slijeda svake 2D tehnike NMR prikazana je na slici 3., a ukljucuje

periode pripreme, evolucije, mijeSanja i detekcije.

evolucija detekcija

MIJESANJE
h )

PRIPREMA

Slika 3. Opéa shema 2D tehnike NMR.*

Osnovna razlika izmedu 1D i 2D tehnika NMR jest ta S§to 2D spektri NMR sadrze drugu
frekvencijsku dimenziju koja se generira povecavanjem vremena evolucije za isti iznos u
svakom sljede¢em ponavljanju pulsnog slijeda tijekom evolucijskog perioda. Dvodimenzijska
spektroskopija NMR dijeli se na homonuklearnu (npr. *H-H TOCSY) i heteronuklearnu (npr.

'H-13C HSQC). Dvodimenzijska spektroskopija pomaze u rjesavanju problema preklapanja
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signala i slabih intenziteta nekih rezonancija tako Sto se uocava dodatna korelacija, ali i
razlucuju signali ¢ime se olaksava asignacija. Nedostatak 2D tehnika je vece vrijeme akvizicije
potrebno za analizu uzorka.*>%

COSY je homonuklearna 2D tehnika NMR koja daje informacije o povezanosti protona
preko skalarne sprege najcesce kroz dvije ili tri kemijske veze. TOCSY daje informacije o
korelaciji medu protonima unutar istog spinskog sustava, ako postoji neprekinuti lanac
spregnutih spinova. Tehnika HSQC Kkoristi se za detekciju sprege izmedu protona i heterojezgri
(poput *3C i °N) kroz jednu vezu, dok HMBC daje informacije o korelaciji protona s ugljikovim
atomima preko dvije, tri ili Cetiri kemijske veze. Na slici 4. prikazan je 2D spektar 'H-'H
TOCSY Cabernet Sauvignona koji su snimili Son i sur.?* Postojanje izvandijagonalnih signala
ukazuje na to koje su jezgre u sprezi, dok njihovo odsustvo indicira na manjak sprege medu

odgovaraju¢im jezgrama.
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Slika 4. 2D spektar NMR, *H-'H TOCSY, uz asignirane dominantne signale za uzorak

francuskog vina Cabernet Sauvignon.?

Franka Sunjka Zavr$ni rad



§ 4. Spektroskopija NMR 15

Zabiljezena je i upotreba pseudo-dvodimenzijske tehnike DOSY (engl. diffusion ordered
spectroscopy) koja omogucuje karakterizaciju vise spojeva u odnosu na konvencionalne 1D i
2D tehnike NMR. Tehnika DOSY se koristi za odvajanje rezonancija prema hidrodinamickom
radijusu odgovarajuéih spojeva, a na temelju izra¢unatih difuzijskih koeficijenata. Kemijski
pomaci nalaze se na horizontalnoj osi, dok su difuzijski koeficijenti na vertikalnoj osi. DOSY
takvim prikazom moze posluziti i kao metoda odjeljivanja, dajuci informacije o veli¢ini i
sastavu kompleksnih matrica, kao i smanjenje preklapanja signala. Primjenjuje se gradijentno
polje, a mjerenja se provode metodom spinske jeke, pri ¢emu pulsni slijed pocinje s pulsom od
90° te nakon vremenskog intervala slijedi puls od 180°. Difuzijski koeficijenti racunaju se
uzimajuéi u obzir ziromagnetski radijus jezgre (y), snagu gradijentnog pulsa (G), pulsnu Sirinu
gradijenta polja (0), vrijeme difuzije (A) i intenzitet signala (1). Tako su Absalon i sur.
upotrijebili tehniku DOSY za odredivanje sadrzaja procijanidina (tanina) prisutnih u obliku
monomera ili oligomera u crnom vinu,? a Nilsson i sur. za odredivanje promjena u sastavu
uzoraka portugalskog vina Porto razli¢ite starosti.? Spektar koji su snimili Nilsson i sur.
prikazan je u cCetiri dijela na slikama 5, 6, 7 i 8. U kona¢nici, tehnika DOSY predstavlja
potencijal za poboljsavanje eksperimenata NMR u svrhu analize vina, s obzirom da moze dodati

novu dimenziju konvencionalnim 2D spektrima NMR efektivno tvore¢i 3D NMR. 11926
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Slika 5. Spektar DOSY visoke rezolucije za regije 0,5-3,0 ppm vina Porto razli¢ite starosti:
A— Porto (20 godina), B— Porto (3 godine), C— Porto (1 godina). Oznaceni signali odgovaraju:
etanolu (1), *C satelitima etanola (2), propan-1-olu i 2-metilbutan-1-olu (3), 3-metilbutan-1-

olu (4), 2-metilpropan-1-olu (5), mjesavini signala 3—5 (6) te acetatima (7).
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Slika 6. Spektar DOSY visoke rezolucije regije 3,0 —5,5 ppm za vino Porto razli¢ite starosti:

A— Porto (20 godina), B— Porto (3 godine), C— Porto (1 godina). Oznaceni signali odgovaraju:

glukozi (1), neidentificiranim moguéim disaharidima (2), etanolu (3) i metanolu (4

).23
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Slika 7. Obradeni spektar DOSY visoke rezolucije, regije 4,9 —5,5 ppm, za vino Porto B (3
godine). Spektar je obraden da se smanji rezidualni signal vode kao i dodatno poboljsa
rezolucija te izvrsi korekcija bazne linije. Oznageni signali su: glukoza (1), 13C sateliti

glukoze (2), neidentificirani monosaharid (3), neidentificirani disaharid (4), neidentificirani

ugljikohidrati (5-8) te neidentificirani veéi spojevi (9).%
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Slika 8. Spektar DOSY visoke rezolucije regije 5,5 —10,0 ppm za vino Porto razli¢ite starosti:

A— Porto (20 godina), B— Porto (3 godine), C— Porto (1 godina). Oznaceni signali odgovaraju:
mravljoj kiselini (1), etanalu (2), neidentificiranom spoju M; = 190 (3), neidentificiranom

spoju My = 70 (4) i p-hidroksibenzojevoj kiselini (5).2

4.5. Prednosti i nedostatci spektroskopije NMR

U analizi prehrambenih proizvoda, spektroskopija NMR koristi se za analizu kemijskog
sastava, odredivanje autenti¢nosti, geografskog podrijetla sastavnica te utjecaja procesiranja i
skladistenja na kvalitetu. Tako je zabiljeZena upotreba spektroskopije *H NMR u metabolickom
profiliranju maslinovog ulja, ¢aja, krumpira, piva, mosta i vina. NMR se moze koristiti za
detekciju 1 kvantifikaciju kemijskih spojeva prisutnih u vinu, poput Secera, polifenola i
organskih kiselina, iako se u tu svrhu ¢esto koriste i spregnute tehnike kao GC-MS, LC-MS itd.
Prednost spektroskopije NMR u odnosu na druge tehnike je minimalno razaranje uzorka za
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analizu kao 1 detekcija ve¢ine kemijskih spojeva iz samo jednog snimljenog spektra. Nadalje,
znatno je jednostavnija priprema uzorka, ¢ime se i smanjuje utjecaj tvari zaostalih uslijed
potrebnih manipulacija te ubrzava cijeli proces. Osim toga, spektri NMR mogu se odmah
obraditi jer su visoko reproducibilni te se gubi minimalna koli¢ina bitnih podataka. Nedostatak
spektroskopije NMR je niza osjetljivost u odnosu na neke druge tehnike koje se koriste za
analizu vina, poput tehnike MS, kao i nedostupnost spektrometara NMR u brojnim
laboratorijima te skupocjenost njihova odrzavanja. Nadalje, potreban je obuceni stru¢njak za

rukovanje sa uredajem.>>132/

Franka Sunjka Zavr$ni rad



§ 5. Primjene spektroskopije NMR u analizi groZda i vina
21

§ 5. PRIMJENE SPEKTROSKOPIJE NMR U ANALIZI
GROZDA I VINA

Za analizu vina poglavito se koriste spektrometri od 400, 500 ili 600 MHz, iako postoje
spektrometri vece frekvencije (2020. godine proizveden je Brukerov spektrometar od 1,2
GHz).28 Veéinom se koristi spektroskopija *H NMR, uslijed veée osjetljivosti u odnosu na *C
NMR. No, tehnike **C NMR nalaze svoju primjenu u nekim metabolomickim istrazivanjima
kao dodatak rezultatima dobivenima iz spektara *H NMR. Prednost je spektroskopije 13C NMR
veca rasprostranjenost frekvencija ugljika (izmedu 0 i 220 ppm), u odnosu na frekvencije
vodika koje se nalaze u rasponu od 0 do 12—20 ppm. Ve¢i raspon frekvencija moze poboljsati
rezoluciju signala i smanjiti preklapanja do kojih dolazi kod slozenih matrica kao $to je vino.
Upotreba spektroskopije 3C NMR predstavlja kompromis izmedu vremena potrebnog za
akviziciju zadovoljavajuce osjetljivosti i potrebne rezolucije. Na slici 9. prikazan je spektar *H
NMR komercijalnog vina te su asignirani pikovi kao i kemijski spojevi kojima pripadaju

navedeni u tablici 2.°

voda |

33 29 4

28 19

34 32

13

16

15

14:

R e S S S S S S S S SIS S S S S S S I B e S S SRR e S v T v

9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 40 3.0 20 1.0 ppm
Slika 9. Primjer spektra *H NMR komercijalnog vina, uz asignirane signale prikazane u tablici
2.5
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Tablica 2. Asignirani signali u spektru *H NMR komercijalnog vina, prikazanog na slici 9.

Oznake: s—singlet, d—dublet, dd—dublet dubleta, t-triplet, m—multiplet.®

asignacija pika kemijski spoj o/ ppm multipletnost
1 izopentanol 0,88 d
2 valin 1,04 d
3 butan-2,3-diol 1,14 m
4 treonin 1,34 d
5 mliijec¢na kiselina 1,40 d
6 alanin 1,49 d
7 prolin 2,01 m
8 etil-acetat 2,07 S
9 octena Kiselina 2,08 S
10 acetoin 2,23 S
11 etanal 2,24 d
12 GABA 2,50 t
13 jantarna kiselina 2,65 S
14 jabucna kiselina 2,88 dd
15 limunska kiselina 2,96 d
16 kolin 3,19 S
17 metanol 3,34 S
18 izobutanol 3,36 d
19 glicerol 3,55 dd
20 manitol 3,86 dd
21 fruktoza 4,01 dd
22 inozitol 4,05 t
23 etil-laktat 4,21 d
24 arabinoza 4,50 d
25 vinska kiselina 4,60 S
26 glukoza (B) 4,63 d
27 ksiloza 5,17 d
28 glukoza (o) 5,22 d
29 galaktouronska kiselina 5,32 d
30 katehin 6,09 d
31 Sikiminska kiselina 6,81 m
32 tirozin 6,88 m
33 galna kiselina 7,15 S
34 feniletil alkohol 7,29 dd
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5.1. Primjena spektroskopije NMR u analizi grozda

5.1.1. Karakterizacija metaboloma grozda

Istrazena je upotreba spektroskopije NMR za karakterizaciju metaboloma bobica grozda,
odnosno njihovog kompleksnog kemijskog profila. Portugalska vina tradicionalno se proizvode
kombinacijom nekoliko varijeteta, ali Touriga Nacional, Trincadeira i Aragonés koriste se u
proizvodnji monovarijetalnih crnih vina te je stoga istrazen znacaj mikroklime i tla na njihov
uzgoj. Uzgajiva¢ima vinove loze bitne su karakteristike grozda poput: veli¢ine, boje, zrelosti,
kiselosti te udjela hlapljivih i nehlapljivih komponenti. Spregom spektroskopije *H NMR i
multivarijatne analize podataka, poput PCA i PLS-DA, uocene su razlike u stadijima razvoja

navedenih portugalskih sorti.?

5.1.2. Istrazivanje utjecaja terroira na sastav grozda
Genetski i okoli$ni ¢imbenici esencijalni su za kvalitetu grozda i vina ¢ije se podrijetlo pak
utvrduje na dva nacina. Prvi ukljucuje navodenje sorte grozda na deklaraciji vina, dok drugi
opisuje sve okoli$ne ¢imbenike, poput tla, klime i tehnika, a obuhvacen je pojmom terroir (fr.
tlo). Terroir ukljucuje dinamicke interakcije okoli$nih faktora i onih vezanih uz sami uzgoj
vina, a karakterizira specifiCan vinograd kao 1 grozde i vino proizvedeno na njemu.
Varijabilnost koja se takoder moZe uoditi spektroskopijom *H NMR jest i u sastavu koZice i
pulpe grozda, te je tako opazena razlika u grozdu iz 4 skupine Merlot noira, Cabernet
Sauvignona i Cabernet franca, uzgojenih na razli¢itim zemljistima u bordoskom podruéju u
Francuskoj.'® Nadalje, upotrebom tehnike HRMAS NMR identificiran je primarni metabolom
pulpe grozda Aglianicone te su opazene promjene ovisno o lokaciji berbe odrazavale razlike u
lokalnom terroiru.®

Spektroskopija NMR visoke rezolucije uz vrtnju pri magi¢énom kutu (engl. high-resolution
magic-angle-spinning, HRMAS) temelji se na smanjenju ili potpunom uklanjanju anizotropnih
interakcija vrtnjom uzorka pri tzv. ,,magi¢nom kutu* koji iznosi 54,7°. Tehnika se prakti¢no
primjenjuje smjestanjem uzorka u cilindri¢ni rotor koji se potom brzo vrti 0Ko 0si zakrenute za
iznos ,,magi¢nog kuta“ u odnosu na smjer vanjskog magnetnog polja. Tehnika HRMAS NMR
omogucava direktno dobivanje spektra NMR polu-krutih uzoraka poput svjezeg biljnog tkiva,
pri ¢emu se dolazi do metabolomickog profila uzoraka. Posebno je pogodna jer ne zahtijeva

prethodne ekstrakcije uzoraka.**%
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5.1.3. Istrazivanje utjecaja tehnika uzgoja na sastav grozda

Spektroskopijom H NMR istraZen je sastav grozda, ali i nadin kultivacije, odnosno upotreba
biodinamickih ili organskih metoda. Biodinamicke metode razlikuju se od organskih u upotrebi
specificnih fermentiranih pripravaka koji se primjenjuju na usjeve ili zemlju u malim
koli¢inama, kako bi se poboljsala njihova kvaliteta. lako je analiza pokazala slozen metabolicki
profil grozda, distinkcija se zapravo temelji na svega nekoliko molekula. Tako je u organskom
grozdu opazen visi udio Secera, kumarinske i kafeinske kiseline te y-aminobutanske kiseline
(GABA). Vaznost mogucnosti distinkcije pociva na rastucoj potraznji za prirodnim
prehrambenim proizvodima i time alternativnim strategijama njihove proizvodnje. Tako mnoge
drzave imaju posebne regulacije o definiciji organskog vina, primjerice da ona potjecu iz
organskog grozda uz ogranic¢enu upotrebu sumporova dioksida tijekom procesa vinifikacije i
skladistenja.?’

Takoder, De Pascali i sur. analizirali su metabolic¢ki profil 32 crna vina iz talijanske regije
Negroamaro primjenom spektroskopije *H NMR uz multivarijatnu statisti¢ku analizu te su
usporedili tri tehnike proizvodnje vina: ultrazvuénu, kriomaceraciju sa suhim ledom i
tradicionalnu.®® Nadalje, promatrali su i razlike u uzgoju grozda, obradivanju tla ili upotrebi
pokrovnog usjeva te su ustanovili da razlike u tehnikama koje utjecu na gospodarenje zemljom

znacajnije doprinose identitetu vina u odnosu na razlike u samim tehnikama proizvodnje vina.

5.2. Primjena spektroskopije NMR u analizi vina

5.2.1. Grupiranje i usporedba uzoraka vina

Zahvaljujuéi svojoj popularnosti, vino je podlozno razli¢itim manipulacijama: dodatcima
aditiva, stabilizatora, aroma, Secera i dr.®* Stoga je potraZnja kupaca za proizvode certificirane
izvornosti i geografskog podrijetla u novije vrijeme sve veca. U svrhu diferencijacije podrijetla
vina koja dolaze iz razli¢itih regija ucestalo se koristi multivarijatna statisticka analiza brojnih
kemijskih parametara. Prikupljanje veceg broja varijabli vremenski je zahtjevno i ucestalo
ukljucuje pripremu uzorka, no kad se koristi spektroskopija NMR, omoguéena je simultana
detekcija velikog broja organskih spojeva koji su prisutni u vinu.

Primjerice, tehnike *C NMR mogu se iskoristiti za detekciju Secera i kiselina.
Aminokiseline prisutne u vinima mogu se identificirati spektroskopijom *H NMR, te je opaZena
razlika u njihovom sastavu za slovenska vina, ovisno o regiji Slovenije iz koje su potjecala.®
Metabolicko profiliranje vina iskoriSteno je i u svrhu grupiranja i usporedbe uzoraka vina koji

potjecu iz talijanske regije Apulije.®® Vina su se mogla podijeliti na ona koja dolaze iz sjevera,
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sredista ili juga Apulije, a uzrok vecinske diskriminacije podataka bili su teSki metali i
aminokiseline.

Spektroskopija NMR moze posluziti 1 kao alat za promatranje i kontroliranje bioloskih
procesa koji se odvijaju tijekom proizvodnje vina, poglavito alkoholne i1 malolakti¢ne
fermentacije. U istraZivanju procesa proizvodnje vina u $panjolskoj regiji Rioja, koriste¢i 1H
NMR metabolomicko profiliranje i kemometriju uspjesno su diferencirana vina pojedinog

dijela Rioje.®

5.2.2. Varijetalna klasifikacija vina

Spektri NMR mogu pokazivati genotipske varijacije medu pojedinim varijetetima vina ¢ak 1
kad su genetski blisko povezani. Tako je u istrazivanjima sorti grozda odredena geneticka
povezanost nekih komercijalno bitnih sorti. Primjerice, proucavanjem spektara *H NMR
uocena je srodnost izmedu Cabernet Sauvignona, Merlota i Ruby Caberneta. Osim toga,
opazena je i srodnost Zinfandela, sorte podrijetlom iz Hrvatske gdje je poznata i kao Tribidrag

ili Crljenak kastelanski, i Shiraza, iako su te dvije sorte genetski udaljenije.’

5.2.3. Odredivanje sadrzaja octene kiseline u vinu

Vino se kvari uslijed stvaranja octene kiseline tijekom oksidacije etanola katalizirane
bakterijama acetobacter u prisutnosti kisika. Nepravilne metode zacepljivanja boca vina ili
nekvalitetni ¢epovi mogu dovesti do ulaska kisika u bocu 1 time utjecaja na kvalitetu
skupocjenog vina. Spektroskopijom NMR moze se odrediti sadrzaj octene kiseline u vinu i bez
otvaranja same boce, zahvaljuju¢i postoje¢oj sondi NMR 1 stalnom magnetskom polju koje
homogeno obuhvaca cijelu bocu. Time se ni na koji nacin ne uniStava zacepljena boca niti sami
¢ep, ¢ime se omogucava analiza vrlo skupih vina bez otvaranja boce koje bi dovelo do pada
njihove vrijednosti. Prilikom analize sadrzaja octene kiseline u vinu spektroskopijom *H NMR

mjere se intenziteti signala vode, etanola i octene kiseline.*’

5.2.4. Pracenje promjene koncentracije razlicitih spojeva tijekom fermentacije vina

Pracenje procesa fermentacije moze doprinijeti unapredenju procedura za kontrolu kvalitete
proizvodnje vina. Primjerice, mogu se pratiti koncentracije jabuc¢ne i mlijecne kiseline tijekom
alkoholne i malolakti¢ne fermentacije. Avenoza i sur. istrazili su simultanu kvantifikaciju

navedenih kiselina u rasponu 1-3,2 mmol/L.3® Razina jabuéne kiseline predstavlja vazan faktor
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kvalitete crnih vina, te se za odredena vina komercijalno prihvatljivim smatraju samo nize
koncentracije jabucne kiseline (0,4-0,5 g/L). U nekim se slu¢ajevima moze odviti pretvorba
jabucne kiseline u octenu, te se upotrebom spektroskopije *H NMR takva pretvorba moze i

pratiti.

5.2.5. Procjena kvalitete razlicitih uvjeta starenja vina

Antioksidansi su aktivni kemijski spojevi koji mogu ,,zarobiti“ slobodne radikale koji u
mnogim prehrambenim proizvodima i bioloskim sustavima mogu biti prisutni kao Stetne visoko
reaktivne vrste. Mjerenjem antioksidiraju¢e aktivnosti i usporedbom 1D i 2D spektara NMR,
Oliveira i sur. usporedili su razli¢ite metode starenja vina, odnosno uobiéajenu i prisilnu uslijed
mijenjanja odredenih parametara (temperature i sadrzaja kisika).>® Signali u spektrima *H NMR
asignirani su uz potvrdu spektrom COSY, a asignacija u spektrima 3C NMR potvrdena je u
spektrima HSQC i HMBC.

5.2.6. Detekcija captalizacije i tehnika SNIF-NMR

G. J. Martin i M. L. Martin 1980-ih godina uveli su novu tehniku, SNIF-NMR (engl. site-
specific natural isotope fractionation-nucler magnetic resonance) ili poznatu i kao irm-NMR
(engl. isotopic ratio measurement by NMR). SNIF-NMR prvenstveno je osmisljen u svrhu
detekcije Captalizacije, odnosno dodatka Secera mostu prije pocetka fermentacije, a omogucuje
odredivanje izotopnih omjera u analitu.

Iako je teze promatrati rezonanciju deuterijeve jezgre (3H) u odnosu na protonsku (*H),
uslijed njene male prirodne zastupljenosti (0,015%) i manjeg Ziromagnetskog omjera, 2H jezgre
imaju mali kvadrupolni moment te i dalje mogu proizvesti spektre visoke rezolucije sa
prihvatljivom osjetljivos¢u. Tehnika SNIF-NMR ne provodi se direktno na uzorku vina, ve¢ se
kao ciljani analit iz vina destilacijom izolira etanol. Odreduje se omjer 2H i 'H za metilne
skupine etanola, koji je povezan sa podrijetlom Secera, te drugi omjer za metilenske skupine
etanola koji pak upucuje na klimatsko i regionalno podrijetlo vina. Tako se na temelju tehnike
SNIF-NMR moze ustanoviti i vrsta Secera koji je dodan vinu, primjerice je li rije¢ o Seéeru iz

cikle ili $e¢ernoj trski te geografski klasificirati uzorke vina.4°
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5.2.7. Ostale primjene

Spektroskopija NMR moze se koristiti i za istrazivanje razlika u sastavu U vinima nastalima iz
grozda kontaminiranog razli¢itim mikroorganizmima. Spektroskopija NMR posluzila je i kao
dobra analiticka tehnika za uspostavu poveznice izmedu metaboloma i Svih parametara koji
utjecu na kvalitetu vina poput: sorte grozda, tehnike uzgoja i proizvodnje, terroira, osjetnog
profila, godine berbe i starenja. Dvodimenzijskim tehnikama NMR odredena je kompleksna
struktura antocijanina prisutnih u grozdu i vinu, kao i produkti antocijanina i flavan-3-ola koji
dovode do promjene boje vina. Identificirane su i molekule koje utjeCu na arome vina, poput
onih navedenih u tablici 1. Spektroskopijom HRMAS *H NMR i drugim 2D tehnikama NMR,
u kombinaciji sa cirkularnim dikroizmom (engl. circular dichroism, CD), MS i molekulskim
modeliranjem istrazene su interakcije tanina crvenog vina i proteina ljudske sline kao uzro¢nika

oporosti vina opisane kao ,,suhoée u ustima*. 1442
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