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POLIFENOLNI SASTAV | ANTIOKSIDATIVNI KAPACITET VINA OD SORTI
VINOVE LOZE MERLOT I CABERNET SAUVIGNON I1Z RAZLICITIH
GEOGRAFSKIH PODRUCJA

SAZETAK

Fenolna jedinjenja predstavljaju jednu od najznacajnijih grupa bioaktivnih supstanci u
crvenim vinima, jer u velikoj meri uticu kako na njihova senzorna svojstva, tako 1 na izrazenost
antioksidativnog delovanja. Predmet ove doktorske disertacije obuhvatio je detaljnu analizu
fenolnog profila, antioksidativnog kapaciteta i volatilnih komponenti crvenih vina proizvedenih od
sorti Cabernet Sauvignon 1 Merlot iz razliitih vinogradarskih podruc¢ja Srbije 1 Slovenije, sa
posebnim osvrtom na uticaj sorte, geografskog porekla i godine berbe na ispitivane karakteristike
vina.

U istrazivanju su primenjene savremene instrumentalne i analiticke metode, ukljucujuci
HPLC-DAD, LC-MS/MS i GC-FID/GC-MS tehnike, kao i spektrofotometrijske procedure
zasnovane na DPPH, FRAP i1 ABTS testovima. Pored eksperimentalnog dela, kori§¢eni su i teorijski
modeli QSAR i1 DFT, ¢ime je omoguceno sveobuhvatno sagledavanje mehanizama odgovornih za
antioksidativna svojstva vina i porekla identifikovanih jedinjenja.

Statisticka obrada eksperimentalnih podataka sprovedena je upotrebom korelacione i
multivarijantne analize, ukljucuju¢éi PCA pristup, S§to je omogucilo jasnije povezivanje i
interpretaciju dobijenih rezultata.

Rezultati prikazani u disertaciji odnose se na crvena vina proizvedena u vinogradarskim
oblastima Balkana, prvenstveno Srbije 1 Slovenije. Analizirani uzorci poticu od razli¢itih
proizvodaca, a obuhvataju vina nastala tokom berbi 2015. 1 2016. godine.

Utvrdeno je da vina sorte Cabernet Sauvignon u proseku poseduju izraZeniji fenolni
potencijal u odnosu na vina sorte Merlot. Takode, potvrdeno je da godina berbe 1 vinogradarski
region znacajno uti¢u ne samo na ukupnu koli¢inu fenolnih jedinjenja, ve¢ 1 na njihov medusobni
odnos i kvalitativni sastav. Pokazano je da antioksidativni kapacitet vina nije uslovljen samo
ukupnim sadrzajem fenola, ve¢ i1 prisustvom pojedinih strukturno znacajnih komponenti, medu
kojima se izdvajaju galna kiselina, flavan-3-oli i flavonoli.

Korelaciona analiza ukazala je na izraZzenu povezanost izmedu pojedinih fenolnih markera 1
antioksidativne aktivnosti, dok je primena PCA metode omogucila diferenciranje uzoraka prema
sorti, poreklu i godini proizvodnje. Posebno znacajan rezultat odnosi se na potvrdu uticaja godine
berbe, ¢ime je naglasena vaznost fenolne zrelosti grozda u formiranju funkcionalnih svojstava vina.

Dobijeni nalazi pruzaju znacajan doprinos boljem razumevanju veze izmedu hemijskog
sastava crvenih vina i njihovog antioksidativnog potencijala, te imaju naucni i prakti¢ni znacaj u
oblasti enologije, analiticke hemije i hemije hrane.

Cilj ove doktorske disertacije bio je detaljno proucavanje polifenolnog sastava,



antioksidativnih svojstava i volatilnog profila crvenih vina proizvedenih od sorti Cabernet
Sauvignon i Merlot poreklom iz razli¢itih vinogradarskih podrucja Srbije i Slovenije. U okviru
istrazivanja koriS¢en je kombinovani pristup koji je obuhvatio instrumentalne analiticke tehnike
(HPLC-DAD, LC-MS/MS, GC-FID/GC-MS), spektrofotometrijske metode odredivanja
antioksidativne aktivnosti (DPPH, FRAP i ABTS), kao i teorijske modele QSAR i DFT, §to je
omogucilo integrisano sagledavanje hemijskog sastava i mehanizama antioksidativnog delovanja
Vina.

Analitickim ispitivanjima identifikovano je jedanaest fenolnih kiselina, medu kojima su
galna, vanilinska, siringinska, hlorogenska, elaginska, trans-kaftarna, trans-kutarna, trans-kafena, p-
kumarna 1 ferulna kiselina. Njihovo odredivanje izvrSeno je DAD detektorom pri talasnim
duzinama od 280 i 320 nm, dok je trans-resveratrol registrovan na 320 nm. Pored toga,
identifikovano je dvadeset devet flavonoidnih jedinjenja, ukljucujuéi (+)-katehin, procijanidin B2,
(-)-epikatehin, (-)-epigalokatehingalat, kvercetin-3-glikozid, rutin, miricetin, morin, kvercetin,
kemferol, luteolin, apigenin i naringin. Ova jedinjenja odredivana su pri 360 nm, odnosno pomocu
fluorescentnog detektora na 275/322 nm. Znacajnu grupu analiziranih flavonoida ¢inili su
antocijani, medu kojima su identifikovani malvidin-3-glikozid, peonidin-3-glikozid, delfinidin-3-
glikozid, cijanidin-3-glikozid i petunidin-3-glikozid, zajedno sa njihovim acetilglikozidnim i p-
kumaroilglikozidnim derivatima, kao i jedinjenja Vitisin A i malvidin-3-vinilfenolglikozid. Njihova
detekcija izvrSena je na 520 nm.

Analiza svih ispitivanih uzoraka pokazala je da sadrzaj fenolnih jedinjenja zavisi od veéeg
broja faktora, ukljucujuci sortu grozda, geografski polozaj vinograda, agroekoloske uslove, godinu i
vreme berbe, primenjenu tehnologiju proizvodnje, kao i nafin Cuvanja i procesa starenja vina.
HPLC rezultati ukazali su da galna kiselina predstavlja dominantnu fenolnu kiselinu, sa udelom od
65,06 do 88,75% u ukupnom sadrZaju fenolnih kiselina. Medu flavonoidima najzastupljeniji su bili
(+)-katehin, koji je ¢inio 55,30-83,13% ukupnih flavan-3-ola, zatim kvercetin-3-glikozid sa
uces¢em od 57,58-60% u ukupnim flavonolima, dok su medu antocijanima dominantni bili
malvidin-3-glikozid i njegovi acetilni i p-kumaroil derivati, sa zastupljenos¢u od 86,47 do 100%.

Ispitivana vina pokazala su izraZenu sposobnost neutralizacije DPPH radikala, pri ¢emu su
EC50 vrednosti bile u rasponu od 47,17 do 145,83 mL/g, odnosno od 69,55 do 91,83% inhibicije.
Korelaciona analiza ukazala je na znaCajnu povezanost izmedu antioksidativne aktivnosti vina 1
koncentracija odredenih fenolnih jedinjenja detektovanih spektrofotometrijski i HPLC metodom,
naro¢ito galne kiseline, (+)-katehina, kvercetin-3-glikozida i trans-resveratrola, pri ¢emu su
vrednosti koeficijenata korelacije iznosile od 0,6912 do 0,8595.

Antioksidativna svojstva vina dodatno su procenjivana primenom nove redoks metode
zasnovane na upotrebi bakar(l11)-1,10-fenantrolina kao oksidacionog sredstva. Dobijeni rezultati
pokazali su veoma visok stepen saglasnosti sa rezultatima DPPH metode, sa koeficijentima
korelacije u opsegu 0,9775-0,9776. Takode je potvrdeno da je antioksidativni kapacitet vina u
najvecoj meri povezan sa ukupnim sadrzajem flavonoida, Sto ukazuje da bioloSka aktivnost crvenih
vina nastaje kao rezultat sinergijskog delovanja veceg broja bioaktivnih komponenti.

Rezultati sprovedenog istraZzivanja ukazuju na moguénost proizvodnje crvenih vina
unapredenog fenolnog sastava i1 izrazenih funkcionalnih svojstava, koja bi uz odgovarajucu
marketinSku strategiju mogla ostvariti znac¢ajnu konkurentnost na medunarodnom trzistu vina.



Kljuéne reci: crvena vina, fenolni sastav, antioksidativne aktivnost, visokoperformansna te¢na
hromatografija sa diodnim detektorom (HPLC-DAD), Cabernet Sauvignon, Merlot.
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POLYPHENOLIC COMPOSITION AND ANTIOXIDANT CAPACITY OF WINES
FROM THE MERLOT AND CABERNET SAUVIGNON GRAPE VARIETIES FROM
DIFFERENT GEOGRAPHICAL REGIONS

SUMMARY

Phenolic compounds represent one of the most important groups of bioactive constituents in
red wines, as they significantly influence both their sensory characteristics and antioxidant
properties. The subject of this doctoral dissertation included a comprehensive investigation of the
phenolic profile, antioxidant capacity, and volatile composition of red wines produced from
Cabernet Sauvignon and Merlot grape varieties originating from different viticultural regions of
Serbia and Slovenia, with particular emphasis on the influence of grape variety, geographical origin,
and vintage year on the investigated wine characteristics.

The study employed modern instrumental and analytical techniques, including HPLC-DAD,
LC-MS/MS, and GC-FID/GC-MS methods, as well as spectrophotometric assays based on DPPH,
FRAP, and ABTS tests. In addition to the experimental approach, theoretical QSAR and DFT
models were applied, enabling a comprehensive understanding of the mechanisms responsible for
the antioxidant properties of wines and the origin of the identified compounds.

Statistical processing of the experimental data was performed using correlation and
multivariate analyses, including PCA methodology, which enabled a clearer interpretation and
correlation of the obtained results.

The results presented in this dissertation refer to red wines produced in viticultural regions
of the Balkans, primarily Serbia and Slovenia. The analyzed wine samples originated from different
producers and included wines produced during the 2015 and 2016 vintages.

The findings demonstrated that Cabernet Sauvignon wines generally exhibited a higher
phenolic potential compared to Merlot wines. Furthermore, it was confirmed that both the vintage
year and the viticultural region significantly affected not only the total amount of phenolic
compounds but also their qualitative composition and relative distribution. The results indicated that
the antioxidant capacity of wines does not depend solely on the total phenolic content, but also on
the presence of structurally important compounds such as gallic acid, flavan-3-ols, and flavonols.

Correlation analysis revealed a strong relationship between specific phenolic markers and
antioxidant activity, while PCA analysis enabled a clear differentiation of wine samples according
to grape variety, geographical origin, and vintage year. A particularly important finding was related
to the influence of the vintage year, confirming the central role of grape phenolic maturity in the
formation of the functional profile of wines.

The obtained findings contribute to a better understanding of the relationship between the
chemical composition of red wines and their antioxidant potential, representing a significant
scientific and practical contribution to the fields of enology, analytical chemistry, and food
chemistry.

The aim of this doctoral dissertation was a detailed investigation of the polyphenolic
composition, antioxidant properties, and volatile profile of red wines produced from Cabernet
Sauvignon and Merlot grape varieties originating from different viticultural regions of Serbia and
Slovenia. The research combined instrumental analytical techniques (HPLC-DAD, LC-MS/MS,



GC-FID/GC-MS), spectrophotometric methods for antioxidant activity determination (DPPH,
FRAP, and ABTS assays), as well as QSAR and DFT theoretical approaches, thereby providing an
integrated insight into the chemical composition and mechanisms of antioxidant activity in wines.

Analytical investigations identified eleven phenolic acids, including gallic, vanillic, syringic,
chlorogenic, ellagic, trans-caftaric, trans-coutaric, trans-caffeic, p-coumaric, and ferulic acids. Their
determination was performed using a DAD detector at wavelengths of 280 and 320 nm, whereas
trans-resveratrol was detected at 320 nm. In addition, twenty-nine flavonoid compounds were
identified, including (+)-catechin, procyanidin B2, (-)-epicatechin, (-)-epigallocatechin gallate,
quercetin-3-glucoside, rutin, myricetin, morin, quercetin, kaempferol, luteolin, apigenin, and
naringin. These compounds were determined at 360 nm and by fluorescence detection at 275/322
nm. A particularly important group of flavonoids consisted of anthocyanins, including malvidin-3-
glucoside, peonidin-3-glucoside, delphinidin-3-glucoside, cyanidin-3-glucoside, and petunidin-3-
glucoside, together with their acetylglucoside and p-coumaroylglucoside derivatives, as well as
Vitisin A and malvidin-3-vinylphenolglucoside. Their detection was carried out at 520 nm.

The analysis of all investigated wine samples demonstrated that the phenolic content
depends on numerous factors, including grape variety, vineyard location, agroecological conditions,
harvest year and time, applied production technology, as well as wine storage and aging conditions.
HPLC results indicated that gallic acid was the dominant phenolic acid, accounting for 65.06—
88.75% of the total phenolic acids. Among flavonoids, (+)-catechin was the predominant
compound, representing 55.30-83.13% of total flavan-3-ols, while quercetin-3-glucoside accounted
for 57.58-60% of total flavonols. Among anthocyanins, malvidin-3-glucoside and its acetyl and p-
coumaroyl derivatives were dominant, representing 86.47-100% of total anthocyanins.

The investigated wines exhibited pronounced DPPH radical scavenging activity, with EC50
values ranging from 47.17 to 145.83 mL/g, corresponding to inhibition percentages between 69.55
and 91.83%. Correlation analysis demonstrated a significant relationship between wine antioxidant
activity and the concentrations of certain phenolic compounds determined spectrophotometrically
and by HPLC analysis, particularly gallic acid, (+)-catechin, quercetin-3-glucoside, and trans-
resveratrol, with correlation coefficients ranging from 0.6912 to 0.8595.

The antioxidant properties of wines were additionally evaluated using a novel redox method
based on copper(11)-1,10-phenanthroline as the oxidizing agent. The obtained results showed a very
high level of agreement with those obtained by the DPPH method, with correlation coefficients
ranging from 0.9775 to 0.9776. Furthermore, it was confirmed that the antioxidant capacity of
wines is strongly associated with the total flavonoid content, indicating that the biological activity
of red wines results from the synergistic action of numerous bioactive compounds.

The results of this study indicate the possibility of producing red wines with an enhanced
phenolic profile and pronounced functional properties, which, supported by appropriate marketing
strategies, could achieve significant competitiveness on the international wine market.

Key words: red wines, phenolic composition, antioxidant activity, high performance liquid
chromatography with diode detector (HPLC-DAD), Cabernet Sauvignon, Merlot.

Scientific field: Biotechnical sciences
Narrow scientific field: Food chemistry
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1. uvOD

Vino predstavlja jedan od najstarijih fermentisanih prehrambenih proizvoda u ljudskoj
istoriji, Cija se upotreba kroz vekove razvijala od ritualnog i kulturnog simbola do predmeta
savremenih nau¢nih istrazivanja. Posebna paZnja savremene nauke usmerena je ka crvenim vinima,
Ciji se biohemijski sastav odlikuje visokim sadrzajem fenolnih jedinjenja, jedinjenja koja imaju
klju¢nu ulogu u formiranju senzornih svojstava vina, ali i u ispoljavanju potencijalno povoljnih
bioloskih efekata na ljudsko zdravljezbog njihove izrazene antioksidativne, antiinflamatorne i
kardioprotektivne aktivnosti.

Fenolna jedinjenja vina predstavljaju heterogenu grupu sekundarnih biljnih metabolita, koji
obuhvataju fenolne Kkiseline, flavonoide (flavan-3-ole, flavonole, flavone, flavanone), stilbene I
tanine. Njihova koncentracija i medusobni odnos zavise od brojnih faktora, ukljucujuéi sortu vinove
loze, klimatske i pedoloske uslove, tehnoloski proces proizvodnje vina, kao 1 godine berbe. Zbog
toga se fenolni profil vina smatra jednim od najpouzdanijih pokazatelja sortne i regionalne
autenti¢nosti.

U poslednjim decenijama, interesovanje nau¢ne zajednice za vino znacajno je poraslo usled
sve veceg broja istrazivanja koja ukazuju na povezanost umerenog konzumiranja crvenog vina i
smanjenog rizika od kardiovaskularnih i degenerativnih oboljenja. Ovi efekti se dominantno
pripisuju antioksidativnom potencijalu fenolnih jedinjenja, koja deluju putem mehanizama
neutralizacije slobodnih radikala, heliranja metalnih jona i modulacije oksidativnhog stresa na
¢elijskom nivou.

Cabernet Sauvignon i Merlot spadaju medu najrasprostranjenije i najistrazivanije crvene
sorte vinove loze u svetu. Njihova popularnost proizilazi iz stabilnog kvaliteta, prilagodljivosti
razli¢itim agroekoloskim uslovima i bogatog fenolnog sastava. Uprkos velikom broju dostupnih
nauc¢nih studija, 1 dalje nedostaje dovoljno sistematizovanih podataka koji se odnose na vina ovih
sorti poreklom sa Balkanskog poluostrva, naroc¢ito kada je re¢ o komparativnoj analizi vina
proizvedenih u Srbiji i Sloveniji.

Balkanski region predstavlja izuzetno interesantno podrucje za ovakva istrazivanja, jer se
odlikuje prelaznim klimatskim karakteristikama izmedukontinentalne i mediteranske klime, kao i
znaCajnom heterogenos¢u zemljista. Ovi faktori mogu znacajno uticati na biosinteticke procese i
nakupljanje fenolnih jedinjenja u grozdu, $to se zatim odrazava i na njihov sadrzaj u vinu.

Crvena vina sadrze, u poredenju sa belim vinima, znatno vise polifenolnih jedinjenja, Sto
proizilazi iz specifi¢nih tehnoloSkih postupaka u vinifikaciji, posebno usled maceracije pokoZice 1
semenki grozda. Sastav fenolnih jedinjenja u vinu zavisi od sorte grozda, agroekoloSkih uslova
gajenja, stepena zrelosti ploda, kao i od primenjenih enoloSkih procedura tokom fermentacije i
procesa odlezavanja.

Epidemioloska i eksperimentalna istrazivanja ukazuju na moguce povoljne efekte crvenih
vina na ljudsko zdravlje. Jedna znacajna studija, sprovedena u okviru Svetske zdravstvene
organizacije, obuhvatila je viSe od 1.000.000 ispitanika iz 18 ekonomski razvijenih drzava.
Anketiranje je bilo zasnovano na 16 razli¢itih parametara relevantnih za zdravstveno stanje

1



populacije. Analizom dobijenih podataka utvrdeno je da su zemlje sa veCom potroSnjom vina imale
3-5 puta nizu stopu mortaliteta usled kardiovaskularnih bolesti u poredenju sa drzavama u kojima je
konzumacija vina niska. Takode, ucestalost razli¢itih oboljenja, narocito kardiovaskularnih,
zna€ajno je manja u regionima gde je vino deo svakodnevne ishrane, u odnosu na sredine gde
dominira upotreba jakih alkoholnih pi¢a. Brojne studije, ukljucujuéi i navedenu, ukazuju na potrebu
identifikacije komponenti vina koje doprinose njegovom povoljnom delovanju, zbog Cega ga je i
Luj Paster opisivao kao ,,najhigijenskije pice*“. Savremena naucna istraZivanja pripisuju ovakve
efekte prvenstveno fenolnim jedinjenjima. In vitro i in vivo ispitivanja pokazala su da ova
jedinjenja imaju zastitno dejstvo na kardiovaskularni sistem, potencijalno smanjuju Stetne efekte
UV i radioaktivnog zraenja, te ispoljavaju antikancerogena, antiinflamatorna, antivirusna Ii
antioksidativna svojstva. Fenolna jedinjenja predstavljaju heterogenu grupu sekundarnih biljnih
metabolita Siroko rasprostranjenih u prirodi. Posebnu paznju naucne javnosti privukli su
proantocijanidoli  (proantocijanidini, kondenzovani tanini), koji su najzastupljeniji u
lignoceluloznim tkivima biljaka. U grozdu se ove materije nalaze pretezno u ¢vrstim delovima
bobice, dok su u pulpi prisutne samo u tragovima. Posmatrano na nivou celog grozda, oko 70-80%
proantocijanidola lokalizovano je u semenkama, dok se preostali deo, u priblizno slicnom odnosu,
nalazi u pokozici 1 peteljkovini. Na efikasnost ekstrakcije fenolnih jedinjenja presudno uticu
tehnoloski uslovi proizvodnje, ukljucuju¢i pH vrednost, prisustvo sumpor-dioksida, koncentraciju
etanola, temperaturne rezime, kao i odnos ¢vrste i te¢ne faze u kljuku.



2. PREGLED LITERATURE

Jedan od osnovnih uslova za dobijanje vina vrhunskog kvaliteta jeste upotreba kvalitetnog
grozda kao sirovine. Kvalitet grozda, odnosno njegova sposobnost da obezbedi proizvodnju vina
visokih senzorskih i tehnoloskih karakteristika, moze se procenjivati subjektivnim metodama, kao
Sto su ocena ukusa, mirisa 1 spoljasnjeg izgleda bobica, ali i objektivnim analizama hemijskog
sastava grozda (Krsti¢ et al., 2003). Rezultati ovih procena predstavljaju znacajnu osnovu za
donosenje odluka koje se odnose na odredivanje optimalnog momenta berbe, formiranje trziSne
vrednosti grozda, razdvajanje sirovine prema kvalitetu, kao i izbor odgovarajuc¢ih uslova prerade.

Sazrevanje grozda je povezano sa akumulacijom Secera u soku i smanjenjem kiselosti.
Dakle, ukupne rastvorljive ¢vrste materije i kiselost grozda tradicionalno se koristi za ocenjivanje
zrelosti grozda, kako u pogledu odredivanje vremena berbe tako 1 u pogledu odlu¢ivanja o ceni
grozda. Medutim, sadrzaj Secera u grozdu ima mali uticaj na konacni kvalitet groZzda vina i u
toplijim krajevima Cesto je lako dosti¢i Zeljeni nivo Secera grozda (Gishen et al. 2002). Poznavanje
drugih komponenti koje su povezane direktnije sa parametrima kvaliteta vina bilo bi korisno u
ocenjivanju kvaliteta grozda. Osim toga, odnos izmedu grozda i vina se moze modelovati i trebalo
bi da bude moguce predvidanje vaznih parametara kvaliteta vina iz merenja grozda. Takvo
predvidanje bi moglo biti dragoceno za odluke koje se tiCu vremena berbe, plac¢anja, obrade uslova i
segregaciju.

Fenolna jedinjenja se ve¢ dugo smatraju znacajnim komponentama koje utiCu na
organolepti¢ke karakteristike vina, ukljuujuci boju, senzorna svojstva, trpkost i gor¢inu (Kennedi
et al. 2006b; Vidal et al. 2004; Gavel 1998; Preis et al. 2006). Brojna istrazivanja pokazala su da
postoji direktna povezanost izmedu intenziteta boje i subjektivne procene kvaliteta crvenih vina
(Somers i Evans 1974; Jackson et al. 1978). Novija ispitivanja dodatno ukazuju na povezanost
intenziteta boje sa izrazenoS¢u ukusa 1 ukupnom senzornom ocenom vina (Gishen et al. 2002).

Fenolni profil predstavlja jedan od klju¢nih faktora koji odreduju boju crvenih vina, pri
¢emu posebno znacajnu ulogu imaju antocijanini, polimerni pigmenti, kao i pigmentna jedinjenja
nastala transformacijom antocijanina (Somers 1971; Fulcrand et al. 2006; Cheynier et al. 2006).
Tako procena fenolnog sastava grozda omogucava direktniju procenu kvaliteta grozda. lako fenolna
jedinjenja u vinu poticu iz grozda, veza izmedu fenola grozda i vina je komplikovana zbog nekoliko
faktora. Ekstrakcija fenola iz groZda za fermentaciju je proces koji retko izdvaja vise od 50% fenola
iz grozda. Boja vina je takode odredena pH vrednoS¢u i1 nivoima sulfita, ali i prisustvom neobojenih
jedinjenja, posebno drugi fenoli, koji mogu poboljSati boju molekularnim asocijacijama sa
pigmentima. PoSto se boja vina ne odnosi samo na nivo antocijana u grozdu, uspostavljanje 1
koris¢enje multivarijantne relacije izmedu detaljnog fenolnog sastav grozda 1 boje vina mogli bi da
poboljSaju razumevanje odnosa izmedu fenolnog sastava grozda i boje vina.Znanje o fenolnom
sastavu grozda bi takode moglo da omogu¢i predvidanje fenolnog sastava vina, i time ukaZe na
odredene karakteristike vina.FOSS proizvodi su namenski napravljeni srednji infracrveni
instrumenti (Vinescan TM) u industriji vina.Vinescan omogucava brzu analizu hemijskog sastava
soka vina. Nekoliko vaznih parametara grozda (ukljucujuéi Secere, organske kiseline, kalijum i
indeks ¢vrstoce grozda) mogu se istovremeno odrediti pomocu infracrvenih spektara. Medutim,
instrument trenutno ne ukljucuje analizu fenolnog sastava grozda.

Jedna specifi¢na prepreka za analizu fenolnog sastava grozda infracrvenom spektroskopijom



je da se fenolna jedinjenja nalaze u Cvrstim delovima grozda i stoga ga treba ekstrahovati pre
analize.Tipi¢ni protokoli za ekstrakciju fenola iz grozda su dugotrajni i intenzivni, pa stoga nisu
kompatibilni sa rutinskom analizom u vinariji.Razvoj brzog protokola za ekstrakciju fenola iz
grozda bio bi vazan korak ka koriS¢enju infracrvene spektroskopije za merenje fenolnog sastava
grozda.Jo$ jedan kritiCan korak je koliko dobro moze infracrvena spektroskopija zapravo da meri
fenole, koji su prisutni u prilicno niskim koncentracijama u Cabernet i Merlot vinima (obi¢no ispod
59g/L).

U brojnim vinogradarskim zemljama sveta zakonskim regulativama definisani su kriterijumi
za klasifikaciju 1 promet vina. U okviru Evropske unije klasifikacija se najCeS¢e zasniva na
geografskom poreklu i vinskim regionima, kao $to su Rioja ili Bordeaux, dok se u zemljama van
EU vina cesto oznaCavaju prema dominantnoj sorti grozda, na primer Cabernet Sauvignon ili
Merlot. Tokom poslednjih decenija razvoj vinskog marketinga znacajno je doprineo
prepoznatljivosti i trziSnoj afirmaciji pojedinih vinskih regiona na globalnom nivou.

Vinski regioni se uglavnom razvrstavaju prema Klimatskim karakteristikama koje vladaju
tokom vegetacionog perioda vinove loze. Najveéi deo svetske proizvodnje visokokvalitetnih vina
potice iz mediteranskih, primorskih i1 kontinentalnih klimatskih podruc¢ja, medu kojima se izdvajaju
regioni kao $to su Tuscany, Bordeaux i Columbia Valley. Ovi regioni smeSteni su uglavnom izmedu
30° 1 50° geografske Sirine severne i1 juzne hemisfere, pri ¢emu se i Srbija nalazi unutar tog pojasa,
izmedu 41° 1 46° severne geografske Sirine.

Kvalitet grozda i vina rezultat je medusobnog delovanja brojnih faktora, ukljucujuci
klimatske prilike, karakteristike zemljista, sortiment, kao i antropogene uticaje. Zbog toga se u
savremenoj vinogradarskoj literaturi poseban znacaj pridaje konceptu terroir-a, Koji predstavlja
specifi¢an interaktivni ekosistem odredenog lokaliteta (Jones, 2006; Deloire i sar., 2002).
Povezanost terroir-a sa kvalitetom vina moze se sagledati poredenjem razli¢itih vinogradarskih
podrucja Sirom sveta (Daynes 1 Williams, 2012).

Proces sazrevanja grozda u velikoj meri zavisi od temperaturnih uslova i raspoloZive vlage u
zemljiStu. Poznato je da se pri temperaturama oko 27 °C intenziviraju fizioloski procesi u vinovoj
lozi, §to pogoduje sazrevanju bobica. Jedna od vaznih razlika medu vinskim regionima odnosi se na
trajanje perioda potrebnog za dostizanje optimalnih temperaturnih uslova tokom vegetacije. Pored
temperature, znacajan uticaj imaju koli¢ina padavina i potreba za navodnjavanjem, dok dodatni
klimatski faktori, poput vetra, atmosferskog pritiska i dnevnih temperaturnih oscilacija, takode
mogu znacajno uticati na dinamiku zrenja grozda (Jackson i Lombard, 1993).

Vinogradarski regioni Balkanskog poluostrva karakteriSu se pretezno kontinentalnim
klimatskim uslovima, sa toplim i suvim letima i hladnim, vlaznim zimskim periodom. Takvi
heliotermicki uslovi omogucéavaju uspeSno sazrevanje velikog broja sorti vinove loze na
nadmorskim visinama od priblizno 80 do 500 m. Klimatske osobine ovih podru¢ja pokazuju
odredene sli¢nosti sa regionima Cdtes du Rhone u Francuskoj, Barolo 1 Chianti u Italiji, kao 1 Porto
i Vinho Verde u Portugaliji (Jones i sar., 2005). Crvena vina balkanskih zemalja najéesce se
proizvode od jedne ili viSe sorti vrste Vitis vinifera, medu kojima su Cabernet Sauvignon, Merlot,
Frankovka, Pinot Noir i Gamay, ali znacajno mesto zauzimaju i autohtone sorte, poput Vranca,
Prokupca i Kratosije. Prema zakonskoj regulativi Republike Srbije (,,Sluzbeni glasnik RS*, br.
41/2009 1 93/2012), vinogradarski region predstavlja podrucje koje se odlikuje sli¢nim ekoloskim
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uslovima, odgovaraju¢im izborom preporucenih sorti i drugim faktorima znaCajnim za uspesno
gajenje vinove loze, ¢ime se omogucava proizvodnja grozda i vina specificnih kvalitativnih i
senzorskih karakteristika. Prema dostupnim statistiCkim podacima, Srbija je 2011. godine
raspolagala sa 56.434 ha vinograda i ostvarila proizvodnju od priblizno 1.353.632 hL vina. U istom
periodu Hrvatska je sa oko 58.000 ha vinograda proizvela priblizno 1.270.000 hL vina, dok je
Severna Makedonija na povrSini od oko 21.000 ha ostvarila proizvodnju od priblizno 900.000 hL.
Bosna i Hercegovina je 2010. godine proizvela 134.130 hL vina, dok je Bugarska sa oko 265.000 ha
pod vinogradima tokom 2009. godine proizvela priblizno 2.000.000 hL vina.
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Slika 1. Vinogradarski reoni sa mediteranskom klimom

2.1. Vino kao namirnica sa funkcionalnim svojstvima

Vino predstavlja jedan od najstarijih fermentisanih prehrambenih proizvoda u ljudskoj
istoriji i zauzima posebno mesto u ishrani, kulturi i ekonomiji brojnih civilizacija. Njegova uloga se
kroz vekove menjala — od ritualnog napitka i osnovne prehrambene namirnice, do savremenog
proizvoda visoke dodate vrednosti, Ciji se kvalitet ne ocenjuje isklju¢ivo na osnovu senzornih
karakteristika, ve¢ 1 kroz potencijalne zdravstvene efekte.

Savremena nauka o hrani sve viSe prepoznaje vino, naro€ito crvena vina, kao funkcionalnu
namirnicu, odnosno proizvod koji pored nutritivne vrednosti poseduje i bioloSki aktivne
komponente sa povoljnim efektima na zdravlje ¢oveka. Ova funkcionalna svojstva vina najve¢im
delom povezuju se sa fenolnim jedinjenjima, koja pripadaju znacajnoj grupi sekundarnih biljnih
metabolita prisutnih u bobicama vinove loze i proizvodima dobijenim njihovom preradom.

Polifenolne komponente prisutne u vinu imaju visestruki znac¢aj. Ona uti¢u na boju, ukus,
miris 1 stabilnost vina, ali istovremeno poseduju izrazenu antioksidativnu aktivnost, sposobnost



heliranja metalnih jona i modulacije oksidativnih procesa. Upravo ova dualna uloga — tehnoloska i
bioloska — ¢ini fenolna jedinjenja centralnom tackom savremenih enoloSkih i nutricionistickih
istrazivanja.

U kontekstu sve vece zastupljenosti oksidativnog stresa kao faktora rizika za razvoj brojnih
hroni¢nih oboljenja, interesovanje za prirodne antioksidanse, ukljuCujuéi one prisutne u vinu,
znacajno je poraslo. Medutim, savremeni pristup ne podrazumeva generalizaciju vina kao ,,zdravog
proizvoda®, ve¢ insistira na nau¢no utemeljenom razumevanju sastava vina, mehanizama delovanja
njegovih bioaktivnih komponenti i faktora koji uti¢u na njihovu koncentraciju i raspodelu.

Koncept funkcionalne hrane podrazumeva prehrambene proizvode koji, pored osnovne
nutritivne vrednosti, ispoljavaju dodatne fizioloSke ili zdravstveno povoljne efekte. U tom
kontekstu, crveno vino zauzima specificno mesto zbog prisustva Sirokog spektrabioaktivnih
jedinjenja, prvenstveno fenolnih komponenti, koje pokazuju izrazenu antioksidativnu aktivnost.

Brojna epidemioloska istrazivanja ukazuju na povezanost umerenog konzumiranja crvenog
vina sa smanjenom ucestaloS¢u kardiovaskularnih oboljenja, §to je u literature poznato kao
»francuski paradoks®. Ovaj fenomen se ne moZe objasniti iskljuc¢ivo sadrZajem etanola, ve¢ se
dominantno pripisuje prisustvu fenolnih jedinjenja, narocito flavonoida 1 stilbena, koji deluju kao
snazni antioksidansi i modulatori oksidativnog stresa.

Fenolna jedinjenja vina doprinose neutralizaciji reaktivnih kiseoni¢nih i azotnih vrsta,
smanjuju oksidaciju lipoproteina male gustine (LDL), uticu na vaskularnu funkciju i pokazuju
potencijalno antiinflamatorno delovanje. Zbog ovih svojstava, crveno vino se u savremenoj nauc¢noj
literature sve ¢eS¢e razmatra u okviru funkcionalne hrane, uz jasno naglasavanje znacaja umerenosti
u konzumiranju.

2.2. Istorijski razvoj proucavanja polifenolnih komponenti u vinskim proizvodima

Povezanost konzumacije vina i ocuvanja zdravlja prepoznata je jo§ u antiCkom periodu. U
civilizacijama stare Grcke 1 Rimskog carstva vino nije imalo isklju¢ivo ulogu napitka, ve¢ se
koristilo i za dezinfekciju, ofuvanje namirnica, kao i u terapijske svrhe pri tretiranju razli¢itih
zdravstvenih tegoba. Hipokrat je vino opisivao kao ,lek koji treba primenjivati s merom®,
naglaSavajuéi znacaj umerenosti u konzumaciji.

Tokom srednjeg veka, vino je predstavljalo osnovni izvor tecnosti u mnogim delovima
Evrope, pre svega zbog svoje mikrobioloske stabilnosti u poredenju sa vodom. Ipak, tek sa
razvojem savremene hemije i biohemije u 19. 1 20. veku zapocCinju sistematska istrazivanja
hemijskog sastava vina i njegovih potencijalnih bioloskih efekata, kada su istrazivaci prepoznali
njihovu ulogu u boji, ukusu i stabilnosti vina. Medutim, tek razvojem savremenih analitickih
tehnika, poput tecne hromatografije visoke efikasnosti (HPLC), omogucena je detaljna
karakterizacija pojedina¢nih fenolnih komponenti.

U pocetnim istrazivanjima, fokus je bio usmeren na ukupni sadrzaj fenola, meren
spektrofotometrijskim metodama. Kasnije studije omogucile su identifikaciju i1 kvantifikaciju
pojedinac¢nih fenolnih kiselina, flavonoida i stilbena, ¢ime je znacajno unapredeno razumevanje



sloZenosti fenolnog profila vina.

Savremeni pristupi u istrazivanju fenolnih jedinjenja vina podrazumevaju integraciju
hemijskih analiza, antioksidativnih testova i multivarijantnih statistickih metoda, §to omogucava
sveobuhvatnu interpretaciju dobijenih rezultata i identifikaciju klju¢nih faktora koji uti¢u na kvalitet
vina.

Poseban preokret u shvatanju zdravstvene uloge vina dogodio se krajem 20. veka pojavom
tzv. ,,francuskog paradoksa“, koji je ukazao na relativno nizak stepen kardiovaskularnih oboljenja u
populaciji sa visokim unosom zasi¢enih masti, ali i redovnom, umerenom konzumacijom crvenog
vina. Ovaj fenomen je inicirao intenzivna istrazivanja uloge fenolnih jedinjenja vina u prevenciji
oksidativnog oStecenja lipida, lipoproteina i ¢elijskih struktura.

Savremena istrazivanja su pokazala da se potencijalni zdravstveni efekti vina ne mogu
pripisati etanolu, ve¢ pre svega fenolnim komponentama. Ova saznanja su doprinela razvoju
koncepta vina kao kompleksne bioloske matrice, €iji se efekti ne mogu posmatrati izolovano, veé
kroz interakciju brojnih jedinjenja.

Zbog svoje slozenosti 1 osetljivosti na sortne, regionalne i1 tehnoloSke faktore, fenolni sastav
vina se sve ceSc¢e koristi kao indikator kvaliteta 1 autenti¢nosti. Profil fenolnih jedinjenja moze
posluziti kao hemijski ,,otisak prsta“ vina, koji omoguc¢ava njegovu diferencijaciju prema poreklu i
stilu.

Primena multivarijantnih statistickih metoda, poput analize glavnih komponenti (PCA),
omogucava identifikaciju obrazaca u fenolnom profilu vina 1 njihovo povezivanje sa specificnim
sortnim 1 regionalnim karakteristikama. Ovakav pristup predstavlja vazan alat u savremenim
istrazivanjima kvaliteta vina.

Detaljna analiza uticaja sorte, regiona i tehnologije na fenolni sastav vina predstavlja
teorijsku osnovu za eksperimentalni deo ove disertacije. Rezultati dobijeni u okviru
spektrofotometrijskih i HPLC analiza interpretirani su u svetlu ovih faktora, ¢cime se obezbeduje
koherentnost izmedu teorijskog i eksperimentalnog dela rada.

Ovakav pristup omogucava ne samo deskriptivnu analizu podataka, vec¢i dublje razumevanje
mehanizama koji stoje u osnovi uocenih razlika u fenolnom sastavu 1 antioksidativnoj aktivnosti
ispitivanih vina.

Uprkos velikom broju dostupnih studija, i dalje postoji nedostatak sistematskih istrazivanja
koja istovremeno obuhvataju detaljnu analizu fenolnog sastava vina,poredenje razlicitih
antioksidativnih metoda,uticaj sortnih i regionalnih faktora,kao i integraciju rezultata kroz
multivarijantnu statistiku.

Posebno je izrazen nedostatak komparativnih studija koje obuhvataju vina od sorti Cabernet
Sauvignon i Merlot proizvedena na teritoriji Srbije i Slovenije. Vecina dostupnih radova fokusirana
je na vina zapadne Evrope, dok su vina Balkanskog regiona znatno manje zastupljena u
medunarodnoj literaturi, uprkos dugoj tradiciji vinogradarstva i raznovrsnim agroekoloSkim
uslovima.



2.2.1. Razlozi izbora sorti Cabernet Sauvignon i Merlot i vinogradarskih regiona Srbije i
Slovenije

Cabernet Sauvignon i Merlot odabrane su kao predmet istrazivanja zbog njihove globalne
rasprostranjenosti, ali i zbog specifi¢nih razlika u fenolnom profilu. Cabernet Sauvignon se odlikuje
viSim sadrzajem tanina i fenolnih kiselina, dok Merlot karakteriSe meksi senzorski profil i drugaciji
odnos flavonoidnih jedinjenja.

Proucavanje ovih sorti omogucava sagledavanje uticaja sortnih karakteristika na fenolni
sastav i antioksidativnhu aktivnost vina, kao i identifikaciju potencijalnih markera sortne
autenticnosti.

Srbija i Slovenija predstavljaju vinogradarske regione sa izrazenom Klimatskom i
pedoloskom raznovrsnosc¢u. Slovenija, naro¢ito podru¢je Primorske, ima izrazene mediteranske
uticaje, dok vinogradarski regioni Srbije pretezno pripadaju kontinentalnom klimatskom pojasu.

Ova razlika u klimatskim uslovima omogucava ispitivanje uticaja terroir-a na biosintezu i
akumulaciju fenolnih jedinjenja u grozdu i vinu. Komparativna analiza vina izovih regiona pruza
osnovu za razumevanje regionalnih specificnosti i doprinosi valorizaciji vina Balkanskog
poluostrva na medunarodnom nivou.

2.3. Fenolna jedinjenja u vinu i faktori koji uticu na sadrzaj i kvalitet

Na sadrzaj fenolnih jedinjenja u grozdu uti¢e vise razliitih faktora (Singleton 1 sar., 1969;
Ribereau-Gayon, 1982; Macheix i sar., 1990).

- sorte,

- regiona,

- agroekoloskih uslova i
- stepena zrelosti.

Istrazivanja Revilla 1 saradnika (1997) pokazala su da se sadrzaj fenolnih jedinjenja u
grozdu znacajno razlikuje u zavisnosti od sorte vinove loze, kao i od agroekoloskih uslova,
klimatskih karakteristika i godine proizvodnje. Tokom razvoja bobice, u fazi sazrevanja dolazi do
intenzivnog porasta koncentracije fenolnih jedinjenja, $to je povezano sa metaboli¢kim promenama
1 intenzivnim fiziolo§kim aktivnostima ploda.

Biosinteza fenolnih jedinjenja odvija se kroz viSe povezanih metaboli¢kih puteva.
Aromati¢ni prekursori nastaju iz centralnih metabolita biljke, pri ¢emu se kljuéni intermedijeri
formiraju kroz reakcije izmedu jedinjenja iz pentozofosfatnog ciklusa 1 fosfoenol-pirogroZdane
kiseline. Sikimatni biosintetski put ima centralnu ulogu u formiranju aromati¢nih struktura, jer
dovodi do nastanka aromati¢nih kiselina, kao i1 aminokiselina fenilalanina 1 tirozina, koje
predstavljaju vazne polazne supstrate za dalje reakcije. Formiranje aromati¢nih prstenova moze biti
povezano i sa metabolizmom acetil-CoA, kroz kondenzacione reakcije vise molekula poreklom iz
Krebsovog ciklusa. U regulaciji ovih metaboli¢kih tokova klju¢nu ulogu ima enzim fenilalanin-



amonijum liaza (PAL), koji preusmerava metabolizam fenilalanina iz proteinske sinteze ka sintezi
fenilpropanoidnih jedinjenja, ukljucujuéi razlicite derivate cimetne kiseline. Tokom procesa
sazrevanja, koncentracija antocijana se postepeno povecava do faze pune zrelosti, nakon ¢ega u fazi
prezrelosti dolazi do njihovog smanjenja. Ovaj obrazac je Kkarakteristican za veéinu sorti, ali
maksimalne vrednosti variraju u zavisnosti od genetskih i ekoloskih faktora. Takode, najvisi nivo
antocijana ne mora uvek da se poklopi sa optimalnim odnosom S$ecera i kiselina u grozdu.

Formiranje aromati¢nih prstenova moze biti povezano i sa metabolizmom acetil-CoA, kroz
kondenzacione reakcije viSe molekula poreklom iz Krebsovog ciklusa. U regulaciji ovih
metaboli¢kih tokova kljuénu ulogu ima enzim fenilalanin-amonijum liaza (PAL), koji preusmerava
metabolizam fenilalanina iz proteinske sinteze ka sintezi fenilpropanoidnih jedinjenja, ukljucujuéi
razliCite derivate cimetne kiseline.

Tokom procesa sazrevanja, koncentracija antocijana se postepeno povecava do faze pune
zrelosti, nakon ¢ega u fazi prezrelosti dolazi do njihovog smanjenja. Ovaj obrazac je karakteristican
za vecinu sorti, ali maksimalne vrednosti variraju u zavisnosti od genetskih i1 ekoloskih faktora.
Takode, najvi$i nivo antocijana ne mora uvek da se poklopi sa optimalnim odnosom Secera i
kiselina u grozdu.

Polifenoli, odnosno fenolna jedinjenja, predstavljaju veoma heterogenu i Siroko
rasprostranjenu grupu sekundarnih metabolita biljaka, sa vise od 8000 do sada identifikovanih
struktura, prisutnih u razli¢itim biljnim tkivima kao $to su voce, povrce, Zitarice, listovi i cvetovi. Sa
hemijskog stanovista, ova jedinjenja karakteriSe prisustvo aromati¢nog prstena na koji su vezane
jedna ili viSe hidroksilnih grupa. Zahvaljujuéi svojoj strukturi, ona mogu da deluju kao donori
protona 1 elektrona, zbog ¢ega ispoljavaju izrazena antioksidativna svojstva, neutraliSu¢i slobodne
radikale 1 pri tome formirajuci stabilnije, manje reaktivne fenoksil radikale.

Fenolna jedinjenja spadaju u najznacajnije grupe sekundarnih metabolita biljaka i u velikoj
meri doprinose hemijskoj i bioloskoj sloZenosti crvenih vina. U grozdu i vinu, ova jedinjenja imaju
kljuénu ulogu u formiranju boje, ukusa, arome i stabilnosti proizvoda, ali istovremeno doprinose i
njegovom antioksidativnom potencijalu. Zbog toga su fenolna jedinjenja predmet intenzivnih
istrazivanja u oblasti enologije, hemije hrane i nutricionistickih nauka.

Fenolna jedinjenja u vinu poticu prvenstveno iz pokoZice, semenki 1 peteljki grozda, dok se
u manjoj meri mogu formirati i tokom procesa fermentacije i sazrevanja. Njihov ukupni sadrzaj i
kvalitativni sastav zavise od brojnih faktora, ukljucujuéi sortu vinove loze, klimatske 1 pedoloSke
uslove, stepen fenolne zrelosti grozda, kao 1 primenjenu tehnologiju vinifikacije.

Sa hemijskog stanovista, fenolna jedinjenja se karakteriSu strukturnim prisustvom e
hidroksilnih funkcionalnih grupa povezanih sa aromati¢nim prstenom. Ova strukturalna osobina
omogucava im izrazenu reaktivnost prema slobodnim radikalima i metalnim jonima, $to predstavlja
osnovu njihove antioksidativne aktivnosti.

Fenolna jedinjenja u vinu imaju znacajnu ulogu, jer uticu kako na potencijalne bioaktivne
efekte, tako i na formiranje boje i ukupnih senzornih karakteristika vina. 1z tog razloga, u fokusu
brojnih istrazivanja nalazi se identifikacija 1 razumevanje faktora koji odreduju njihovu
koncentraciju i varijabilnost u razli¢itim vinima (Ribereau-Gayon i sar., 1988, 1999; Kennedy i sar.,



2000; Revilla i sar., 1997; Arnous i sar., 2002; Connor i sar., 2005; Alcalde-Eon i sar., 2006;
Fernandez-Pachon i sar., 2007; Villano i sar., 2006; Anli i Vural, 2009; Palma i Taylor, 1999;
Landroult i sar., 1999; Carluccio i sar., 2003; Macheix i sar., 1990).

Na sadrzaj i medusobne odnose fenolnih jedinjenja u vinu uti¢e citav niz Ccinilaca.
Najznacajniji medu njima su sortne karakteristike vinove loze, stepen zrelosti grozda, kao i uslovi
gajenja koji obuhvataju klimatske 1 agroekoloske faktore poput tipa zemljista 1 primenjenih
agrotehnickih mera. Pored toga, vaznu ulogu imaju i tehnoloski postupci tokom vinifikacije, kao 1
uslovi ¢uvanja i odlezavanja vina (Connor i sar., 2005; Alcalde-Eon i sar., 2006; Singleton i sar.,
1965).

Budu¢i trendovi u istrazivanju fenolnog sastava vina usmereni su ka integraciji klasi¢nih
analitickih metoda sa naprednim statistickim i hemometrijskim pristupima. Multivarijantna analiza,
masinsko ucenje 1 veliki skupovi podataka omoguéavaju dublje razumevanje kompleksnih odnosa
izmedu fenolnog profila, antioksidativne aktivnosti i senzorskih svojstava vina.

Takode, raste interesovanje za istrazivanje mikroklimatskih i mikroregionalnih efekata, Sto
doprinosi preciznijem definisanju terroir-a i valorizaciji vina iz manje zastupljenih regiona, poput
Balkanskog poluostrva.

Detaljna karakterizacija fenolnog sastava i antioksidativne aktivnosti vina zahteva primenu
kombinacije analitickih metoda koje omogucavaju kako kvantitativno odredivanje ukupnog
sadrzaja fenolnih jedinjenja, tako i identifikaciju i kvantifikaciju pojedinacnih fenolnih komponenti.
Zbog slozene hemijske prirode vina, ni jedna pojedina¢na metoda ne moze pruziti potpun uvid u
fenolni profil 1 antioksidativni potencijal, te se u savremenim istraZivanjima primenjuje integrisan i
metodoloski pristup.

Izbor odgovaraju¢e analiti¢ke tehnike zavisi od cilja istraZivanja, prirode ispitivanih
jedinjenja, kao i od zahteva za kvantitativnom i kvalitativnom analizom. U ovoj doktorskoj
disertaciji posebna paznja posveena je primeni savremenih analitickih metoda, pre svega tecne
hromatografije visoke efikasnosti (HPLC), kao i kombinovane tehnike te¢ne hromatografije i
masene spektrometrije (LC-MS/MS), koje omogucavaju detaljnu karakterizaciju ispitivanih
jedinjenja.

U ovoj doktorskoj disertaciji koriS¢en je niz medusobno dopunjujucih analitickih metoda I
pristupa, koje obuhvataju spektrofotometrijske metode, te¢nu hromatografiju visoke efikasnosti i in
vitro testove antioksidativne aktivnosti. Ovakav pristup omogucava sveobuhvatnu evaluaciju
fenolnog sastava vina i predstavlja osnovu za pouzdanu interpretaciju dobijenih rezultata.

2.3.1. Uticaj klimatskih i agroekoloskih uslova na koncentraciju fenolnih jedinjenja u vinu

Geografsko poreklo vina, odnosno terroir, obuhvata kompleksan skup klimatskih,
pedoloskih i topografskih faktora koji uti¢u na rast vinove loze i sazrevanje grozda. Razlike u
temperaturi, koli¢ini padavina, osuncanosti i tipu zemljiSta direktno se odraZavaju na sintezu
fenolnih jedinjenja.
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Studije su pokazale da vina iste sorte, ali razliCitog porekla, mogu imati znacajno razlicit
fenolni profil, ¢ak i kada se primenjuju sli¢ni enoloski postupci. Ova ¢injenica dodatno naglaSava
znacaj regionalnih istrazivanja u kontekstu globalnih klimatskih promena.

U cilju sagledavanja uticaja klimatskih uslova na vinogradarsku proizvodnju i kvalitet vina,
Jones 1 saradnici (2005, 2006) sproveli su istrazivanja u 27 najznacajnijih vinogradarskih oblasti
sveta. Dobijeni rezultati ukazali su da temperaturne oscilacije tokom perioda dozrevanja grozda
imaju znacajan uticaj na prinos i kvalitet proizvedenog vina. Na akumulaciju fenolnih jedinjenja u
bobici tokom sazrevanja utice veliki broj ekoloskih i agroekoloSkih ¢inilaca, medu kojima su
posebno znacajni klimatski uslovi, konfiguracija terena, ekspozicija vinograda, intenzitet suncevog i
UV zracenja, hemijsko-mineralni sastav zemljista, kao i dostupnost vode u zemljistu.

Vinogradarska podruc¢ja Balkanskog regiona, koja pripadaju mediteranskoj klimatskoj zoni,
odlikuju se toplim i suvim klimatskim uslovima pogodnim za sazrevanje grozda i akumulaciju
bioaktivnih jedinjenja u bobici. Tokom vegetacionog ciklusa u takvim uslovima dolazi do
povecanja sadrzaja polifenola, narocito u pokozici bobice, kao i do promena u koncentraciji Secera,
organskih kiselina, mineralnih materija i pH vrednosti Sire (Downey 1 sar., 2003; Kennedy 1 sar.,
2000; Lapidot i sar., 1999; Alcalde-Eon i sar., 2006; Gil-Munoz i sar., 2010).

Istrazivanja crvenih vina proizvedenih u regionu Villany u Madarskoj tokom perioda od
1996. do 2003. godine pokazala su da godisnji klimatski uslovi imaju znacajan uticaj na sastav
polifenolnih jedinjenja. Prema rezultatima Pour Nikfardjam i saradnika (2006), susne godine mogu
dovesti do smanjenja koncentracije pojedinih stilbena, ukljucujuéi resveratrol.

Na hemijski sastav 1 senzorne karakteristike vina znacajno uticu i osobine zemljiSta. Faktori
kao Sto su nadmorska visina, nagib terena, ekspozicija vinograda i raspolozivost vode razlikuju se
cak 1 unutar istog vinogradarskog regiona, pri ¢emu direktno uti€u na proces sazrevanja grozda,
sastav bobice i konacan kvalitet vina (Crippen i Morrison, 1986; Bergqvist i sar., 2001; Falquéra i
sar., 2012).

Tokom zrenja grozda dolazi do izrazenih promena u sastavu fenolnih jedinjenja. Uoceno je
povecanje sadrzaja proantocijanidola do priblizno 60 %, dok se koncentracija monomernih flavan-
3-ola u semenkama moze smanjiti i do 90 %. Istovremeno, sadrzaj flavonola moze viSestruko
porasti, u zavisnosti od intenziteta osuncanosti 1 broja sun¢anih dana tokom sazrevanja (Kennedy i
sar., 2000).

Prema pojedinim autorima, najve¢i deo ukupnih fenolnih jedinjenja u grozdu lokalizovan je
u semenkama, gde se nalazi oko 60 %, dok pokozica sadrzi priblizno 15-20 %, a ostatak se nalazi u
Sepurini odnosno ogrozdini (Downey i sar., 2003).

Pored tradicionalnog odredivanja tehnoloske zrelosti grozda na osnovu odnosa Secera i
kiselina, znacajnu ulogu ima i procena fenolne zrelosti, koja se zasniva na odnosu fenolnih
jedinjenja 1 bojenih materija. Ovakav pristup omogucava preciznije odredivanje optimalnog
momenta berbe 1 maksimalnog antioksidativnog potencijala grozda (de Gaulejac 1 sar., 1999).

Tokom sazrevanja dolazi do postepenog povecanja koncentracije fenolnih komponenata,
naroCito antocijana, sve do dostizanja pune zrelosti bobice. Nakon toga, u fazi prezrelosti,
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koncentracija ovih jedinjenja poc¢inje da opada. Ovakav trend potvrden je kod vecine sorti vinove
loze, pri Cemu maksimalne vrednosti antocijana zavise od klimatskih karakteristika i
vinogradarskog regiona (Harborne i Williams, 2001; Ribereau-Gayon i sar., 1999; Gil-Munoz i sar.,
2010).

Klimatske promene predstavljaju jedan od najvecih izazova savremene enologije i
vinogradarstva. Porast proseCnih temperatura, promene u rasporedu padavina 1 ucestalost
ekstremnih vremenskih pojava direktno uticu na fizioloske procese vinove loze, ukljucujuéi sintezu
1 akumulaciju fenolnih jedinjenja u grozdu.

Povecanje temperature tokom vegetacionog perioda ¢esto dovodi do ubrzanog sazrevanja
grozda, Sto moze rezultirati neravnotezom izmedu Secerne zrelosti i fenolne zrelosti. U takvim
uslovima, dolazi do promena u profilu fenolnih jedinjenja, narocito antocijana i tanina, §to se
direktno odrazava na boju, strukturu i stabilnost vina.

Studije ukazuju da poviSene temperature mogu smanjiti koncentraciju antocijana u crvenim
vinima, dok istovremeno povecavaju sadrzaj odredenih fenolnih kiselina i flavonola. Ove promene
predstavljaju znaCajan izazov za ocuvanje tipi¢nog stila vina, posebno kod sorti koje su
tradicionalno vezane za umerenije klimatske uslove.

U cilju ublazavanja negativnih efekata klimatskih promena, savremeno vinogradarstvo
razvija razliCite adaptivne strategije koje imaju za cilj oCuvanje kvaliteta grozda i stabilnosti
fenolnog profila vina.

Jedna od klju¢nih strategija jeste prilagodavanje termina berbe kako bi se obezbedila
optimalna fenolna zrelost. Takode, primena kontrolisanog vodnog stresa, izbor odgovarajucih
podloga i modifikacija sistema uzgoja vinove loze predstavljaju vazne mere u adaptaciji na nove
klimatske uslove.

U regionima Balkana, gde se ofekuju znaajne klimatske promene, ove strategije imaju
poseban znacaj 1 predstavljaju vazan segment buducih istrazivanja i prakse.

Tehnoloske inovacije u enologiji imaju za cilj oCuvanje fenolnog profila vina u uslovima
promenjenih Klimatskih okolnosti. Primenom selektovanih kvasaca i kontrolisanih uslova
fermentacije moguce je delimi¢no modifikovati ekstrakciju i stabilnost fenolnih jedinjenja.

Savremeni tehnoloski pristupi ukljucuju 1 upotrebu alternativnih tehnika maceracije, kao Sto
su hladna maceracija, pulsiraju¢a maceracija i primena enzima, koje omogucavaju precizniju
kontrolu ekstrakcije fenolnih komponenti.

Ove tehnike omogucavaju enolozima da prilagode fenolni profil vina savremenim
klimatskim izazovima, uz o€uvanje sortne i regionalne prepoznatljivosti.

U okviru ove doktorske disertacije, uticaj klimatskih promena razmatra se kroz analizu
razlika u fenolnom sastavu vina razli¢itih godina berbe i regiona porekla. Ovakav pristup
omogucava identifikaciju trendova koji mogu biti povezani sa promenama klimatskih uslova, kao 1
evaluaciju adaptivnog potencijala pojedinih sorti vinove loze.
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Rezultati dobijeni u ovom radu pruzaju osnovu za buduca istrazivanja usmerena ka razvoju
odrzivih enoloskih strategija u uslovima klimatskih promena, kao i za unapredenje kvaliteta vina u
regionu Balkana.

2.3.2. Povezanost pedoloskih karakteristika na fenolnim sastavom vina

Pored klimatskih faktora, osobine zemljiSta imaju znacajnu ulogu u formiranju fenolnog
profila vina. Tip zemljiSta uti¢e na dostupnost vode i mineralnih materija, kao i na mikrobiolosku
aktivnost u zoni korena, §to posredno uti¢e na metabolizam vinove loze.

ZemljiSta bogata mineralima, sa dobrom drenazom, ¢esto doprinose kontrolisanom vodnom
stresu, koji stimuliSe sintezu sekundarnih metabolita, uklju¢ujuéi fenolna jedinjenja. Suprotno tome,
previse plodna i vlazna zemljiSta mogu rezultirati smanjenom koncentracijom fenolnih jedinjenja
zbog razblazenja 1 intenzivnijeg vegetativnog rasta.

U vinogradarskim regionima Balkana prisutna je velika raznovrsnost zemljista, ukljucujuci
kre¢njacka, glinovita i aluvijalna tla, §to predstavlja dodatni faktor varijabilnosti u fenolnom sastavu
vina istih sorti. Ove razlike omogucavaju dublju interpretaciju eksperimentalnih rezultata u
kontekstu regionalne specifi¢nosti.

2.3.3. Uticaj tehnoloskog postupka vinifikacije

Tokom procesa vinifikacije dolazi do ekstrakcije razli€itih jedinjenja iz ¢vrstih delova
grozda u te¢nu fazu, pri ¢emu se, pored fenolnih komponenti, izdvajaju i polisaharidi, azotna
jedinjenja i mineralne materije. Intenzitet i efikasnost ekstrakcije zavise od trajanja i uslova
maceracije, kao 1 od brojnih tehnoloskih faktora, medu kojima su odnos ¢vrste 1 te¢ne faze kljuka,
prisustvo Kiseonika, stepen muljanja bobica, koncentracija alkohola i sumpor(IV)-oksida,
temperatura fermentacije, odabrani soj kvasca, kao i postupci stabilizacije i bistrenja vina (Wilson,
1993; Merida i sar., 1991; Ewart i sar., 1993; Soleas i sar., 1998; Lapidot i sar., 1999; Yokotsuka,
2000; Morata i sar., 2004; Revilla i sar., 1997, 1998).

Povecanje udela ¢vrste faze u kljuku, koje se moZe posti¢i maceracijom celih grozdova,
produZenim kontaktom pokoZice i semenki sa Sirom ili dodatkom semenki tokom fermentacije,
uti¢e na povecanu ekstrakciju odredenih fenolnih jedinjenja. U takvim uslovima dobijaju se vina sa
veéim sadrzajem (+)-katehina i proantocijanidolnih dimera B1 i B2 (Revilla i sar., 1997).

Prema pojedinim autorima, tokom maceracije u vino prelazi svega 20-30 % ukupnih
fenolnih kiselina prisutnih u grozdu (Ribereau-Gayon i sar., 1999). Na sastav fenolnih jedinjenja
znacajno moze uticati i izbor kvasca koji se koristi tokom fermentacije. Odredeni sojevi pokazuju
manju sposobnost vezivanja antocijana za ¢elijski zid, zbog ¢ega doprinose ve¢em sadrzaju flavan-
3-ola i monomernih antocijana, kao i intenzivnijoj boji crvenih vina (McDonald i sar., 1998; de
Gaulejac i sar., 1999; Arnous i sar., 2002; Caridi i sar., 2004; Gil-Munoz i sar., 2010).

Tokom cuvanja, sazrevanja i starenja vina dolazi do brojnih transformacija fenolnih
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jedinjenja usled oksidacionih i kondenzacionih reakcija. Metaboliti kvasca, poput piruvinske
kiseline i acetaldehida, mogu reagovati sa antocijanima i drugim fenolnim komponentama, pri ¢emu

nastaju stabilniji pigmenti kao §to su vitisin A 1 vitisin B (Romero i Bakker, 1999; Liu i sar., 2000;
Luiz, 2011).

Utvrdeno je i da pojedina sredstva za bistrenje mogu uticati na smanjenje sadrzaja fenolnih
jedinjenja i intenziteta boje mladih crvenih vina. Na primer, primena natrijum-bentonita u veé¢im
kolicinama moze dovesti do smanjenja koncentracije antocijana, katehina 1 dimernih

proantocijanidola za priblizno 15% u poredenju sa tretmanom Zelatinom (Singleton 1 Trousdale,
1992; Luiz, 2011).

Savremeni tehnoloSki postupci usmereni ka povecanju sadrzaja fenolnih jedinjenja
obuhvataju produzenu maceraciju, termovinifikaciju, zamrzavanje Sire, kao i dodatak semenki i
peteljki grozda u kljuk (Harborne i Williams, 2001; Luiz, 2011). IstraZivanja su pokazala da vina
proizvedena pri poviSenim temperaturama fermentacije imaju izrazeniji intenzitet boje u odnosu na
vina dobijena standardnim postupcima, iako pri tome mogu sadrzati nize koncentracije monomernih
antocijana i vec¢i udeo polimernih pigmenata (Lapidot i sar., 1999; Lila, 2004; Gil-Munoz i sar.,
2010).

Znacaj fenolnih jedinjenja u vinu moZze se sagledati sa tri aspekta: senzornog, tehnoloskog 1
bioloskog.

Sa senzorskog stanovista, fenolna jedinjenja uti¢u na boju, ukus, aromu i teksturu vina. Sa
tehnoloskog aspekta, ona ucestvuju u procesima oksidacije, polimerizacije i stabilizacije vina tokom
odleZzavanja. Sa bioloSkog aspekta, fenolna jedinjenja doprinose antioksidativnom potencijalu vina i
njegovim potencijalnim zdravstvenim efektima.

Sve navedeno ukazuje da su fenolna jedinjenja centralni faktor kvaliteta crvenih vina, zbog
cega njihova detaljna analiza predstavlja osnovu savremenih istraZivanja u oblasti enologije 1
hemije hrane.

Fenolna jedinjenja predstavljaju Siroku 1 strukturno raznovrsnu grupu sekundarnih biljnih
metabolita koji imaju kljucnu ulogu u fiziologiji biljaka, ali i u hemijskom, senzorskom 1 bioloskom
profilu vina. Njihova kompleksnost proizilazi iz velikog broja moguéih strukturnih varijacija,
razli¢itih stepena oksidacije, supstitucije aromati¢nog prstena 1 mogucénosti polimerizacije, Sto ih
¢ini jednim od najistrazivanijih sistema u oblasti hemije hrane i enologije.

U crvenim vinima, fenolna jedinjenja potic¢u prvenstveno iz pokoZice, semenki i, u manjoj
meri, mesa bobice grozda. Tokom vinifikacije dolazi do njihove ekstrakcije u vino, pri cemu se
njihov konacni sastav menja pod uticajem fermentacije, oksidacionih procesa i1 reakcija
polimerizacije. Razumevanje teorijskih osnova fenolnih jedinjenja predstavlja neophodan preduslov
za pravilnu interpretaciju eksperimentalnih rezultata dobijenih u ovoj disertaciji.

U crnom vinskom grozdu nivoi ukupnih fenola se obi¢no kreéu izmedu 2 i 11 g/kg
(DZekson 1994b, Singlton 1966). U crnim vinima nivoi ukupnih fenola su tipi¢ni izmedu 0,8 1 4
g/L 1 ekstrakcija ukupnih fenola iz grozda u vino na taj nacin retko prelazi 50% i na taj nacin
objaSnjava razli¢ite nivoe u grozdu i vinu (Haslam 2005).
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Koli¢ina ukupnih fenola iz razli¢itih delova bobica crvenog grozda je oko 33% u koZici,
62% u semenu, 1% u pulpi i 4% u soku (Zoecklein et al. 1995). Tako su polifenoli uglavnom
prisutni u semenkama i kozi bobica grozda sa vrlo malim koli¢inama fenola u pulpi i soku od
grozda.

Produzena maceracija i viSa temperatura fermentacije generalno favorizuju ekstrakciju
flavonoida 1 tanina, dok kra¢i kontakt pokozice sa sokom rezultira blazim fenolnim profilom.
Takode, upotreba enoloskih aditiva i nacin odlezavanja vina (drvene buradi, tip drveta) mogu
znacajno uticati na fenolni sastav.

Razumevanje uticaja tehnoloskih faktora omogucava enolozima da ciljano modifikuju
fenolni profil vina u skladu sa zeljenim senzorskim karakteristikama i stilom vina.

2.3.4. Uticaj sorte, regiona, agroekoloskih uslova i tehnologije na profil polifenolnih
jedinjenja u vinu
Fenolni sastav vina rezultat je sloZene i nterakcije genetskih, ekoloskih i tehnoloskih faktora.
Sorta vinove loze, geografski region porekla i primenjena tehnologija vinifikacije predstavljaju tri
kljuéna determinanta koje uslovljavaju kvantitativni i kvalitativni profil fenolnih jedinjenja u vinu.

Razumevanje uticaja ovih faktora od presudnog je znaCaja za interpretaciju eksperimentalnih
rezultata i identifikaciju izvora varijabilnosti u fenolnom sastavu vina.

Sorta vinove loze predstavlja primarni izvor varijabilnosti fenolnog sastava vina, budu¢i da
je biosinteza fenolnih jedinjenja genetski uslovljen proces. Razliite sorte karakteriSu se specificnim
kapacitetom za sintezu 1 akumulaciju pojedinacnih klasa fenolnih jedinjenja u pokoZici, semenima 1
mesu bobice grozda.

Cabernet Sauvignon se u literaturi opisuje kao sorta sa izraZenim potencijalom za
akumulaciju tanina, flavan-3-ola i fenolnih kiselina. Debela pokozica bobice, kao i visok odnos
pokozice 1 soka, doprinose ve¢em sadrzaju flavonoidnih jedinjenja u vinu. Ova sorta se Cesto
povezuje sa viSim sadrzajem katehina i oligomernih proantocijanidina, Sto utiCe na strukturu,
adstringentnosti sposobnost odleZavanja vina.

Merlot, sa druge strane, odlikuje se meks§im senzorskim profilom i drugaéijim odnosom
fenolnih jedinjenja. U poredenju sa Cabernet Sauvignon-om, vina Merlota ¢esto imaju niZi sadrzaj
tanina, ali relativno visi udeo pojedinih flavonola 1 antocijana, $to doprinosi zaobljenijem ukusu i
ranijoj potrosackoj prihvatljivosti.

Razlike u fenolnom sastavu izmedu ovih sorti ¢ine ith pogodnim modelima za proucavanje
sortnog uticaja na antioksidativni potencijal i senzorska svojstva vina.

Geografski region porekla vina, odnosno terroir, predstavlja skup klimatskih, pedoloskih i
topografskih faktora koji znacajno uticu na biosintezu fenolnih jedinjenja u grozdu. Temperatura,
koli¢ina suncevog zracenja, padavine i tip zemljiSta direktno uti¢u na metabolizam biljke i sintezu
sekundarnih metabolita.
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U toplijim regionima, sa ve¢om insolacijom, ¢esto se belezi povecana sinteza flavonoida i
stilbena, kao odgovor biljke na UV zracenje. Suprotno tome, u hladnijim regionima moze do¢i do
drugacije raspodele fenolnih jedinjenja, sa naglasenijom akumulacijom odredenih antocijana i
flavonola.

Balkanski region, posebno Srbija i Slovenija, predstavlja interesantno podrucje za
proucavanje regionalnog uticaja zbog izrazenih klimatskih razlika na relativno malom geografskom
prostoru. Vinogradarski regioni Srbije uglavnom se odlikuju kontinentalnom klimom sa toplim
letima i hladnijim zimama, dok slovenacki regioni, naroCito Primorska, imaju izraZzen mediteranski
uticaj.

Ove razlike mogu znaCajno uticati na fenolni profil vina istih sorti, Sto omogucava
identifikaciju regionalnih markera i doprinosi razumevanju uticaja terroir-a na kvalitet vina.

2.3.5. Uticaj godine berbe,osun¢anosti i UV zraenja

Godina berbe predstavlja dodatni faktor varijabilnosti fenolnog sastava vina, jer vremenski
uslovi tokom vegetacionog perioda mogu znafajno varirati iz godine u godinu. Razlike u
temperaturi, koli¢ini padavina i duzini perioda sazrevanja grozda uti¢u na stepen zrelosti bobica i
sintezu fenolnih jedinjenja.

Susne i suncane godine Cesto dovode do povecane koncentracije fenolnih jedinjenja, dok
vlazne 1 hladnije godine mogu rezultirati razblaZenijim fenolnim profilom. Zbog toga se u
savremenim istraZivanjima posebna paznja posvecuje analizi uticaja godine berbe na fenolni sastav
i antioksidativnu aktivnost vina.

IzloZenost grozda sun€evoj svetlosti 1 UV zracenju ima direktan uticaj na sintezu fenolnih
jedinjenja, naroc€ito flavonola i antocijana. Flavonoli se ¢esto smatraju UV-zaStitnim jedinjenjima,
¢ija sinteza se povecava kao odgovor na povecanu izlozenost sun¢evom zracenju.

U regionima sa izrazenijom insolacijom, vina Cesto pokazuju visi sadrzaj flavonola i
intenzivniju boju. Ovaj efekat je narocCito izrazen kod sorti sa tanjom pokoZicom, dok kod sorti sa
debljom pokozicom dolazi do drugacije raspodele fenolnih jedinjenja.

Razlike u osuncanosti izmedu vinogradarskih regiona Srbije i Slovenije predstavljaju vazan
faktor u objasnjenju uocenih razlika u fenolnom profilu ispitivanih vina.

2.3.6. Uticaj mikrobioloskih faktora i fermentacije

Mikrobioloski procesi tokom fermentacije imaju znacajan uticaj na transformaciju fenolnih
jedinjenja. Kvasci i1 bakterije mogu doprineti hidrolizi estara i glikozida, oslobadaju¢i slobodna
fenolna jedinjenja ili modifikujuéi njihov hemijski oblik.

Tokom alkoholne fermentacije dolazi do promena u redoks uslovima, §to moze uticati na
stabilnost 1 reaktivnost fenolnih komponenti. Takode, sekundarna fermentacija i malolakticka
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fermentacija mogu dodatno modifikovati fenolni profil vina.

Razumevanje ovih procesa je vazno za interpretaciju razlika u fenolnom sastavu vina
proizvedenih razli¢itim tehnoloskim postupcima.

2.3.7. Interakcija sortnih, regionalnih i tehnoloskih faktora

Fenolni sastav vina ne moze se posmatrati kao rezultat delovanja pojedina¢nih faktora, ve¢
kao posledica njihove medusobne interakcije. Sortne karakteristike odreduju osnovni potencijal za
sintezu fenolnih jedinjenja, regionalni uslovi moduliSu ovaj potencijal, dok tehnoloski postupci
odreduju stepen njihove ekstrakcije i stabilnosti u vinu.

Zbog toga savremeni istrazivacki pristupi u enologiji sve ¢esce koriste integrisane analiticke
i statisticke metode kako bi se sagledala kompleksnost ovih interakcija. Takav analiticki pristup
kori$éen je i tokom izrade ove doktorske disertacije, sa ciljem detaljne karakterizacije fenolnog
profila i antioksidativnog potencijala crvenih vina

2.3.8. Fenolni metabolizam

Vodni stress se smatra jednim od najvaznijih faktora koji uticu na biosintezu fenolnih
jedinjenja u grozdu. Umeren vodni stres tokom perioda sazrevanja grozda moze dovesti do
povecane sinteze flavonoida i stilbena, dok ekstremni stres moze negativno uticati na kvalitet
grozda.

Fenolna jedinjenja se Cesto akumuliraju kao deo adaptivnog odgovora biljke na stresne
uslove. Posebno je znacajna povecana sinteza resveratrola u uslovima stresnih faktora, Sto dodatno
naglasava njegovu ulogu kao fitoaleksina.

Razumevanje odnosa izmedu vodnog stresa 1 fenolnog profila vina od posebnog je znacaja u
kontekstu klimatskih promena, koje sve viSe uticu na vinogradarske regione Sirom sveta.

Antioksidativna efikasnost fenolnih jedinjenja zavisi od viSe strukturnih faktora, ukljucujuci
broj i polozaj hidroksilnih grupa, stepen konjugacije, prisustvo elektron donorskih ili elektron
akceptorski supstituenata, kao i stepen polimerizacije.

Flavonoidi sa orto-dihidroksilnom strukturom u B prstenu, kao $to su kvercetin i katehin,
pokazuju izraZzenu antioksidativnu aktivnost, dok glikozilacija ¢esto dovodi do njenog smanjenja.

Vino predstavlja izuzetno kompleksnu matricu u kojoj pojedinac¢na fenolna jedinjenja ne
deluju izolovano, ve¢ u medusobnoj interakciji. Sinergijski efekti izmedu razli€itih polifenola, kao 1
interakcije sa metalnim jonima, proteinima i drugim komponentama vina, zna¢ajno utic¢u na ukupan
antioksidativni potencijal.

Razumevanje ovih sinergijskih efekata predstavlja jedan od klju¢nih izazova savremene
enoloske i1 nutricione hemije i zahteva integraciju eksperimentalnih i teorijskih pristupa, $to
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predstavlja osnovu ove doktorske disertacije.

2.4. Glavne grupe fenolnih jedinjenja prisutne u bobici vinove loze i njenim proizvodima

Polifenolne komponente biljnog porekla spadaju medu najvaznije sekundarne metabolite,
dok u vinu imaju znacajnu ulogu u formiranju boje, senzornih karakteristika i bioloskih svojstava.
Hemijska raznovrsnost fenolnih jedinjenja, kao 1 njihova slozena medusobna interakcija, ¢ine
osnovu za razumevanje kvaliteta vina i njegovog potencijalnog funkcionalnog znacaja.

U grozdu, fenolna jedinjenja su dominantno lokalizovana u pokozici, sesmenkama i peteljci,
dok je njihov sadrzaj u pulpi znatno manji. Tokom procesa vinifikacije, narocito tokom maceracije,
dolazi do ekstrakcije ovih jedinjenja u vino, pri ¢emu stepen i dinamika ekstrakcije zavise od sorte
grozda, stepena zrelosti, kao 1 od primenjenih tehnoloskih postupaka.

Posmatrano sa hemijskog stanovista, ova jedinjenja odlikuje aromati¢na struktura za koju su
vezane hidroksilne funkcionalne grupe. Ova strukturalna osobina odgovorna je za njihovu
antioksidativnu aktivnost, jer omogucava doniranje atoma vodonika ili elektrona, kao i stabilizaciju
nastalih radikala putem rezonantnih struktura.

Fenolna jedinjenja se u literaturi razvrstavaju prema razli¢itim kriterijumima klasifikacije
(Macheix i sar, 1990; German i Walzem, 2000; Havsteen, 2002; Grotewold, 2006; Pereira i sar.,
2009; Klepacka i sar., 2011).

Klasifikacija fenolnih jedinjenja u vinu moZe se vr$iti na osnovu njihove hemijske strukture,
molekulske mase, kao i stepena polimerizacije.

Oni se obi¢no klasifikuju ili kao flavonoidi ili kao neflavonoidi, zbog velike proporcije
fenola u crvenim vinima sadrZe flavonoidnu prstenastu strukturu.

2.4.1. Flavonoidna jedinjenja

Flavonoidi c¢ine najbrojniju i strukturalno najraznovrsniju grupu fenolnih jedinjenja u
crvenim vinima. Njihova osnovna struktura zasniva se na flavonoidnom skeletu (C6—-C3-C6), koji
omogucava formiranje velikog broja derivata.

U vinima se najéescée srecu sledece flavonoidne podgrupe:

- Flavan-3-oli, ukljucujuci katehin, epikatehin i njihove oligomerne oblike,

- Proantocijanidini (kondenzovani tanini),

- Flavonoli (kvercetin, miricetin, kemferol i njihovi glikozidi),

- Antocijanini, koji predstavljaju klju¢ne pigmente zaduzene za crvenu boju vina,
- Flavoni i flavanoni, prisutni u manjim koli¢inama.

Flavonoidi imaju izraZen uticaj na senzorska svojstva vina, naro€ito na punocu i stabilnost
boje. Njihova bioloska aktivnost zavisi od broja i rasporeda hidroksilnih grupa, stepena vezivanja
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Secernih ostataka (glikozilacije), kao 1 sposobnosti molekula da formiraju stabilne rezonantne
strukture. (Slika 2).

Slika 2. Struktura flavonoidnog prstena sa numerisanim ugljenikovim atomima

Flavonoidi predstavljaju veliku grupu polifenolnih jedinjenja ¢ija se struktura moze
modifikovati razli¢itim supstitucijama, kao $to su hidroksi, metoksi, acilne ili glikozidne grupe, koje
se vezuju na razli¢itim pozicijama osnovnog skeleta. Osnovna flavonoidna struktura moze sadrZati 1
karbonilnu funkcionalnu grupu, kao i razliite stepene nezasi¢enosti u heterociklicnom C prstenu,
Sto doprinosi njihovoj raznolikosti i reaktivnosti.

U grozdu i vinu najzastupljenije klase flavonoida ukljucuju antocijanine, flavanole,
flavonole 1 kondenzovane tanine (proantocijanidole). Ova jedinjenja karakteriSe prisustvo
hidroksilnih grupa na pozicijama 5 i 7 A prstena flavonoidne strukture, dok se znacajne varijacije
javljaju u obrascu hidroksilacije i drugim supstitucijama na B i C prstenu (Cook i Samman, 1996).

Flavonoidni skelet se sastoji od dva aromati¢na prstena (A 1 B) povezana preko
heterocikli¢nog C prstena, pri cemu se razlicite klase formiraju promenama u stepenu oksidacije i
poloZaju supstituenata na ugljeni¢nim atomima u pozicijama 2, 3 i 4. Na ovaj nacin nastaju razlicite
podgrupe, ukljucujuci flavone, flavonole, flavanone, dihidroflavone, antocijanidine, flavan-3-ole,
flavan-3,4-diols, kao i izoflavone i neoflavone, u zavisnosti od nacina povezivanja prstenova.

U strukturalnom i funkcionalnom smislu, flavonoidi u vinu se mogu javiti u slobodnom
obliku ili u obliku kompleksnijih jedinjenja nastalih polimerizacijom ili vezivanjem sa Secerima
(glikozidi), kao 1 sa drugim organskim kiselinama i jedinjenjima, ukljucuju¢i acilovane derivate. U
grozdu i vinu posebno su zastupljeni flavonoli, antocijani, flavan-3-oli i njihovi polimeri, dok su
flavan-3,4-dioli prisutni u znatno manjim koli¢inama.
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Slika 3. Strukturne formule glavnih flavonoidnih grupa

Flavonoidi obuhvataju nekoliko podgrupa: flavan-3-ole, flavonole i antocijane. Ova
jedinjenja se biosintetiSu putem fenilpropanoidnog puta i imaju klju¢nu ulogu u formiranju
senzornog profila vina.

Jedinjenja iz grupe flavan-3-ola, medu kojima su su katehin i epikatehin, dominantno poti¢u
iz semenki grozda i odgovorni su za gorfinu 1 adstringentnost vina. Predstavljaju osnovne
monomerne jedinice kondenzovanih tanina (proantocijanidina). Njihova sposobnost polimerizacije
dovodi do formiranja proantocijanidina 1 odgovorni sa za strukturu vina, ali 1 za znacajan deo
njegove antioksidativne aktivnosti.

Polimerizacija flavan-3-ola dovodi do formiranja oligomera i polimera razli¢ite molekulske
mase, Cija bioloska aktivnost i senzorski efekti zavise od stepena polimerizacije i prostorne
konfiguracije.

Flavonoli, medu kojima se izdvajaju kvercetin, miricetin i kemferol, prisutni su pretezno u

pokoZici grozda i imaju vaznu ulogu u kopigmentaciji sa antocijanima, ¢ime doprinose stabilnosti
boje crvenih vina.
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2.4.2. Antocijani

Antocijani su pigmentna jedinjenja odgovorna za crvenu, ljubicastu i plavu boju vina, pri
¢emu je malvidin-3-glikozid najdominantniji predstavnik u vinima sorti Cabernet Sauvignon i
Merlot (Sac¢irovié¢ S. et al. 2019, Ferreira V. et al. 2000).

Sa hemijskog stanovista, ova jedinjenja se javljaju u obliku glikozilovanih derivate
antocijanidina, pri ¢emu je malvidin-3-O-glikozid najzastupljeniji antocijan u vinima dobbijenim od
sorti Cabernet Sauvignon i Merlot.

Stabilnost antocijana u vinu uslovljena je pre svega pH vrednoscu sredine, kao i prisustvom
sumpor-dioksida, kopigmentacije i formiranja polimernih pigmenata tokom procesa starenja.
Razumevanje hemije antocijana klju¢no je za interpretaciju boje i dugotrajnosti vina.

Antocijanini grozda postoje kao 3-monoglukozidi pet antocijanidina: cijanidin, delpinidin,
peonidin, petunidin i malvidin (Slika 4). Deo glukoze antocijanini mogu biti nesupstituisani ili
acilovani kao estri siréetne kiseline, p-kumarinske Kiseline ili kafeinske kiseline. lako profili
antocijanina mogu veoma varirati izmedu sorti grozda, malvidin-3-glukozid je tipi¢no
najdominantniji antocijanin. Prijavljeni nivoi antocijana u crvenom grozdu kre¢u se od 300 do 7500
mg/kg, ali nivoi veoma variraju u zavisnosti od sorte, zrelosti, godine proizvodnje i uslovi zivotne
sredine (Mazza 1995). Nivo antocijana u vinu pokazuje izrazenu varijabilnost u zavisnosti od sorte
grozda i starosti vina. U mladim vinima njihova koncentracija se najcesce krece u Sirokom opsegu,
priblizno od 100 do 1500 mg/L (Ribereau-Gayon i sar., 2006). S obzirom na to da su antocijani
hemijski vrlo reaktivna jedinjenja, tokom procesa odlezavanja dolazi do njihovog postepenog
opadanja usled razli¢itih transformacija i reakcija, pa se u starijim vinima njihova koncentracija
moze smanjiti na svega 0-50 mg/L (Ribereau-Gayon i sar., 2006).

Antocijanidin R; R,
Cijanidin OH H
Delpinidin OH OH
Peonidin OMe H
Petunidin OMe OH
Malvidin OMe Ome
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HO

R3 Acilacija
sir¢etna kiselina

HO

R4=H: p-kumarinska kiselina
R4=0H: kafeinska kiselina

Slika 4. Hemijske strukture flavilijumskog oblika antocijanidina u grozdu

Razlike u supstitucijama na B prstenu antocijana rezultiraju razlike u njihovim svojstvima
boje. Di-supstituisani antocijanini (Ci3G i Pn3G) imaju maksimume apsorpcije na nesto nizim
talasnim duzinama od tri supstituisanih antocijanina (DI3G, Pt3G i Mv3GQ) i stoga imaju malo vise
narandzasti ton u boju (Cabrita et al. 2000). Neki autori su izvestili da molar apsorpcije razli¢itih
antocijana ponekad variraju za faktor dva izmedu razlicitih antocijana (Giusti et al. 1999; Cabrita et
al. 2000). Medutim, nedavno je otkriveno da postoje samo male razlike (10%) izmedu molara
apsorpcije razlicitih antocijana i da su prethodno prijavljene varijacije moze biti posledica necisto¢a
u uzorcima antocijanina (Jordheim et al. 2007). Prosek prijavljeno je da molarna apsorpcija iznosi
22000 L/(cm-mol) za antocijanidin-3- monoglikozidi u vodenom rastvoru na pH 1.

2.4.3. Flavonoli

U bobici grozda flavanoli (Slika 5.) se najces¢e javljaju u obliku glikozida osnovnih
flavonolnih jedinjenja, pri ¢emu su najzasupljeniji derivati kvarcetina, mircetina i kamferola. Ova
jedinjenja su pretezno lokalizovana u pokozici grozda, dok su u ostalim delovima bobice prisutna u
znatno manjim koli¢inama (Ribereau-Gaion i Glories 1987; Castillo-Munoz et al. 2007). Usled
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hidrolize glikozidne veze tokom proizvodnje vina, takode neglikozilovani flavonoli se nalaze u
vinima (Schvarz et al. 2005). Ukupni nivoi flavonola u grozdu iznose izmedu 129 i 346 umola/kg
(Sto odgovara izmedu 80 i 210 mg ekvivalenta rutina/kg) pokriva 7 razlic¢itih sorta crvenog grozda i
izmedu 28 i 377 pmol/L (Sto odgovara 17-230 mg rutinskih ekvivalenta/l) u crnom vinu iz 10
razli¢itih sorti grozda (Castillo-Munoz et. al. 2007).

Flavonoli R, R, R;
kamferol H H H
kvarcetin OH H H
mircetin OH OH H
izohamnetin OMe H H
laricitrin OH Ome H
siringetin OMe Ome H

Slika 5. Hemijske strukture prisutnih flavonola u vinu. U grozdu su flavonoli prisutni kao glikozidi
(R3 = ostatak Secera), npr. Za rutin Rz = ramnozilglukozid.

Flavanoli (+)-katehin 1 (-)-epikatehin su najéeS¢i monomeri flavanola 1 uglavnom se nalaze u
semenkama i kozici grozda (Slika 6). Manje zastupljeni flavanoli (+)-galokatehin i (-)-
epigalokatehin se nalaze u ljuski grozda (Gonzalez-Manzano et al. 2004). Tipi¢ni nivoi monomera
su flavanoli u komercijalnim crvenim vinima izmedu 30 i 100 mg/L (Umetnost i dr. 2000).

OH

OH
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Ri=H: (+)-katehin Ri=H: (-)-epikatehin procijanidin B1
R1=OH: (+)-galokatehin R1=OH: (-)-epigalokatehin

Slika 6. Hemijske strukture monomernih flavanola i dimernog flavanola (procijanidin B1)

Oligomerni flavanoli se sastoje od gradivnih blokova monomernih flavanola kao §to je
ilustrovano za procijanidin B1 (Slika 6). Brojni oligomerni flavanoli su identifikovani u grozdu i
vinima i termin oligomerni se obi¢no koristi za flavonole koji se sastoje od dve do pet monomernih
jedinica (Monagas et al. 2005). Flavanoli doprinose gorcini vinima (kao 1 grozdu) (Peleg et al.
1999).

2.4.4. Tanini

Tanini su najzastupljenija klasa fenola u grozdu i crnim vinima (Kennedi et. al. 2006b) i
igraju vaznu ulogu u stabilnosti boje i osobinama osecaja vina u ustima (Gavel 1998, Kennedi et al.
2006a, Singleton i Trousdale 1992). Sposobnost tanina da se veze sa proteinima prisutnim u
pljuvacki je veoma povezan sa astringentnim osecajem crnog vina (Gavel 1998). Tanini se obi¢no
klasifikuju kao bilo kondenzovani tanini ili tanini koji se hidrolizuju (Slika 7). Kondenzovani tanini
su oligomerna i polimerna jedinjenja sastavljena od flavanolnih jedinica i poticu pre svega iz
semena i ljuske grozda, dok hidrolizuju¢i tanini uglavnom poticu od hrastovine i predstavljaju estre
galne kiseline ili glukoze (Edelmann i Lendl 2002, Herderich i Smith 2005).

OH
OH OH

it OH (+)- katehin
elaginska kiselina o
HO OH
OH n
ot W

HO
0™ % Q o )//@,OH (-)-epikatehin
o
0 °
o o OH OH
HO (+)-katehin
HO OH  galnaKkiselina
HO HO
OH
Hidrolizuju¢i tanini Kondenzovani tanini

Slika 7. Primeri hemijskih struktura kondenzovanih i hidrolizuju¢ih tanina

Reakcije izmedu tanina i antocijana tokom starenja vina dovode do viSe stabilnih pigmenata,
a sugerise se da su ovi konjugati barem delimi¢no odgovorni za stabilnost boje crnog vina (Cheinier
et al. 2006). Nivoi tanina u crnim vinima mereni talozenjem proteina (Harbertson et al. 2003)
variraju od samo 30 do vise od 1500 mg katehina ekvivalenti/L (Skogerson et al. 2007; Fernandez i
Agosin 2007; Harbertson 2003; Versari et al. 2006). Nivoi tanina mereni drugim metodama mogu
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dati prilicno razli¢ite rezultate, prema specifi¢nosti metode prema taninima i na jedinice koje se
koriste za izveStavanje o rezultatima.

2.4.5. Neflavonoidni fenoli

Neflavonoidna fenolna jedinjenja obuhvataju relativno jednostavne molekule koji se u vinu
javljaju u slobodnom obliku ili kao estri. U ovu grupu spadaju:

Fenolne kiseline, koje se dalje dele na:

- hidroksibenzoeve kiseline (galna, vanilinska, siringinska),
- hidroksicimetne kiseline (kafeinska, p-kumarna, ferulinska).

Stilbeni, medu kojima je najznacajniji trans-resveratrol.

Medu neflavonoidnim fenolnim jedinjenjima prisutnim u grozdu i vinu, najzastupljeniju
grupu Cine fenolne kiseline i njihovi razliCiti derivati (Slika 8). U grozdu dominiraju
hidroksicinamatni estri vezani za vinsku kiselinu, koji se pretezno nalaze u pulpi 1 pokozici bobice
(Monagas et al., 2005; Adams, 2006).

Tokom procesa vinifikacije i sazrevanja vina, usled hidroliti¢kih reakcija, dolazi do
oslobadanja slobodnih fenolnih kiselina, ukljucuju¢i galnu kiselinu, kao i hidroksicinaminske
derivate koji mogu nastati razgradnjom estarskih oblika (Ribereau-Gayon et al., 2006).

U crvenim vinima ukupna koncentracija fenolnih kiselina obi¢no se krec¢e u opsegu od
priblizno 100 do 200 mg/L (Ribereau-Gayon et al., 2006).

COOH
Ra
R/ R,

Benzoeva kiselina R, R, R;
p-hidroksibenzoeva kiselina H OH H
protokatehinska kiselina OH OH H
vanilinska kiselina Ome OH H
galna kiselina OH OH OH
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R, X\ - COOH
HO
R2
Hidroksicinamati R, R,
p-kumarinska kiselina  H H
kafeinska Kiselina OH H
ferulinska kiselina OMe H
sinapska kiselina OMe OMe
@) COOH
R e OH
L 0
COOH
HO

Hidroksicinamidni vinski estri R;

kutari¢na kiselina H
kaftarinska kiselina OH
fertarna kiselina OMe

Slika 8. Hemijske strukture fenolnih kiselina prisutnih u grozdu i vinskim proizvodima

Znatan deo neflavonoidnih vinskih fenola moze da poti¢e od upotrebe hrasta tokom starenja
vina (Zoecklein et al. 1995). Druge klase neflavonoidni fenoli ukljucuju stilbene i isparljive fenole,
koji su vazni za aromu i antioksidativna svojstva vina, ali su prisutni u veoma malim koli¢inama
(Monagas et al. 2005).
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2.4.6. Fenolne kiseline

Fenolne kiseline predstavljaju znacajan deo ukupnog fenolnog sadrzaja vina i Cesto se
koriste kao indikatori porekla i tehnoloskih postupaka. Hidroksibenzoeve kiseline su uglavnom
povezane sa degradacijom tanina i1 lignina, dok hidroksicimetne kiseline poti¢u iz metabolizma
fenilpropanoidnog puta.

Fenolne kiseline u vinu se dalje dele na hidroksibenzoevei hidroksicimetne kiseline.
Hidroksibenzoeve kiseline, ukljucujué¢i galnu, vanilinsku 1 siringinsku kiselinu, predstavljaju
derivate benzoeve kiseline koji se razlikuju po vrsti i polozaju supstituenata na aromaticnom
prstenu. Galna kiselina je jedna od najznacajnijih predstavnika ove grupe i Cesto se koristi kao
referentni standard u odredivanju ukupnog sadrzaja fenola.

Hidroksicimetne kiseline, medu kojima se izdvajaju kafeinska, ferulinskai p-kumarna
kiselina, prisutne su u grozdu i vinu najcesce u esterifikovanom obliku, vezane za vinsku kiselinu.
Ove kiseline imaju izrazen antioksidativni potencijal i ucestvuju u reakcijama oksidacije i
polimerizacije tokom odleZavanja vina.

Fenolne Kkiseline imaju znaCajnu ulogu u stabilnosti boje vina i predstavljaju vaZne
prekursore u formiranju sloZenijih fenolnih struktura tokom tehnoloskih procesa.

Fenolne kiseline u grozdu i vinu obuhvataju hidroksi i metoksi derivate benzoeve i cimetne
kiseline, koji predstavljaju vazne komponente neflavonoidne frakcije fenola. U grupu derivata
benzoeve kiseline ubrajaju se vanilinska, galna, p-hidroksibenzoeva, protokatehinska, siringinska i
elaginska kiselina, dok su medu derivatima cimetne kiseline prisutne trans-kafena, trans-p-kumarna,
trans-ferulna i hlorogena kiselina. Pored toga, u grozdu se nalaze i estarski oblici cimetnih 1 vinskih
kiselina, kao §to su cis- i trans-kutarna, trans-kaftarna, trans-fertarinska i sinapinska kiselina.

Ova jedinjenja mogu biti prisutna u razli¢itim hemijskim oblicima, ukljucujuéi glikozidne
derivate, koji se tokom kiselinske hidrolize mogu osloboditi u slobodnu formu, dok se estarski
oblici razlazu u alkalnim uslovima. Posebno znacajni su estri vinske kiseline, koji doprinose
sklonosti sire ka brzom enzimskom i hemijskom tamnjenju, usled njihove visoke reaktivnosti i
podloznosti oksidacionim procesima (Tian 1 sar., 2009).

Hidroksicimetne kiseline imaju zna€ajnu ulogu i u formiranju boje crvenih vina, jer njihova
oksidacija moZe dovesti do stvaranja Zuckastih pigmenata. Antioksidativna aktivnost fenolnih
kiselina u velikoj meri zavisi od broja i poloZaja hidroksilnih grupa na aromaticnom prstenu, pri
¢emu se galna kiselina, zbog prisustva tri hidroksilne grupe, smatra jednim od najefikasnijih
prirodnih antioksidanasa.

Pored toga, fenolne kiseline ispoljavaju niz bioloskih efekata, medu kojima je posebno
znacajan uticaj na procese lipidne peroksidacije, zbog Cega se istrazuju kao potencijalni prirodni
konzervansi i antiinflamatorni agensi (Bravo, 1998; Meyer i sar., 1997; Cushnie i Lamb, 2011; Tian
i sar., 2009).
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OR3
HO
R
Hidroksicimetne kiseline R, R, R;
p-kumarna kiselina H H OH
Kafena kiselina OH H OH
Ferulna ferulna OCH5; H OH
Sinapinska kiselina OCH; OCH; OH

Slika 9. Struktura hidroksicimetnih kiselina

2.4.7. Stilbeni i resveratrol

Stilbeni su relativno mala, ali bioloSki veoma znacajna grupa fenolnih jedinjenja u vinu.
Najpoznatiji je trans-resveratrol, prisutni su u relativno niskim koncentracijama, ali privlace veliku
paznju zbog izrazene bioloSke aktivnosti. Njihova sinteza u grozdu Cesto je povezana sa stresnim
uslovima i odbrambenim mehanizmima biljke.

Resveratrol je predmet intenzivnih istrazivanja zbog potencijalnih zdravstvenih efekata,
ukljucujuéi antioksidativno, antiinflamatorno i kardioprotektivno delovanje. Iako je njegova
koncentracija u vinu niza u poredenju sa flavonoidima, njegov doprinos bioloskoj aktivnosti vina je
Znacajan zbog visoke reaktivnosti i specificnih mehanizama delovanja.

Biosinteza stilbena u grozdu povezana je sa odgovorom biljke na stresne uslove, kao $to su
patogeni 1 UV zracenje, §to dodatno povezuje terroir 1 uslove gajenja sa bioaktivnim potencijalom
vina.

Stilbeni predstavljaju grupu fenolnih jedinjenja kod kojih su dva aromati¢na prstena
povezana etenskim ili etanskim mostom, $to ovu klasu strukturno izdvaja u odnosu na ostale
polifenole (Camont i sar., 2005). U ovu grupu spadaju razli¢iti oblici resveratrola (cis i trans),
piceid u cis i trans formi, kao i drugi derivati poput astringina, astilbina 1 viniferina. Medu njima,
trans-resveratrol (3,5,4’-trihidroksistilben) se izdvaja kao najznacajniji predstavnik u vinu, pre
svega zbog izrazenih bioloskih svojstava (Baxter, 2008; Docherty i sar., 2001; Jeandet i sar., 1991,
Mark i sar., 2005).

Biosinteza resveratrola u grozdu predstavlja odbrambeni odgovor biljke na razli¢ite stresne
uslove. Njegova sinteza se pojacava u slucaju infekcija izazvanih patogenim plesnima, kao i pod
uticajem abiotskog stresa, posebno UV zracenja (Adrian 1 sar., 2000). Smatra se da UV-B zracenje
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stimuliSe aktivnost enzima ukljuenih u put biosinteze stilbena, ¢ime se povecava produkcija ovih
zastitnih jedinjenja (Cantos i sar., 2000; Falquéra i sar., 2012).

U grozdu je dominantan trans-resveratrol, koji se moze javiti u slobodnom obliku ili kao
glikozid (piceid). Najvece koncentracije nalaze se u pokozici bobice, dok su u manjim koli¢inama
prisutni i u semenkama i peteljkovini, pri ¢emu njihov sadrzaj zavisi od sorte i uslova gajenja
(Burns i sar., 2002; Melzoch i sar., 2001; Soleas i sar., 1995).

Tokom alkoholne fermentacije dolazi do povecanja ekstrakcije resveratrola, pri cemu je
njegova koncentracija u pozitivnoj korelaciji sa sadrzajem etanola. Dodatno, tokom malolakti¢ne
fermentacije moze do¢i do oslobadanja resveratrola iz njegovih glikozidnih oblika, Sto rezultira
povecanjem njegove ukupne koncentracije u vinu. U pojedinim studijama zabelezene su vise
vrednosti resveratrola u vinima sorte Pinot Noir poreklom iz Bordoa u poredenju sa drugim crvenim
vinima (Jeandet i sar., 1995).

N OH
A v
A, =
HO OH OH

A) B)

Slika 10. Strukturni prikaz cis-i trans- izomera resveratrola (3,5,4’-trihidroksistilben)

2.5. Antioksidanti i antioksidaciona aktivnost vina

Bioloski antioksidanti najée$ce se definiSu prema Halliwell-u (1990) kao jedinjenja koja,
iako prisutna u malim koli¢inama u odnosu na supstrat koji podleZe oksidaciji, mogu znacajno
usporiti ili spreciti njegove oksidativne promene. Njihovo delovanje zasniva se na razliCitim
mehanizmima, medu kojima su najvazniji sposobnost neutralizacije slobodnih radikala kroz
donaciju elektrona ili atoma vodonika peroksilnim i hidroksilnim radikalima, odnosno stabilizacija
nastalih reaktivnih vrsta (Bragadottir, 2001).

Pored toga, antioksidanti mogu delovati i tako Sto vezuju jone metala, ¢ime onemogucéavaju
katalitiCko uceS¢e metala u reakcijama koje vode ka stvaranju reaktivnih kiseoni¢nih vrsta i
iniciranju oksidacije lipida (Vaya i sar., 2001). Dodatni mehanizmi ukljucuju razgradnju
hidroperoksida, uklanjanje singletnog kiseonika, kao i ispoljavanje sinergistickog delovanja sa
drugim antioksidativnim jedinjenjima (Pokorny, 2001).

Prema klasifikaciji koju su dali Shi i saradnici (2001), antioksidansi se, u zavisnosti od
mehanizma delovanja i mesta aktivnosti u organizmu, mogu podeliti na preventivne, ,,reparacione® i
,hvatace* slobodnih radikala (scavenger antioksidante).

Preventivni antioksidansi spreCavaju nastanak slobodnih radikala i inicijaciju lancanih
reakcija peroksidacije lipida. U ovu grupu spadaju enzimski sistemi kao S$to su superoksid
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dismutaza, katalaza i glutation-peroksidaza, zatim proteini koji vezuju jone metala (npr. transferin,

ceruloplazmin, albumin, mioglobin), kao i sistemi koji razgraduju reaktivne forme kiseonika (Shi i
sar., 2001; Vaya i sar., 2001).

»Scavenger* antioksidanti deluju tako Sto direktno reaguju sa slobodnim radikalima, ¢ime
prekidaju lancane reakcije oksidacije i spre¢avaju njihovo dalje Sirenje. Ovoj grupi pripadaju i
vodorastvorni i lipidno rastvorni antioksidansi. U vodorastvorne se ubrajaju vitamin C, glutation,
bilirubin, albumin i1 odredena polifenolna jedinjenja, dok lipidno rastvorne obuhvataju vitamine A i
E, karotenoide i pojedine polifenole (Vaya i sar., 2001; Percival, 1998).

Treéu grupu Cine ,,reparacioni® antioksidansi, koji ne deluju na nastanak radikala, ve¢
ucestvuju u popravci i uklanjanju ve¢ nastalih oStecenja biomolekula nastalih usled oksidativnog
stresa. U ovu grupu se ubrajaju enzimi ukljuceni u reparaciju DNK, proteaze, fosfolipaze i razliciti
transferazni sistemi.

Sa aspekta porekla, antioksidansi se dele na endogene i egzogene. Endogeni antioksidansi se
sintetiSu u organizmu 1 ukljuuju enzimske i1 neenzimske sisteme kao Sto su SOD, katalaza,
glutation-peroksidaza, NADPH, koenzim Q10, glutation, lipoi¢na kiselina, kao i proteini koji
ucestvuju u transportu i skladiStenju metala (feritin, transferin, ceruloplazmin). Njihova aktivnost

Cesto zavisi od prisustva esencijalnih mikroelemenata poput Se, Cu, Zn i Mn kao kofaktora enzima
(Percival, 1998).

Egzogeni antioksidansi se unose ishranom ili putem suplementacije, a ukljucuju vitamin C,
vitamin E, karotenoide (npr. B-karoten), likopen, kao i brojne polifenole, ukljuc¢ujuéi flavonoide,
fenolne kiseline i proantocijanidine (Percival, 1998).

Posebno znafajnu grupu egzogenih antioksidanasa predstavljaju polifenoli, cija
antioksidativna aktivnost u velikoj meri zavisi od njihove hemijske strukture. Klju¢ni strukturni
faktori ukljucuju broj i polozaj hidroksilnih grupa, prisustvo dvostruke veze izmedu C2 i C3 atoma,
keto grupu na C4 polozaju, kao i eventualne supstitucije poput metoksi i Sec¢ernih ostataka (Heim,
2002; Pietta, 2000). Dodatno, flavonoidi mogu ispoljavati antioksidativno dejstvo i putem keliranja
metalnih jona, pri ¢emu ulogu imaju 3’- i 4’-hidroksilne grupe, kao i kombinacije hidroksilnih i
keto funkcionalnih grupa u strukturi molekula (Pokorny, 2001; Hudson i sar., 1983).
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Slika 11. Mehanizam heliranja metalnih jona kod flavonoida

Flavonoidna jedinjenja ispoljavaju antioksidativno delovanje u razliCitim sredinama,
ukljucujuéi 1 vodene 1 lipidne sisteme. Njihova efikasnost se dovodi u vezu sa relativno niskim
redoks potencijalom (0,23-0,75 V), §to omogucava da redukuju razli¢ite reaktivne radikale (Re) sa
visSim redoks potencijalom (2,13-1,0 V), kao S§to su superoksidni anjon radikal, peroksilni,
alkoksilni i hidroksilni radikali, putem doniranja atoma vodonika.
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Nastali fenoksilni (aroilni) radikal moze dalje stupati u reakcije sa drugim radikalnim
vrstama, pri ¢emu se formiraju stabilniji oksidacioni proizvodi, naj¢es¢e hinonske strukture (Slika
12) (Pietta, 2000).
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Slika 12. Mehanizam donacije atoma vodonika kod flavonoida

Pod odredenim uslovima oksidativnog stresa, flavonoidi mogu ispoljiti 1 prooksidativno
delovanje, pri ¢emu umesto neutralizacije radikala mogu doprineti nastanku reaktivnih radikalnih
vrsta. Mehanizam ovog prooksidativnog efekta flavonoida prikazan je na Slici 13 (Rietjens i sar.,
2002).
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Slika 13. Sematski prikaz prooksidativnog efekta flavonoida

Antioksidativna aktivnost fenolnih kiselina u velikoj meri zavisi od broja hidroksilnih
supstituenata u molekulu, pri ¢emu povecanje njihovog broja obi¢no dovodi do izrazenijeg
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antioksidativnog efekta derivata fenolnih kiselina. Prisustvo karboksilne grupe u strukturi derivata
benzoeve kiseline, usled svojih elektron-akceptorskih svojstava, moze smanjiti sposobnost
molekula da donira atom vodonika iz hidroksilnih grupa. U poredenju sa njima, hidroksi derivati
cimetne kiseline najceS¢e pokazuju visi antioksidativni potencijal u odnosu na odgovarajuée
derivate benzoeve kiseline (Rice-Evans i sar., 1996). Sematski prikaz mehanizma antioksidativnog
delovanja derivata benzoeve i cimetne kiseline dat je na Slici 14 (Zhou i sar., 2006).
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Slika 14. Rezonantna stabilizacija fenoksilnih radikala derivate cimetne | benzoeve kiseline

Brojna istrazivanja ukazuju da bioloska aktivnost flavonoida i drugih fenolnih jedinjenja u
velikoj meri zavisi od njihove hemijske strukture, kao 1 od sposobnosti ucestvovanja u
oksidoreduktivnim reakcijama, ¢ime doprinose zastiti organizma od oksidativnog stresa. Savremene
studije pokazuju da odredeni flavonoidi, uklju¢uju¢i kvercetin, mogu znacajno doprineti ukupnom
antioksidativnom kapacitetu, pri ¢emu se njihova aktivnost ¢esto poredi sa delovanjem vitamina E
(van Acker i sar., 1996).

Hemijska 1 bioloska ispitivanja crvenih vina potvrduju da su fenolna jedinjenja klju¢ni
nosioci njihovih antioksidativnih, antiinflamatornih i potencijalno protektivnih efekata (German i
Walzem, 2000; Havsteen, 2002; Macheix i sar., 1990; Pereira i sar., 2009; Shahidi i Wanasundara,
1992). Ovi efekti proizilaze iz njihove sposobnosti da ucestvuju u reakcijama neutralizacije
slobodnih radikala, kao i u kompleksnim redoks procesima koji se odvijaju u prisustvu etanola i
drugih komponenti vina.

Antioksidativni potencijal crvenih vina najces¢e se povezuje sa prisustvom flavan-3-ola
(katehin, epikatehin), oligomernih proantocijanidina, antocijana i pojedinih fenolnih kiselina. U
brojnim studijama utvrdene su pozitivne korelacije izmedu ukupnog sadrzaja fenolnih jedinjenja i
antioksidativnog kapaciteta vina, pri ¢emu posebno znacajnu ulogu imaju galna kiselina, katehin i
epikatehin (Minussi i sar., 2003; Soleas i sar., 1997; Radovanovi¢ i sar., 2010a; Taha i sar., 2008).

Tokom sazrevanja vina dolazi do znacajnih strukturnih promena fenolnih jedinjenja,
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ukljucujuéi polimerizaciju 1 kondenzaciju tanina, $to utice na ukupni antioksidativni profil vina
(Piljac 1 sar., 2005). Takode, uslovi ¢uvanja, poput tipa sudova za odlezavanje, mogu znacajno
uticati na stabilnost fenolnog sastava i ukupni antioksidativni kapacitet, pri ¢emu se u nekim
studijama navodi veéi potencijal vina odlezavanih u hrastovim sudovima u odnosu na vino ¢uvano u
bocama (Bartlome i sar., 1996; Vivas i Glories, 1996).

Farmakokineticka istrazivanja ukazuju da se pojedina fenolna jedinjenja, ukljucujuci fenolne
kiseline, resveratrol i odredene flavonoide, mogu relativno brzo apsorbovati i distribuirati u
organizmu nakon oralnog unosa (Simonetti i sar., 2001; Soleas i sar., 2001). Eksperimentalni podaci
takode pokazuju da se proantocijanidini mogu distribuirati u razliCitim tkivima u kratkom
vremenskom periodu nakon unosa, dok flavonoidi i antocijani mogu dostiéi ciljne organe u vrlo
kratkom vremenu (Passamonti i sar., 2003; Youdim i sar., 2002).

Sa fizioloskog aspekta, flavonoidi mogu doprineti modulaciji razli¢itih enzimskih sistema
ukljucenih u inflamatorne procese i metabolizam histamina, Sto se povezuje sa njihovim
potencijalnim gastroprotektivnim efektima (Curhan i sar., 1998). Pored toga, njihovo
antioksidativno delovanje moze doprineti smanjenju oksidacije LDL holesterola i pove¢anju HDL
frakcije, Sto je povezano sa povoljnim efektima na kardiovaskularni sistem (Frankel i sar., 1995;
Meyer i sar., 1997).

Brojna epidemioloska i eksperimentalna istrazivanja posveéena su ispitivanju potencijalnih
antikancerogenih efekata fenolnih jedinjenja iz vina, kao i njihovoj mogucéoj ulozi u smanjenju
rizika od razli¢itih malignih oboljenja (Doll, 1990; Hertog, 1995; Hou, 2003; Olas i Wachowich,
2002; Soleas i sar., 2002).

Antioksidativni potencijal crvenih vina u najveoj meri se povezuje sa prisustvom
flavonoidnih 1 drugih fenolnih jedinjenja, pri ¢emu se u brojnim studijama isti¢e njihova klju¢na
uloga u neutralizaciji slobodnih radikala i zastiti biomolekula od oksidativnog o$tecenja. Pojedina
istrazivanja ukazuju na postojanje pozitivne korelacije izmedu ukupnog sadrzaja fenola i ukupnog
antioksidativnog kapaciteta vina, kao i izmedu koncentracija pojedina¢nih jedinjenja poput galne
kiseline, katehina 1 epikatehina i njihove bioloske aktivnosti.

Crvena vina pokazuju izraZen inhibitorni efekat na oksidaciju LDL cestica, Sto se dovodi u
vezu sa njihovim bogatim fenolnim sastavom. Medutim, doprinos pojedina¢nih jedinjenja varira, pa
su u razlicitim eksperimentalnim modelima galna, kafena 1 druge fenolne kiseline, kao 1 flavonoidi
poput kvercetina i rutina, pokazali razli€it stepen sposobnosti hvatanja slobodnih radikala. Rezultati
pojedinih studija ukazuju da se ne moze jednostavno uspostaviti linearna veza izmedu koncentracije
pojedinacnih fenola i ukupne antioksidativne aktivnosti, ve¢ da znacajnu ulogu ima njihova
medusobna interakcija.

Dodatna istrazivanja primenom razli¢itih analitickih tehnika pokazala su da i fenolne
kiseline u esterifikovanom obliku mogu imati izmenjena antioksidativna svojstva u odnosu na
slobodne forme, pri ¢emu struktura znacajno utiCe na reaktivnost prema razliitim vrstama
reaktivnih kiseoni¢nih vrsta. Takode je uoceno da pojedine fenolne frakcije, posebno antocijani i
proantocijanidini, doprinose ukupnoj antioksidativnoj aktivnosti, ali njihov pojedina¢ni doprinos
zavisi od matriksa vina i prisustva drugih komponenti.
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S obzirom na kompleksnost sastava, sinergistiCko delovanje razli¢itih grupa fenolnih
jedinjenja smatra se jednim od klju¢nih faktora ukupnog antioksidativnog efekta vina. Kombinovani
efekti flavonoida, fenolnih kiselina i drugih antioksidanasa Cesto su izrazeniji nego njihovo
pojedinac¢no delovanje, $to dodatno otezava precizno definisanje dominantnih nosilaca aktivnosti.

Tokom tehnoloskih procesa proizvodnje i odlezavanja vina dolazi do znacajnih promena u
fenolnom profilu, uklju¢uju¢i polimerizaciju, oksidaciju i kondenzaciju jedinjenja, Sto direktno
uti¢e na njihovu stabilnost i bioloSku aktivnost. Pored toga, razliciti tehnoloski postupci vinifikacije,
kao 1 uslovi skladisStenja i tip sudova za odlezavanje, mogu znacajno modifikovati antioksidativni
potencijal vina.

U celini posmatrano, antioksidativna svojstva crvenih vina predstavljaju rezultat slozenih
interakcija izmedu brojnih fenolnih jedinjenja, njihovih strukturnih karakteristika i tehnoloSkih
faktora, pri ¢emu sinergija izmedu komponenti ima presudnu ulogu u ukupnom bioloskom efektu.

Antioksidativna aktivnost fenolnih jedinjenja je jedno od njihovih najvaznijih bioloskih
svojstava 1 osnovni razlog zbog koga se crveno vino smatra znacajnim izvorom antioksidanasa u
ljudskoj ishrani.

Antioksidativno delovanje fenolnih jedinjenja u vinu ogleda se u njihovoj sposobnosti da
reaguju sa reaktivnim oblicima kiseonika i azota, pri ¢emu se ogranicava ili usporava oksidativna
degradacija bioloski znacajnih molekula. Ova aktivnost moze se objasniti kroz nekoliko osnovnih
mehanizama.

Jedan od najvaznijih mehanizama jeste doniranje atoma vodonika slobodnim radikalima, pri
c¢emu nastaje stabilan fenoksilni radikal. Stabilnost ovog radikala dodatno je povecana rezonantnim
delokalizovanjem elektrona u aromati¢cnom prstenu.

Drugi znacajan mehanizam jeste transfer elektrona, gde fenolna jedinjenja deluju kao
redukciona sredstva, neutraliSu¢i oksidativne agense. Ovaj mehanizam je narocito relevantan u
metodama za odredivanje antioksidativne aktivnosti, kao §to su FRAP 1 ABTS testovi.

Pored toga, fenolna jedinjenja mogu delovati i kao helatori metalnih jona, ¢ime inhibiraju
Fentonove reakcije 1 spreavaju nastanak visoko reaktivnih hidroksilnih radikala.

Vazno je naglasiti da se antioksidativna aktivnost vina ne moZe pripisati jednom
mehanizmu, ve¢ predstavlja rezultat sinergijskog delovanja razli¢itih fenolnih komponenti.

Reaktivne vrste kiseonika (ROS) i azota (RNS) predstavljaju nusprodukte normalnih
metabolic¢kih procesa u organizmu, ali se mogu stvarati i pod uticajem razlicitih spoljasnjih faktora,
kao Sto su zagadenje Zivotne sredine, UV zraCenje i razliCiti oblici stresa. Kada dode do poremecaja
ravnoteze izmedu njihovog stvaranja i sistema za njihovo uklanjanje, razvija se oksidativni stres,
koji se dovodi u vezu sa nastankom i progresijom brojnih hroni¢nih bolesti.

Fenolna jedinjenja vina ostvaruju antioksidativno delovanje putem viSekomplementarnih
mehanizama, koji se mogu svrstati u nekoliko osnovnih kategorija.

Najcesce primenjivane metode uklju¢uju DPPH, ABTS i1 FRAP testove, koji omogucéavaju
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kvantifikaciju antioksidativnog potencijala vina (Somers T.C., Evans M.E., 1977, Clifford M.N.,
2004).

Vise naucnih studija ukazuje na izrazenu povezanost izmedu ukupne koncentracije fenolnih
jedinjenja i antioksidativnog kapaciteta crvenih vina, pri ¢emu se flavonoidna jedinjenja posebno
izdvajaju kao klju¢ni nosioci ove aktivnosti (Waterhouse A.L., 2002).

2.6. Reaktivne vrste i oksidativni procesi u bioloSkim sistemima

Slobodni radikali predstavljaju atome, molekule ili jonske vrste koje u svojoj elektronskoj
strukturi sadrze jedan ili vise nesparenih elektrona. Prisustvo nesparenog elektrona uslovljava
njihovu izrazenu hemijsku reaktivnost i nestabilnost. U zavisnosti od ukupnog naelektrisanja,
radikalske vrste mogu imati pozitivno ili negativno naelektrisanje, pri ¢emu se razlikuju radikal-
katjoni i radikal-anjoni. Nespareni elektron moze biti lokalizovan na atomima razli¢itih elemenata,
zbog Cega se izdvajaju reaktivne vrste kiseonika, azota, hlora i drugih elemenata.

Reaktivne vrste obuhvataju i radikalske i neradikalske oblike. Radikalske vrste poseduju
nesparen elektron, dok neradikalske oksidativne komponente nemaju slobodan elektron, ali lako
ucestvuju u reakcijama koje dovode do formiranja slobodnih radikala. U bioloskim sistemima
poseban znacaj imaju reaktivne vrste kiseonika (ROS, engl. reactive oxygen species), reaktivne
vrste azota (RNS, engl. reactive nitrogen species) i reaktivne vrste hlora (RCS, engl. reactive
chlorine species), koje su prikazane u Tabeli 1 (Halliwell i Whiteman, 2004).

Tabela 1. Predgled najznacajnijih reaktivnih radikalskih i neradikalskih vrsta

Slobodnora(iikalslze vrste Neradikalske vrste

Reaktivne vrste kiseonika
superoksid anjon radikal, O” vodonik peroksid, H,0,
hidroksil radikal, OH" hipobromna kiselina, HOBr
hidroperoksil radikal, HO,’ hiphlorna kiselina, HOCI
peroksil radikal, RO’ ozon, O3
alkoksil radikal, RO singletni kiseonik, 'Ag O,
karbonatni radikal, CO5” organski peroksid, ROOH
ugljenoksidni radikal, CO,"~ peroksinitrit, ONOO

peroksinitritna kiselina, ONOOH
Reaktivne vrste hlora

Atomski hlor, CI’ hiphlorna kiselina, HOCl
nitril (nitronijum) hlorid, NO,Cl
hloramini
Reaktivne vrste azota
azotmonoksidni radikal, NO’ azotasta kiselina, HNO;
azotdioksidni radikal, NO,’ nitrozo katjon, NO"

nitroksidni anjon, NO
azot(IV)-oksid, NoOy4
azot(IlI)-oksid, N,O;
peroksinitrit, ONOO
peroksinitritna kiselina, ONOOH
nitronijum (nitril) katjon, NO,"
alkilperoksinitriti, ROONO

nitril (nitronijum) hlorid, NO,Cl
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Reaktivni slobodni radikali mogu nastati kroz veliki broj hemijskih reakcija koje se, prema
mehanizmu odvijanja, najce$¢e svrstavaju u cCetiri osnovne grupe: oksido-redukcione reakcije,
termoliti¢ke procese, fotolitiCke procese 1 dejstvo zrac¢enja visoke energije (Piletic i sar., 1993).

U fizioloskim uslovima organizma stvaranje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta i drugih slobodnih
radikala nalazi se u dinamickoj ravnotezi sa antioksidativnim zastitnim sistemom. Oksidativni stres
predstavlja stanje u kojem dolazi do poremecaja ove ravnoteze usled dominacije prooksidativnih
faktora nad antioksidativnim mehanizmima odbrane (Halliwel, 1999; Zirojevi¢ i sar., 2002). U
bioloSkim sistemima formiranje reaktivnih kiseoni¢nih jedinjenja i slobodnih radikala moze biti
izazvano delovanjem endogenih faktora, kao $to su enzimski prooksidativni sistemi, ¢elijsko disanje
i fagocitoza, ali i egzogenih uticaja poput jonizujuceg zracenja i zagadenog vazduha (Bagchi i Puri,
1998). Posledica oksidativnog stresa jesu osteCenja osnovnih biomolekula, §to moze doprineti
razvoju brojnih patoloskih stanja i oboljenja, medu kojima su maligne bolesti, ateroskleroza,
kardiovaskularna oboljenja, astma, dermatitis, artritis, gastritis, dijabetes, bolesti jetre i bubrega,
razli¢iti inflamatorni procesi, kao 1 neurodegenerativna oboljenja poput Alchajmerove i
Parkinsonove bolesti (Slika 15.) (Kow, 1999; Lee i sar., 2004).

Endogeni faktori

’ Egzogeni faktori

Produkcija ROS
|
]

1
Oksidacija lipida Oksidacija DNK | Oksidacija proteina

\

J
Kardiovaskularna Kancer, starenje ‘ Neurodegenerativne

oboljenja ' bolesti

Slika 15. Uloga slobodnih radikala u razvoju razli¢itih oboljenja

Tokom normalnih metaboli¢kih procesa u organizmu dolazi do kontinuiranog stvaranja
odredenih slobodnih radikala. Kod sisara se viSe od 90% kiseonika unetog disanjem u
mitohondrijama redukuje do vode prihvatanjem Cetiri elektrona iz transportnog lanca elektrona
respiratornog sistema (Acworth, 2003). Takode, tokom fagocitoze dolazi do pojacanog stvaranja
slobodnih radikala, pre svega superoksid anjon-radikala i vodonik-peroksida, u okviru procesa
poznatog kao respiratorni prasak fagocitnih celija, koji predstavlja deo imunskog odgovora na
prisustvo bakterija i virusa (Pordevi¢, 2000).
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Perhidroksilni radikal (HO2¢), koji predstavlja protonovani oblik superoksid anjon-radikala
(O2+—), nastaje jednoelektronskom redukcijom molekulskog kiseonika, ali se moze formirati i
jednoelektronskom oksidacijom vodonik-peroksida. Znacajne koli¢ine ovih reaktivnih vrsta nastaju
u reakcijama koje katalizuju pojedine oksidaze, poput ksantin-oksidaze, kao i tokom fagocitnih
procesa (Ohara i sar., 1993; Choi i sar., 2006).

Hidroksil-radikal (*OH) smatra se najreaktivnijom reaktivnom kiseoni¢nom vrstom i u
najve¢oj meri je odgovoran za citotoksi¢no dejstvo kiseonika. Zbog izrazito velike reaktivnosti
veoma brzo reaguje sa razli¢itim biomolekulima, zbog ¢ega mu je vreme poluzivota izuzetno kratko
1 iznosi priblizno 107 s. U ¢elijama se hidroksil-radikal moze formirati u uslovima pogodnim za
odvijanje Haber—Vajsove reakcije:

02.-+H202—>02+.OH+OH++OH-
ili reakcija gvozda sa vodonik-peroksidom:

H,0, + Fe** — "OH + OH" + Fe**

Hidroksil-radikal mozZe nastati i tokom fagocitoze, pod dejstvom y-zraCenja na molekul
vode, kao i troelektronskom redukcijom molekulskog Kkiseonika u respiratornom lancu
mitohondrija. Njegovo formiranje moguce je i iz hipohloraste kiseline prema sledecoj reakciji
(Mimi¢-Oka i sar., 1999):

HOCI + Oye— — «OH+ Cl-+ O,

lako vodonik-peroksid (H,O,) nema karakter slobodnog radikala, svrstava se u reaktivne
kiseoni¢ne vrste (Wu i Cederbaum, 2003). U poredenju sa ostalim intermedijerima redukcije
kiseonika pokazuje najvecu stabilnost i manju reaktivnost. Nastaje neposrednom dvoelektronskom
redukcijom molekulskog kiseonika, jednoelektronskom redukcijom superoksid anjon-radikala, kao i
enzimskom dismutacijom superoksid anjon-radikala katalizovanom superoksid-dismutazom:

205e— + 2H+ — H,0, + O,

Proces formiranja vodonik-peroksida odvija se u razli¢itim celijskim strukturama,
ukljucujuéi peroksizome, mitohondrije, mikrozome 1 ¢elijske membrane (Gatellier 1 sar., 1995).
Singletni kiseonik (*02) predstavlja veoma reaktivnu formu kiseonika koja moze nastati enzimskim
putem u prisustvu mijeloperoksidaze i laktoperoksidaze (Kanofsky i sar., 1988), ali i tokom procesa
fagocitoze (Steinbeck i sar., 1992). Tokom lancanih reakcija oksidativne degradacije lipida
formiraju se peroksilni i alkoksilni radikali (RO2¢ 1 RO¢), koji u€estvuju u daljem toku lipidne
peroksidacije (Mimi¢-OKa i sar., 1999).

Oksidativni stres predstavlja stanje koje moZe izazvati oSteCenja osnovnih biomolekula,
ukljucujuéi ugljene hidrate, proteine, lipide 1 nukleinske kiseline, Sto za posledicu moze imati
razliite poremecaje metabolickih procesa, narusavanje Celijske funkcije 1 konacno Celijsku smrt
(Malesevic¢, 2002).

Proteini su prirodni makromolekuli izgradeni od dugih polipeptidnih lanaca sastavljenih od
aminokiselinskih ostataka medusobno povezanih peptidnim vezama. U organizmu imaju brojne
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strukturne 1 funkcionalne uloge. Pojedini proteini ucestvuju u izgradnji tkiva i ¢elijskih struktura,
kao Sto su kolagen, keratin, elastin i lipoproteini, dok drugi obavljaju specifi¢ne fizioloske funkcije,
medu kojima su transport kiseonika (hemoglobin), imunoloska zastita (antitela), koagulacija krvi
(fibrinogen) 1 kontrakcija miSi¢éa (aktomiozinski sistem) (Pileti¢ i sar., 1993). Oksidativne
modifikacije proteina mogu dovesti do promena u signalnim putevima, poremecaja transdukcije
signala, izmene enzimske aktivnosti i drugih vaznih bioloskih procesa (Hosseinian, 2006).

Lipidi predstavljaju znacajnu grupu bioloskih jedinjenja i mogu se podeliti na proste i
slozene lipide. Prosti lipidi sastoje se uglavnom od masnih kiselina i alkohola, naj¢esc¢e glicerola,
dok slozeni lipidi u svojoj strukturi sadrze dodatne komponente, poput ostataka fosforne kiseline
kod fosfolipida, ugljenih hidrata kod glikolipida ili sterolnih jedinjenja. Lipidi imaju klju¢nu ulogu
u gradi bioloskih membrana, ucestvuju u prenosu nervnih impulsa, reguliSu propustljivost
membrana, omogucavaju meducelijsku komunikaciju, sluze kao energetska rezerva i pruzaju
mehanicku i termicku zastitu organizma (Pileti¢ i sar., 1993).

U uslovima oksidativnog stresa dolazi do oksidativnog oStecenja lipida prisutnih u ¢elijskim
membranama, lipoproteinima 1 drugim lipidnim strukturama. Posebno su podlozni oksidaciji
holesterol u membranama, kao i polinezasiCene masne Kkiseline prisutne u fosfolipidima i
glikolipidima (Abuja 1 sar., 2001). Proces lipidne oksidacije moZe se odvijati enzimskim putem,
dejstvom enzima lipoksigenaza, ili neenzimskim mehanizmima. Pojacana lipidna oksidacija
registrovana je kod brojnih patoloskih stanja, ukljucujué¢i kancerogenezu, aterosklerozu i
neurodegenerativna oboljenja (Girotti, 1998).

Pored bioloskog znacaja, lipidna oksidacija predstavlja i jedan od osnovnih procesa
odgovornog za kvarenje masti i ulja, $to dovodi do smanjenja njihove nutritivne vrednosti, pojave
neprijatnog ukusa 1 mirisa, kao 1 stvaranja potencijalno toksi¢nih jedinjenja. Ovaj proces
podrazumeva reakcije slobodnoradikalskih i1 neradikalskih kiseoni¢nih vrsta sa lipidima, pri c¢emu
dolazi do oksidativne degradacije nezasicenih i polinezasi¢enih masnih kiselina. Mehanizam lipidne
oksidacije odvija se kroz sloZene lanc¢ane reakcije koje obuhvataju tri osnovne faze, dok je nacin
delovanja antioksidanata prikazan na Slici 16 (Yanishlieva-Maslarova, 2001).

Inicijacija Inhibicija lipidne oksidacije
LH+R — L +RH L'+AH —>LH+A’
Propagacija LO + AH - LOH + A’

L'+ 0, - LOO LOO + AH — LOOH + A’
LOO +LH — L'+ LOOH

Terminacija L'+A"— LA
LOO"+LOO" — LOOL + 0, LO + A" — LOA

LOO + L — LOOL LOO + A'— LOOA
L'+L" —>LL

Sekundarna inicijacija

LOOH — LO" + "OH

2LOOH — LOO" + LO" + H,0
Kataliticka inicijacija

M" + ROOH — RO’ + OH + M™ "
M™D* + ROOH — ROO" + H" + M™

Slika 16. Faze lipidne peroksidacije i nacin delovanja antioksidativnih sistema
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Dezoksiribonukleinska kiselina (DNK) predstavlja osnovni molekul odgovoran za prenos i
¢uvanje naslednih informacija u ¢eliji. Razlicite reaktivne vrste kiseonika i slobodni radikali mogu
ispoljiti razli¢ite mehanizme delovanja i stepen toksi¢nosti prema DNK molekulu. Posebno
znacajna oStecenja izazivaju hidroksil-radikali, koji mogu reagovati kako sa azotnim bazama, tako i
sa Se¢ernom komponentom DNK.

Ostecenje dezoksiriboze zapocinje apstrakcijom vodonikovog atoma sa ugljenikovog atoma
Sec¢erne komponente, Sto dovodi do destabilizacije molekula DNK, prekida lanca i oslobadanja
azotnih baza, uz istovremeno nastajanje malondialdehida (MDA). Medu naj¢es¢im oblicima
oksidativnog oste¢enja DNK izdvajaju se modifikacije baza, prekidi jednog ili oba lanca, gubitak
baza, interakcije DNK sa proteinima, kao i reakcije sa produktima lipidne peroksidacije, ukljucujuci
MDA.

Delovanjem slobodnih radikala mogu nastati strukturne promene DNK koje dovode do
pojave mutacija 1 drugih genetskih poremecaja. Ukoliko su zahvaceni odredeni protoonkogeni ili
drugi regulatorni geni, takve promene mogu doprineti razvoju malignih transformacija ¢elija 1
razlicitih degenerativnih procesa (Pordevic i sar., 2000).

2.6.1. Neutralizacija slobodnih radikala (HAT mehanizam)

Jedan od osnovnih mehanizama antioksidativnog delovanja fenolnih jedinjenja je direktna
neutralizacija slobodnih radikala putem doniranja atoma vodonika, poznata kao mehanizam prenosa
atoma vodonika (HAT — Hydrogen Atom Transfer).

U ovom mehanizmu, fenolna jedinjenja reaguju sa slobodnim radikalima tako $to im predaju
atom vodonika iz hidroksilne grupe, ¢ime se radikal stabilizuje, dok fenolni molekul prelazi u
relativno stabilan fenoksilni radikal. Stabilnost nastalog fenoksilnog radikala uslovljena je
delokalizacijom elektrona duz aromaticnog prstena, §to spreCava dalje propagiranje lancanih
oksidacionih reakcija.

Antiradikalska efikasnost ovog mehanizma u velikoj meri zavisi od broja i rasporeda
hidroksilnih grupa u strukturi fenolnih jedinjenja. Molekuli koji sadrze veci broj ovih grupa, kao §to
su flavonoidi i1 galna kiselina, ispoljavaju znatno izraZeniji kapacitet za neutralizaciju slobodnih
radikala.

2.6.2. Mehanizam sekvencijalnog prenosa elektrona i protona (SET-PT)

Mehanizam poznat kao sekvencijalni prenos elektrona i protona (Single Electron Transfer —
Proton Transfer — SET-PT) odvija se kroz dva uzastopna koraka, pri ¢emu fenolno jedinjenje prvo
predaje electron reaktivnoj radikalnoj vrsti, a zatim dolazi do naknadnog odvajanja protona. U
ovom procesu, fenolno jedinjenje donira elektron oksidativnom agensu, ¢ime dolazi do njegove
redukcije (Slika 17).

SET-PT mehanizam ¢esto se razmatra u kontekstu antioksidativnih testova zasnovanih na

40



prenosu elektrona, kao $to su FRAP i ABTS metode, koje se Siroko primenjuju u ispitivanju
antioksidativnog kapaciteta vina. Fenolna jedinjenja sa nizim oksidacionim potencijalom pokazuju
vecu sposobnost prenosa elektrona i, samim tim, visu antioksidativnu aktivnost.

HAT i SET mehanizmi se ne isklju¢uju medusobno, ve¢ ¢esto deluju simultano, u zavisnosti
od strukture fenolnog jedinjenja i uslova reakcije.

SPL-HAT
1. Antioksidans + OH*— Antioksidans* + H,O
2. Antioksidans + HOO* — Antioksidans* + H,0,

SET-PT SPL-ET

1. Antioksidans + HOO* — Antioksidans* + HOO" 1. Antioksidans + OH* — Antioksidans** + OH"
2. Antioksidans** + HOO™ — Antioksidans*® + H,0, 2. Antioksidans**+ HOO*— Antioksidans* + HOO"

\ HO* HOO* l

ANTIOKSIDANS
HOO* HO*
'/ \
RAF SET
Antioksidans + HOO*— [Antioksidans-OOH]* Antioksidans + HOO* — Antioksidans**+ HOO"
HAT

Antioksidans + HOO* — Antioksidans® + H,0,

Slika 17. Sematski prikaz mehanizma ukljugenih u aktivnost uklanjanje slobodnih radikala
kod antioksidansa

2.6.3. Mehanizam sekvencijalnog gubitka protona uz prenos elektrona (SPLET mehanizam)

Savremena istraZivanja ukazuju na postojanje kombinovanog mehanizma antioksidativnog
delovanja, poznatog kao SPLET (Sequential Proton Loss Electron Transfer). Ovaj mehanizam
podrazumeva prvo gubitak protona iz fenolne hidroksilne grupe, a zatim prenos elektrona.

SPLET mehanizam je naroCito izraZzen u sredinama sa viSim pH vrednostima, gde
deprotonacija fenolnih jedinjenja olakSava prenos elektrona. Ovaj mehanizam ima poseban znacaj u
bioloskim sistemima, gde pH varijacije mogu uticati na dominantni put antioksidativnog delovanja.

SPLET mehanizam se Cesto pokazuje kao energetski povoljniji u vodenim i alkoholnim
sredinama, Sto ga ¢ini posebno relevantnim za proucavanje antioksidativnog delovanja fenolnih
jedinjenja u vinu.
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2.6.4. Prooksidativni potencijal fenolnih jedinjenja

Iako se fenolna jedinjenja uglavnom smatraju antioksidansima, u odredenim uslovima ona
mogu ispoljiti 1 prooksidativno delovanje. Ovo se najcesce deSava u prisustvu visokih koncentracija
metalnih jona ili pri visokim koncentracijama samih fenolnih jedinjenja.

Prooksidativni efekti fenolnih jedinjenja mogu dovesti do stvaranja reaktivnih intermedijera,
koji dalje ucestvuju u oksidacionim procesima. Razumevanje ovog dualnog ponasanja fenolnih
jedinjenja je od kljucnog znacaja za pravilnu interpretaciju njihovog bioloskog delovanja.

U kontekstu vina, antioksidativni mehanizmi fenolnih jedinjenja doprinose ne samo
potencijalnim zdravstvenim efektima, ve¢ i stabilnosti i dugovecnosti vina. Neutralizacija slobodnih
radikala i heliranje metalnih jona usporavaju oksidativne procese tokom skladistenja i odleZzavanja
vina, ¢ime se ocuvaju njegova senzorska svojstva.

Zbog toga je detaljno razumevanje antioksidativnih mehanizama fenolnih jedinjenja od
sustinskog znacaja za interpretaciju eksperimentalnih rezultata i evaluaciju kvaliteta crvenih vina.
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3. CILJEVIIZADACI ISTRAZIVANJA

Ova doktorska disertacija usmerena je na detaljno i sistematsko proucavanje fenolnog
profila i antioksidativne aktivnosti crvenih vina sorti Cabernet Sauvignon i Merlot, poreklom iz
razli¢itih vinogradarskih oblasti Srbije i Slovenije. Istrazivanje je usmereno ka boljem razumevanju
hemijskog profila ovih vina, kao 1 utvrdivanju uticaja agroekoloskih i tehnoloskih faktora na njihov
bioaktivni sastav i funkcionalna svojstva.

Poseban nauc¢ni doprinos ove studije ogleda se u integraciji hemijskih analiza i statistickog
modelovanja, sa ciljem identifikacije klju¢nih parametara koji odreduju antioksidativni kapacitet
vina, kao i njihovog medusobnog odnosa sa sadrzajem fenolnih jedinjenja.

Specifi¢ni ciljevi istrazivanja ukljucuju:

- kvantifikaciju ukupnog sadrzaja fenolau wuzorcima vina primenom odgovarajucih
spektrofotometrijskih metoda, sa ciljem procene ukupnog fenolnog potencijala,

- identifikaciju i odredivanje pojedina¢nih fenolnih jedinjenja (flavonoida i neflavonoida)
primenom savremenih instrumentalnih tehnika (HPLC-DAD i LC-MS/MS), ¢ime se
omogucava detaljna hemijska karakterizacija uzoraka,

- ispitivanje antioksidativne aktivnosti vina primenom vise komplementarnih in vitro metoda
(npr. DPPH, ABTS, FRAP), radi sveobuhvatne procene razli¢itth mehanizama
antioksidativnog delovanja,

- analizu uticaja sorte grozda, geografskog porekla (terroir-a) i godine berbe na varijabilnost
fenolnog sastava i antioksidativne aktivnosti vina,

- ispitivanje korelacionih odnosa izmedu pojedina¢nih i ukupnih fenolnih jedinjenja i
antioksidativnog kapaciteta, u cilju identifikacije najznacajnijih bioaktivnih komponenti
odgovornih za funkcionalna svojstva vina,

- primenu multivarijantnih statistickih metoda (kao $to su PCA, klaster analiza i korelaciona
analiza) radi integracije 1 interpretacije kompleksnih podataka, kao 1 izdvajanja kljucnih
faktora koji diferenciraju uzorke po poreklu i sastavu.

Realizacijom navedenih ciljeva ocekuje se doprinos boljem razumevanju hemijske
kompleksnosti crvenih vina, kao i naucna valorizacija uticaja geografskog porekla i sortnih
karakteristika na njihov kvalitet i biolosku aktivnost. Takode, rezultati istraZivanja mogu imati
znacajnu primenu u enologiji, kontroli kvaliteta vina 1 promociji autohtonih i regionalno specifi¢nih
vinskih proizvoda.
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4. MATERIJAL | METODE
4.1. Uzorci vina i eksperimentalni dizajn

U ovom istrazivanju koris¢en je niz medusobno dopunjujucih analitickih pristupa,
ukljucujuéi spektrofotometrijska merenja, visokoefikasnu te¢nu hromatografiju sa DAD detekcijom
(HPLC-DAD), LC-MS/MS analiticku platformu, kao 1 in vitro metode za odredivanje
antioksidativnog kapaciteta uzorka. Ovakav multidisciplinarni pristup omogucava sveobuhvatnu i
pouzdanu karakterizaciju fenolnog sastava vina, kao i detaljnu interpretaciju njihovog
antioksidativnog potencijala. Kombinovanjem razli¢itih analitickih platformi obezbedena je visoka
specifi¢nost, preciznost i reproduktivnost dobijenih rezultata, Sto predstavlja osnovu za njihovu
nauc¢nu validaciju.

Analiticke metode detaljno opisane u ovom poglavlju predstavljaju teorijsku i metodolosku
osnovu eksperimentalnog rada. U skladu s tim, dat je sveobuhvatan prikaz ispitivanih uzoraka vina,
koris¢enih hemikalija i reagensa, kao i eksperimentalnih protokola, instrumentalnih parametara i
uslova analize, ¢ime se obezbeduje transparentnost, ponovljivost i uporedivost rezultata sa
relevantnim nau¢nim studijama.

Istrazivanje je sprovedeno na uzorcima crvenih vina sorti Cabernet Sauvignon i Merlot,
poreklom iz vinogradarskih regiona Republike Srbije i Republike Slovenije. Uzorci su odabrani
tako da obuhvate razli¢ite godine berbe, proizvodace i agroekoloske uslove, ¢ime je omogucena
sveobuhvatna procena uticaja sortnih, geografskih i Kklimatskih faktora na fenolni sastav i
antioksidativnu aktivnost vina. Poseban znacaj dat je poredenju vina iz razli¢itih terroir sistema,
koji obuhvataju razlike u klimi, sastavu zemljiSta 1 vinogradarskoj praksi.

Eksperimentalni dizajn istraZivanja koncipiran je kao faktorijalni model, pri ¢emu su kao
nezavisne varijable definisani: (i) sorta vinove loze (Cabernet Sauvignon i Merlot), (ii) geografsko
poreklo (Srbija i Slovenija), i (ii1) godina berbe (2015.12016.). Ovakav pristup omogucava ne samo
analizu pojedinacnih efekata navedenih faktora, ve¢ i identifikaciju njihovih medusobnih interakcija
na hemijski sastav i antioksidativni kapacitet vina.

Svi uzorci vina su skladiSteni u originalnoj ambalazi I ¢uvani u kontrolisanim uslovima, na
tamnom mestu, pri stabilnoj temperature u rasponu od 12 do 15 °C, sve do momenta izvodenja
analize. Ovakvi uslovi skladiStenja primenjeni su kako bi se minimizovala oksidacija i degradacija
fenolnih jedinjenja, kao i ocuvala stabilnost antioksidativnog potencijala uzoraka.

Svi eksperimentalni postupci, od pripreme uzorka do instrumentalnih merenja, izvedeni su u
istim uslovima, dok su uzorci analizirani u najmanje tri ponavljanja nezavisno radi odredivanja
pouzdanosti rezultata. Na taj nacin obezbedena je visoka ponovljivost rezultata i smanjen uticaj
slu¢ajnih 1 sistematskih greSaka. Eksperimentalni dizajn je dodatno prilagoden zahtevima
multivarijantne statistiCke obrade podataka, ukljucuju¢i analizu glavnih komponenti (PCA), ¢ime je
omogucena identifikacija obrazaca grupisanja vina u odnosu na sortu i region porekla.

Na osnovu ovako definisanog pristupa omoguceno je integrisano sagledavanje uticaja
bioloskih (sorta), ekoloskih (terroir) i tehnoloSkih faktora na kvalitet i funkcionalna svojstva vina,
sa posebnim akcentom na fenolni profil i antioksidativnu aktivnost.
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okviru antioksidativnih ispitivanja primenjene su razli¢ite in vitro metode koje se zasnivaju
na mehanizmima prenosa elektrona i vodonika, medu kojima su DPPHe test i FRAP metoda.

Analizom su obuhvacene brojne grupe fenolnih jedinjenja, ukljucujuéi stilbene (trans-
resveratrol), flavan-3-ole (epikatehin, katehin i epigalokatehingalat), procijanidine (B2), flavonole
(kvercetin, rutin, kvercetin-3-glukozid, miricetin, morin i kamferol), flavone (apigenin i luteolin),
flavanone (naringin), kao i antocijane (cijanidin-3-glikozid i malvidin-3-glikozid), uz prisustvo
fenolnih kiselina (ferulna, galna, elaginska, vanilinska, siringinska, trans-kafarna, trans-kumarna,
kafena i hlorogenska).

Za izvodenje analitickih postupaka koris¢eni su standardi 1 hemikalije visoke Cistoce, pri
¢emu su 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPHe), Trolox C, BHA, 1,10-fenantrolin monohidrat i
bakar(l1)-hlorid dihidrat nabavljeni od kompanije Sigma Chemical Company (St. Louis, SAD).
Rastvara¢i HPLC kvaliteta, poput acetonitrila i mravlje kiseline, poticu od Merck-a (Darmstadt,
Nemacka), metanol od Carlo Erba Reagents (Milan, Italija), dok su etanol, amonijum-acetat i
hlorovodoni¢na kiselina obezbedeni od domaéih proizvodada (,,Zorka“, Sabac). Koris¢enje
reagensa analitickog 1 HPLC stepena Cisto¢e doprinelo je visokoj pouzdanosti 1 reproduktivnosti
dobijenih rezultata.

4.2. Merlot

Ova sorta vodi poreklo iz Francuske, gde je 1 najzastupljenija, dok se danas uspesno uzgaja
u brojnim vinogradarskim regionima Sirom sveta. Odlikuje je izrazen vegetativni potencijal i snazan
porast.

Mlad lastar karakteriSe svetlozelena boja, dok je njegov vrsni deo blago ruZzicast, prekriven
belicastim, vunastim dlacicama. Zreli lastari su srednje debljine, sa internodijama prosec¢ne duZine,
¢ije se bojenje krece u nijansama crvenkasto-smede.

List je srednje veli¢ine, najceS¢e petodelan, sa pretezno otvorenim bocnim sinusima.
Nervatura lista 1 lisna peteljka izrazeno su zelene boje, dok se u dnu bo¢nih sinusa povremeno mogu
javiti mali zupci (Slika 18).

Cvet je dvopolan (hermafroditan), kako morfoloski tako i funkcionalno, §to obezbeduje
dobru oplodnju. Grozd je srednje do sitne veli¢ine, najces¢e konusnog ili cilindri¢éno-konusnog
oblika, ¢esto sa jednim bo¢nim krilcem. Masa grozda varira u rasponu od priblizno 40 do 150 g.

Bobice su sitne do srednje krupne, okruglog oblika, sa pokozicom srednje do vece debljine i
izrazeno tamnoplave boje, prekrivene obilnim voStanim slojem (pepelnjakom). Grozdani sok je
bezbojan i neutralnih organoleptickih karakteristika (Zuni¢ i Gari¢, 2010).
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Slika 18. Merlot sorta

Prema fenoloSkom vremenu sazrevanja, sorta Merlot pripada grupi poznih sorti, odnosno 11
epohi dozrevanja grozda.

Koeficijent rodnosti okaca je visok i kre¢e se u intervalu od priblizno 1,3 do 1,6, dok se
prinosi, usled varijabilne mase grozdova, znacajno razlikuju i mogu iznositi od oko 6.000 do 16.000
kg/ha. Ova sorta pokazuje srednji nivo osetljivosti na plamenjacu i pepelnicu, dok je u vecoj meri
tolerantna na sivu trulez. Takode se odlikuje dobrom otporno$¢u na niske temperature, pri emu
zimska okca mogu izdrzati izmrzavanje do —26 do —28 °C.

U vinogradarskoj praksi, Merlot daje dobre rezultate kada je kalemljen na podloge 5BB, 8B,
41B i Paulsen 1103 (Zunié i Gari¢, 2010).

Sa tehnoloskog aspekta, grozde ove sorte sadrzi visok procenat SeCera u fazi pune zrelosti
(oko 20-24%), uz relativno izrazen sadrzaj ukupnih kiselina (7-9 g/L). Dobijeno vino se koristi za
proizvodnju kvalitetnih i vrhunskih crvenih vina, karakteristicne boje, uravnotezenog ukusa i
izrazenih osvezavaju¢ih nota, sa prepoznatljivim sortnim aromatskim profilom. Vina Merlota
ubrajaju se medu cenjena i trzi§no veoma trazena crvena vina svetskog kvaliteta (Zuni¢ i Garié,
2010).

4.3. Cabernet sauvignon

Ova sorta vodi poreklo iz Francuske, gde je i najzastupljenija, dok se danas intenzivno
uzgaja u vinogradarskim regionima Sirom sveta. KarakteriSe je snazan vegetativni porast 1 bujan
cokot.

Mlad lastar odlikuje bronzasto-zelena nijansa, uz prisustvo paucinastih dlacica i
bjelicastocrvenih listiéa na vrSnom delu. Zreli lastari su srednje do jace debljine, sa kratkim
internodijama i jasno izrazenim kolencima ljubicaste boje.
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List je srednje veliCine i izrazito karakteristicne grade, sa duboko urezanim i potpuno
zatvorenim bocnim sinusima (Slika 19). Liska je tamnozelena, tanka i bez izraZzenog maljavog
pokrivaca.

Cvet je dvopolan (hermafroditan), kako morfoloski tako i funkcionalno, §to omoguéava laku
I pouzdanu oplodnju. Grozd je sitan do srednje krupan, umereno zbijen do zbijen, najceSce
cilindri¢nog ili cilindri¢no-konusnog oblika. Masa grozda varira u opsegu od priblizno 60 do 130 g.

Bobice su sitne, okrugle, tamnoplave boje, sa debelom pokozicom koja je bogato prekrivena
vostanim slojem (pepelnjakom). Grozdani sok je bezbojan 1 karakteristiénog ukusa koji podseca na
zelene biljne note (Zunié¢ i Gari¢, 2010).

Slika 19. Cabernet Sauvignon sorta

Sorta Cabernet Sauvignon pripada grupi poznih sorti, odnosno III epohi sazrevanja grozda.
Odlikuje je koeficijent rodnosti okaca koji se krece u rasponu od 1,2 do 1,4, ali zbog relativno male
mase grozda svrstava se u kategoriju sorti sa nizim prinosnim potencijalom. Ukupan prinos grozda
obi¢no varira izmedu 6.000 i 12.000 kg/ha.

U pogledu zdravstvene otpornosti, pokazuje srednju osetljivost na plamenjacu i pepelnicu,
dok je izrazito otporna na sivu trulez. Takode spada medu najotpornije sorte plemenite loze kada su
u pitanju niske zimske temperature, pri ¢emu okca mogu izdrzati izmrzavanje do —26 do —28 °C.

U vinogradarskoj proizvodnji uspe$no se gaji na razli¢itim podlogama, medu kojima su
5BB, 8B, SO4, 41B, 99R i Paulsen 1103 (Zunié i Gari¢, 2010).

Sa tehnoloskog aspekta, grozde ove sorte moze akumulirati visok sadrzaj Secera, u opsegu
od 20 do 24%, uz ukupne kiseline u granicama od 5,5 do 8,0 g/L. Dobijena vina odlikuju se visokim
kvalitetom 1 renomom, izrazenom strukturom, harmoni¢nim ukusom 1 specificnim aromatskim
profilom koji podseca na Sumske ljubicice, uz tamnocrvenu do rubin nijansu boje.

Zahvaljujuci ovim karakteristikama, Cabernet Sauvignon se smatra jednom od najcenjenijih
sorti za proizvodnju crvenih vina vrhunskog kvaliteta, Sto doprinosi njegovoj $irokoj
rasprostranjenosti i stalnom §irenju areala gajenja (Zuni¢ i Gari¢, 2010).
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4.4. Hemikalije, reagensi i standardi

Svi reagensi i hemikalije koris¢eni u ovom istrazivanju imali su analiticki stepen cistoce
(p.a.) ili viSeg stepena Cistoce, dok su rastvaracCi primenjeni u hromatografskim analizama bili
HPLC-gradne cisto¢e. Destilovana i dejonizovana voda koriS¢ena je u svim eksperimentalnim
postupcima. Izbor hemikalija i rastvaraca izvrSen je u skladu sa zahtevima primenjenih analitickih
metoda, sa ciljem obezbedivanja visoke tacnosti, preciznosti i ponovljivosti rezultata, kao i
minimizacije moguc¢ih interferencija tokom analize.

Za spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih fenola primenjen je Folin—Ciocalteu reagens,
dok je kao referentni standard za izradu kalibracione krive koriS¢ena galna kiselina. Sve reakcije su
izvodene u kontrolisanim uslovima, uz postovanje preporucenih protokola kako bi se obezbedila
reproduktivnost merenja.

Za ispitivanje antioksidativne aktivnosti uzoraka koris¢eni su sledeci reagensi i sistemi:

- FRAP reagens, zasnovan na Fe**~TPTZ kompleksu u kiselom medijumu,
- DPPH radikal (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil),
- ABTS sistem (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina)

Za iskazivanje antioksidativnog kapaciteta kao referentni standard primenjen je Trolox, pri
¢emu su dobijeni rezultati izraZzeni u ekvivalentima Trolox-a. U cilju kvalitativne i kvantitativne
identifikacije pojedinac¢nih fenolnih jedinjenja primenom HPLC-DAD i LC-MS/MS metoda,
koriS¢eni su autenti¢ni standardi koji pripadaju razliitim strukturnim grupama fenola, kao $to su
fenolne kiseline, flavonoidi i stilbeni. U okviru standardnog seta analiziranih jedinjenja obuhvaceni
su: trans-resveratrol, rutin, miricetin, kvercetin, kvercetin-3-glukozid, (-)-epikatehin, (+)-katehin,
ferulinska kiselina, p-kumarinska kiselina, kafeinska kiselina i galna kiselina.

Standardni rastvori fenolnih jedinjenja pripremani su preciznim merenjem odgovarajucih
masa supstanci i njihovim rastvaranjem u metanolu ili metanol-voda smesi, u zavisnosti od njihove
rastvorljivosti i stabilnosti. Iz pripremljenih mati¢nih rastvora dalje su dobijani radni standardi
razli¢itih koncentracija, koji su koriS¢eni za izradu kalibracionih krivih. Kalibracione krive su
izradene za svako pojedinacno jedinjenje i koriS¢ene za kvantifikaciju u analiziranim uzorcima
vina.

Standardni i reagensni rastvori pripremani su neposredno pre analize ili su skladisteni u
skladu sa uputstvima proizvodaca, u tamnim staklenim posudama, pri temperaturi od oko 4 °C. Na
taj nacin je sprecena oksidacija i razgradnja osetljivih supstanci.

Identifikacija jedinjenja vrSena je uporedivanjem vremena zadrzavanja sa odgovaraju¢im
standardima, dok je kvantitativna analiza sprovedena na osnovu pripremljenih kalibracionih krivih
za svaku pojedinacnu supstancu. Konacni rezultati izrazeni su kao koncentracije u mg/L u uzorcima
vina.

Za razdvajanje komponenti koris¢ena je kapilarna kolona DB-624 dimenzija 30 m x 0,32
mm sa filmom debljine 1,80 pm.
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Temperaturni program pec¢i obuhvatao je pocetnu temperaturu od 40 °C uz zadrzavanje od 5
minuta, nakon cega je sledilo povecanje brzine zagrevanja od 10 °C/min do 150 °C, a zatim
dodatno zagrevanje od 25 °C/min do 200 °C, uz zavr$no zadrzavanje od 2 minuta.

Temperatura injektora bila je podeSena na 250 °C, uz split odnos 100:1, dok je kao gas-
nosac kori$¢en azot protoka 1 mL/min.

Detekcija je izvodena pomocu FID detektora na temperaturi od 300 °C, uz protoke gasova:
vodonik 30 mL/min, vazduh 400 mL/min i azot 25 mL/min.

U okviru istrazivanja analizirano je ukupno 16 uzoraka komercijalnih crvenih vina visokog
kvaliteta, poreklom iz vinogradarskih regiona Srbije i Slovenije. Vina su proizvedena u periodu
2015-2016. godine 1 pripadaju sortama Cabernet Sauvignon i Merlot, kao 1 njihovim kupazama.

Svi uzorci su pazZljivo odabrani na osnovu geografskog porekla, sorte grozda i
reprezentativnosti za ispitivane regione. Detaljan pregled uzoraka, ukljucujuci sortu, godinu
proizvodnje i proizvodaca, prikazan je u Tabeli 2.
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Tabela 2. Pregled uzoraka vina prema sorti godini berbe, proizvodacu i zemlji porekla

Oznaka vina Ime vina Godina Proizvoda¢ Zemlja porekla
proizvodnje

Cs1 Cabernet Sauvignon 2015 Slovenskalstra Slovenja
CS2 Cabernet Sauvignon 2015 Vipaval894 Slovenja
CS3 Cabernet Sauvignon 2015 Diva Srbija
Cs4 Cabernet Sauvignon 2015 Impresija Srbija
CS5 Cabernet Sauvignon 2016 Diva Srbija
CS6 Cabernet Sauvignon 2016 Impresija Srbija
CS7 Cabernet Sauvignon 2016 Goriska Brda Slovenija
M1 Merlot 2015 Mackov podrum Srbija
M2 Merlot 2015 Vipaval894 Slovenija
M3 Merlot 2015 Dezelno vinoPGO Slovenija
M4 Merlot 2015 Impresija Srbija
M5 Merlot 2016 Impresija Srbija
M6 Merlot 2016 Belica Slovenija
M7 Merlot 2016 GoriSka Brda Slovenija
M8 Merlot 2015 GoriSka Brda Slovenija
M9 Merlot- Rose 2016 Tribus Villa Srbija

4.5. Aparatura

U eksperimentalnom delu istrazivanja primenjena je moderna analitiCka instrumentacija,
koja obezbeduje visok stepen osetljivosti, preciznosti i reproduktivnosti dobijenih rezultata.

Apsorpcioni spektri ¢istih jedinjenja i analiziranih uzoraka vina odredivani su pomocu
UV/Vis spektrofotometara Agilent 8453, uz upotrebu kiveta sa optickim putem duzine 1 cm.
Instrument je omogucio precizna merenja u ultraljubi¢astom 1 vidljivom delu spektra, $to je bilo od
klju¢nog znaCaja za kvantifikaciju ukupnih fenolnih jedinjenja 1 drugih spektrofotometrijskih
parametara u vinima.

Za odredivanje pojedinacnih fenolnih jedinjenja koriS¢ena je metoda visokoefikasne tecne
hromatografije (HPLC), primenom Agilent 1200 sistema. Instrumentaciju su ¢inili Kvaternerna
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pumpa G1354A, automatski injektor G1329A i termostat za kolonu G1316A. Separacija
analiziranih jedinjenja izvodena je na reverzno-faznoj Eclipse XDB-C18 koloni dimenzija 4,6 mm X
150 mm. Ova kombinacija detektora omogucila je visoku selektivnost, tacnost identifikacije i
pouzdanu kvantifikaciju Sirokog spektra fenolnih jedinjenja prisutnih u uzorcima vina.

Gasno-hromatografska analiza sprovedena je koriS¢enjem uredaja Agilent 7890A,
opremljenog plameno-jonskim detektorom (FID) i autosamplerom Agilent G1888A. Primena
autosamplera omogucila je automatizovano i1 reproduktivno unoSenje uzoraka, kao i pouzdanu
kvantitativnu analizu ispitivanih jedinjenja.

Za odredivanje antimikrobne aktivnosti i opti¢ke gustine kori$¢en je turbidimetar Thermo
Labsystems Multiskan EX, uz primenu softvera Multiskan ver. 2.6, ¢ime je omoguceno pracenje
rasta mikroorganizama i procena njihove inhibicije u prisustvu uzoraka vina.

Za pripremu svih rastvora koriS¢ena je demineralizovana voda visokog stepena cCistoce,
dobijena primenom sistema MicroMed high purity water system (TKA GmbH). Merenje mase
¢vrstih supstanci vrSeno je analitickom vagom Mettler Toledo AB-204-S, dok je odredivanje pH
vrednosti uzoraka sprovedeno pH-metrom Hanna Instruments, nakon kalibracije uredaja
standardnim puferima.

Svako instrumentalno odredivanje izvrSeno je u tri nezavisna ponavljanja po uzorku, a
rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti, ¢ime je postignuta dobra reproduktivnost i
statisticka pouzdanost podataka.

Sadrzaj ukupnih fenola, flavonola 1 estara vinske kiseline odredivan je modifikovanom
Glories metodom (Radovanovi¢ i sar., 2012ab; Mazza i sar., 1999), zasnovanom na
spektrofotometrijskom pracenju apsorbance vinskih uzoraka nakon reakcije sa odgovarajué¢im
hemijskim reagensima.

Tokom analize kori$éeni su sledeci standardi 1 rastvori:

- rastvori HCI koncentracije 0,1% i 2%,

- etanolni rastvori koncentracije 10% i 95%,

- razblazeni uzorci vina u odnosu 1:10,

- standardni rastvori rutina, galne kiseline i kvercetina.

Svi rastvori pripremani su koriS¢enjem dejonizovane vode i visokopre€iS¢enih reagensa,
neposredno pre izvodenja analiza, kako bi se sprecila njihova degradacija i obezbedila maksimalna
stabilnost.

Spektrofotometrijsko odredivanje

Za pripremu reakcione smese koriS¢eni su slede¢i volumni odnosi: 4,55 mL 2% HCI, 0,25
mL rastvora 0,1% HCI u 95% etanolu i 0,25 mL prethodno razblazenog uzorka vina (1:10). Nakon
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mesanja, reakcioni sistem je ostavljen 15 minuta na sobnoj temperaturi kako bi se omogucilo
potpuno odvijanje reakcije izmedu prisutnih fenolnih jedinjenja 1 koriS¢enih reagensa.

Spektrofotometrijska merenja apsorbance izvrSena su pri razlic¢itim talasnim duzinama, i to:

- 280 nm — odredivanje ukupnog sadrzaja fenolnih jedinjenja,
- 320 nm — odredivanje estara vinske kiseline,
- 360 nm — odredivanje flavonola.

Ovaj pristup omogucéava simultano odredivanje razliCitih grupa fenolnih jedinjenja u jednom
uzorku, uz visoku analiticku efikasnost.

Kalibracione krive i kvantifikacija

Kvantitativno odredivanje izvrSeno je na osnovu linearnih kalibracionih krivih
odgovarajucih standarda:

Ukupni fenoli (galna kiselina):

A =0.031+0.0008 x C

Estari vinske kiseline (kafeinska kiselina):
A =-0.014+0.005x C

Flavonoli (kvercetin)

A =0.005+0.003xC

gde je A apsorbanca, a C koncentracija odgovarajuceg standarda.

4.6. Mikrovinifikacija

Mikrovinifikacioni ogledi realizovani su u kontrolisanim laboratorijskim uslovima na
Poljoprivredni fakultet Univerziteta u Beogradu. Kao eksperimentalni materijal koris¢ena su
komercijalna vina sorte Cabernet Sauvignon i Merlot, koja su posluzila kao model sistem za
ispitivanje uticaja odabranih tehnoloskih parametara na sadrzaj i1 ekstrakcioni potencijal fenolnih
jedinjenja. Ispitivanja su bila usmerena na simulaciju i analizu efekata tehnoloskih postupaka
tipicnih za proces vinifikacije, ukljuujuc¢i uslove koji odgovaraju fazama maceracije i alkoholne
fermentacije, uz kontrolisane uslove temperature i trajanja ekstrakcije izmedu uzorka i rastvaraca.

4.7. Kvasci | enzimski preparati

Radi procene uticaja mikrobioloskih €inilaca na fenolni profil vina, u procesu fermentacije
koris¢eni su selekcionisani sojevi vinskih kvasaca Uvaferm BDX, Lalvin Qa23 i Zimaflore FX10,
dok je spontana fermentacija sluzila kao kontrolni uzorak. U eksperimentalnom radu primenjeni su i
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enzimski preparati Cuvée Blanc, EXV, Caractérre 1 Color Plus, prema preporuc¢enim uslovima
proizvodaca (Brand-Williams W., Cuvelier M.E., Berset C., 1995; Prior R.L., Wu X., Schaich K.,
2005; Scalbert A., Johnson I.T., Saltmarsh M., 2005).

4.8. Priprema uzoraka za analizu

Pre izvodenja svih analitickih postupaka, uzorci vina podvrgnuti su standardizovanoj
proceduri pripreme kako bi se obezbedila pouzdanost, reproduktivnost i tacnost dobijenih rezultata.
Pre izvodenja analiza, svi uzorci vina podvrgnuti su filtraciji kroz membranske filtere veli¢ine pora
0,45 pm, kako bi se uklonile suspendovane cestice, koloidne komponente 1 druge necisto¢e koje
mogu uticati na stabilnost hromatografskog sistema i tacnost spektrofotometrijskih odredivanja.

U zavisnosti od primenjene analiticke metode, uzorci su po potrebi razblazivani
destilovanom vodom ili odgovaraju¢im rastvaraéem, uz pazljivo odabrane faktore razblazenja. Kod
spektrofotometrijskih analiza razblazenja su vrSena tako da se vrednosti apsorbancije uzoraka
nalaze u linearnom opsegu mernog sistema, ¢ime je omogucena pouzdana kvantifikacija ispitivanih
parametara.

U cilju pripreme uzoraka za HPLC analizu, nakon postupka filtracije sprovedena je dodatna
degazacija u ultrazvu¢nom kupatilu tokom 10 do 15 minuta. Na ovaj nacin uklonjeni su rastvoreni
gasovi, ¢ime je smanjena moguénost formiranja mehuri¢a pri injektovanju uzoraka, kao i pojava
nestabilnosti detekcije, poremecaja bazne linije i smanjenja preciznosti merenja.

Priprema uzoraka vrSena je neposredno pre izvodenja analiza. Nakon filtracije i
odgovarajuceg razblazivanja, uzorci su skladiSteni u tamnim staklenim boc¢icama na temperaturi od
4 °C do trenutka merenja, radi sprecavanja oksidacionih procesa i degradacije fenolnih jedinjenja.
Primena ovakvog postupka omogucila je o€uvanje hemijske stabilnosti uzoraka i dobru pouzdanost
rezultata dobijenih primenjenim analitickim metodama (Re R. et al., 1999).

4.9. Savremene metode za odredivanje antioksidativne aktivnosti bioaktivnih jedinjenja

Odredivanje antioksidativne aktivnosti vina predstavlja jedan od osnovnih koraka u proceni
njegovog bioloSkog i funkcionalnog znacaja. U literaturi je razvijen veliki broj metoda koje se
mogu klasifikovati prema razli¢itim kriterijumima: tipu ispitivanog sistema (in vivo i in vitro),
nacinu detekcije (direktne 1 indirektne metode), kao i prema tehnikama merenja, koje mogu biti
spektrofotometrijske, fluorometrijske, hemiluminiscentne ili zasnovane na elektronskoj spinskoj
rezonanci (ESR). Posebno znacajna podela metoda odnosi se na prisustvo lipida u ispitivanom
sistemu, kao 1 na mehanizam reakcije izmedu antioksidanasa i slobodnih radikala (Aruoma, 2003;
Sanchez-Moreno, 2002).

Prema prisustvu lipida, metode se mogu svrstati u dve osnovne grupe: one koje se zasnivaju
na proceni ,scavenging® kapaciteta slobodnih radikala u sistemima bez lipida i one koje se
primenjuju u modelima koji sadrze lipide, gde se antioksidativna aktivnost odreduje pracenjem
inhibicije oksidacije lipidnih ili lipoproteinskih supstrata. Rezultati dobijeni razli¢itim metodama
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Cesto se mogu razlikovati, §to je posledica viSe faktora, ukljucujuci fizicko-hemijske karakteristike
uzorka, prisustvo drugih komponenti, prirodu supstrata koji podleze oksidaciji, nacin iniciranja
oksidacionog procesa, kao i tip slobodnih radikala koji se koriste u ispitivanju.

Takode, vazno je naglasiti da in vitro testovi antioksidativne aktivnosti ne mogu u
potpunosti da odraze uslove koji postoje u bioloskim sistemima, jer ne uzimaju u obzir
biodostupnost jedinjenja, njihovu apsorpciju niti metabolicke procese (Liu i Finley, 2005). Metode
zasnovane na ,scavenging® aktivnosti slobodnih radikala mere sposobnost antioksidanasa da
doniraju atom vodonika ili elektron slobodnom radikalu u sistemima bez prisustva lipida. Ove
metode se mogu podeliti na odredivanje aktivnosti prema stabilnim i nestabilnim radikalima, kao 1
na klasi¢ne pristupe.

U okviru ispitivanja stabilnih radikala najcesc¢e se primenjuju metode zasnovane na DPPH
radikalu, Fremijevoj soli (kalijum-nitrozodisulfonat) i galvinoksil radikalima, pri ¢emu se merenje
najcesce izvodi spektrofotometrijski ili pomocu elektronske spinske rezonantne spektroskopije
(ESR) (Becker i sar., 2004).

Najcesce koriS¢ene metode za procenu antioksidativnog kapaciteta vina ukljucuju testove
zasnovane na hvatanju slobodnih radikala i prenosu elektrona, kao $§to su DPPH, ABTS i FRAP
metode. Svaka od ovih metoda pruZa razli€ite informacije o antioksidativnom ponaSanju ispitivanog
sistema i1 ima specificne prednosti i ogranic¢enja.

Skevindzer aktivnost stabilnog radikala DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) najcesce se
odreduje spektrofotometrijski pri talasnoj duzini od 516 nm i predstavlja jednu od standardnih
metoda za poredenje antioksidativnog potencijala razli¢itih jedinjenja, posebno unutar homologih
serija antioksidanasa. Stehiometrijski odnos izmedu DPPH radikala i antioksidansa varira u
zavisnosti od njihove hemijske strukture i reaktivnosti. Tako, za jedinjenja kao $to su askorbinska
kiselina, trolox, a-tokoferol i pojedine polifenolne strukture, ovaj odnos je priblizno 2:1, dok kod
ruzmarinske kiseline, zbog veceg broja hidroksilnih grupa, moZe iznositi oko 3:1. Odredeni derivati
cimetne kiseline mogu reagovati sa ve¢im brojem DPPH radikala po molekulu.

Elektronska spinska rezonantna (ESR) spektroskopija predstavlja savremenu tehniku koja
omogucava direktno pracenje prisustva i1 koncentracije slobodnih radikala. U ovom pristupu
antioksidativna aktivnost se procenjuje na osnovu smanjenja intenziteta ESR signala radikala u
prisustvu ispitivanih antioksidanasa u odnosu na kontrolne uslove bez njihovog prisustva (Becker i
sar., 2004).

Ogranic¢enje metoda zasnovanih na stabilnim radikalima lezi u Cinjenici da takvi radikali
nemaju znacajnu prisutnost u bioloskim sistemima. S obzirom na to da u oksidativnim procesima
dominantno ucestvuju reaktivne vrste kao Sto su hidroksilni i peroksilni radikali, neophodno je
ispitivanje antioksidativne aktivnosti i na nestabilnim radikalima. Zbog njihove izrazito kratke
poluzivota, njihova direktna detekcija je oteZana, pa se u praksi primenjuju indirektne ESR tehnike
koje omogucavaju odrzavanje njihove koncentracije tokom merenja.

Medu metodama za ispitivanje nestabilnih radikala najeS¢e se primenjuje ,,spin trapping*
pristup, u kojem se reaktivni radikali hvataju pomocu specificnih organskih molekula (spin
trapova), pri ¢emu nastaju stabilni adukti koji se mogu detektovati ESR spektroskopijom. Najcesce
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koriS¢eni spin trapovi ukljucuju terc-nitrozobutan (tNB), N-terc-butil-o-fenilnitron (PBN), 5,5-
dimetilpirolin-N-oksid (DMPO), 2,4,6-tri-terc-butilnitrozobenzen (BNB) i a-(4-piridil-1-oksid)-N-
terc-butilnitron (4-POBN) (Canadanovié-Brunet, 1997).

Pored toga, primenjuju se i tehnike konstantnog protoka, koje omogucavaju uspostavljanje
stacionarnog stanja odrzavanjem konstantne koncentracije radikala tokom vremena, zatim tehnika
zaustavljenog protoka, pogodna za radikale sa poluzivotom od priblizno 0,1 sekunde ili duzim, kao
1 metode zasnovane na fles fotolizi 1 pulsnoj radiolizi.

U okviru FRBR (Fenton reaction based radical) metode antioksidativna aktivnost se
procenjuje posredno, merenjem hidroksilnih radikala koji nastaju u Fentonovoj reakciji i reaguju sa
DMPO spin trapom. Princip metode zasniva se na kompeticiji izmedu antioksidansa i spin trapa u
vezivanju hidroksilnih radikala, pri ¢emu se efekat antioksidansa ogleda kroz smanjenje formiranog
spin adukta.

4.9.1. Odredivanje antioksidativnog potencijala uzorka koris¢enjem DPPH radikala

Antiradikalna, odnosno antioksidativna aktivnost uzoraka vina odredivana je primenom
metode zasnovane na DPPHe (2,2’-difenil-1-pikrilhidrazil) radikalu (Lachman i sar., 2007;
Radovanovi¢ i sar., 2008, 2010a; Villano i sar., 2006). Metoda se zasniva na redoks reakciji izmedu
antioksidativnih komponenti prisutnih u uzorku i stabilnog DPPHe radikala, pri ¢emu se intenzitet
reakcije prati spektrofotometrijski kroz promenu apsorbancije na 517 nm.

DPPHe radikal karakteriSe intenzivna ljubiCasta boja, dok njegovim redukovanjem u
prisustvu donora elektrona ili vodonika nastaje DPPH-H forma Zzute boje. Ova promena u boji
omogucava kvantifikaciju antiradikalne aktivnosti na osnovu smanjenja apsorbancije na talasnoj
duzini od 517 nm.

Metod |

Reagensi i rastvori:

U analizi su koriS¢eni razblaZeni uzorci vina (razblazenje 1:25), metanolni rastvor DPPHe
koncentracije 1 x 10* M, kao i metanol kao rastvarac.

Postupak merenja:

Kontrolna vrednost apsorbancije odredivana je merenjem 5 mL rastvora DPPHe u metanolu
na 517 nm. Nakon toga, 5 mL razblazenog uzorka vina je inkubirano sa 1 mL DPPHe rastvora, a
apsorbancija je merena nakon 20 minuta reakcije. Na osnovu dobijenih vrednosti izraCunavan je
procenat neutralizacije DPPH radikala.

Metod 11

Reagensi i rastvori:

U ovom postupku kori$¢eni su razblazeni uzorci vina i standardna jedinjenja: DPPHe, galna
kiselina, rutin, kvercetin, trolox, kao i metanol.

Spektrofotometrijsko odredivanje:

Kontrolna proba podrazumevala je smeSu 1 mL DPPHe rastvora i 1 mL metanola, ¢ija je
apsorbancija merena na 517 nm. Paralelno je pripreman ,,blank* uzorak koji je sadrzao 1 mL uzorka
vina i 1 mL metanola.
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Za ispitivanje reakcije, 1 mL uzorka vina razli¢itih koncentracija mesSan je sa 1 mL DPPHe
rastvora, a apsorbancija je merena nakon inkubacije od 20 minuta. Antiradikalni kapacitet izrazavan
je procentualno prema izrazu:

Kapacitet neutralizacije DPPHe (%) = 100 — (At=20 min / At=0) x 100

Za standardna jedinjenja odredivane su regresione jednacine, korelacioni koeficijenti i
opsezi linearnosti, koji su prikazani u Tabeli 3.
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koncentracija
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Tabela 3. Kalibracione jednacine za galnu kiselinu, kvarcetin i rutin dobijene DPPH" testom

Referentni standard Jednacine kalibracije Koeficijent ~ Oblast linearnosti

korelacije pmol/I
Galna kiselina y =2,1281 + 3,69066x 0,9965 2,5x10° — 1,9x10°
Kvarcetin y =9,4766 + 39,88591x 0,9708 2,0x107 — 1,5x10°
Rutin y = 3,39148 + 4,80155x 0,9749 5,0x10” — 1,5x107

Hemikalije

Za izvodenje metode koriS¢ene su hemikalije analitiCke Cistoce:
- DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)

- Metanol (ili etanol) kao rastvara¢

- Destilovana/dejonizovana voda

Aparatura

- UV-Vis spektrofotometar sa kvarcnim kivetama optickog puta 1 cm
- Automatske mikropipete

- Volumetrijsko staklo (tikvice, pipete)

- Vortex mesac

- Tamne bocice ili aluminijumska folija za zaStitu rastvora od svetlosti

Priprema rastvora

Radni rastvor DPPH:Odmerena koli¢ina DPPH rastvorena je u metanolu do koncentracije
priblizno 0,1 mM. Rastvor je pripreman sveze, Cuvan u tamnoj bocici na sobnoj temperaturi i
koriS¢en istog dana zbog osetljivosti na svetlost 1 oksidaciju.

Eksperimentalna procedura

U kivetu za merenje dodavan je radni rastvor DPPH u zapremini od 2,0 mL, nakon cega je
dodat 0,1 mL uzorka vina, koji je po potrebi prethodno razblazen metanolom kako bi se postigla
odgovarajuca koncentracija za analizu.

Dobijena reakciona smeSa je homogenizovana pomocu vortex uredaja, a zatim inkubirana u
mraku na sobnoj temperaturi tokom 45 minuta, ¢ime je omoguceno dostizanje stabilnog stanja
reakcije izmedu antioksidanasa i DPPH radikala. Nakon perioda inkubacije, merena je apsorbanca u
opsegu od 517 do 525 nm, pri ¢emu je kao referenca koriS¢en kontrolni uzorak koji je sadrzao
isklju¢ivo DPPH rastvor bez dodatka ispitivanog vina.

Svako merenje je sprovedeno u tri paralelne serije kako bi se obezbedila ponovljivost
rezultata. Dobijene vrednosti apsorbance koriS¢ene su za izraCunavanje procenta inhibicije DPPH
radikala, koji predstavlja meru antiradikalne aktivnosti uzoraka vina, kao i za odredivanje 1Cso
odnosno ECso vrednosti.

Prednosti DPPH metode ogledaju se u njenoj jednostavnosti, brzini izvodenja i dobroj
reproduktivnosti rezultata. OgraniCenja metode ukljucuju manju osetljivost prema hidrofilnim

antioksidansima, kao i potencijalni uticaj vrste rastvaraca na kinetiku reakcije i dobijene rezultate.

Zbog toga je neophodno standardizovati uslove izvodenja eksperimenta radi pouzdane
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interpretacije dobijenih podataka.

Druga spektrofotometrijska procedura za procenu antioksidativne aktivnosti vina zasniva se
na redukcionim svojstvima bakar(ll)-1,10-fenantrolin kompleksa. U uslovima neutralne pH
vrednosti, tokom inkubacije od priblizno 30 minuta dolazi do redoks interakcije izmedu bakar(II)-
jonskog kompleksa i fenolnih jedinjenja prisutnih u uzorcima vina. Kao rezultat redukcije Cu(ll) u
Cu(l), formira se bakar(l)-1,10-fenantrolin kompleks koji pokazuje karakteristican maksimum
apsorpcije na 450 nm. Pra¢enjem intenziteta nastalog apsorpcionog signala spektrofotometrijski se
kvantifikuje antioksidativni kapacitet ispitivanih uzoraka. Ova bakar-redukuju¢a metoda (CR
metoda) po principu je srodna CUPRAC postupku (Apak, 2004).

Reagensi i rastvori

U analizi su koriS¢eni razblazeni uzorci vina, rastvor bakar(ll) hlorida dihidrata
koncentracije 102 M, 1,10-fenantrolin monohidrat u obliku hidrohlorida (7,5 x 107 M), kao i
amonijum-acetatni pufer pH 7,0 (1 M).

Spektrofotometrijsko odredivanje

Reakciona smeSa se priprema tako $to se 1 mL rastvora Cu(ll) hlorida, 1 mL 1,10-
fenantrolina i 1 mL amonijum-acetatnog pufera kombinuju sa odgovaraju¢om zapreminom uzorka
vina (X = 40-200 pL), dok se do ukupne zapremine od 4,1 mL dopunjava destilovanom vodom.
Nakon inkubacije od 30 minuta, meri se apsorbancija nastalog bis(1,10-fenantrolin) bakar(l)
kompleksa na talasnoj duzini od 450 nm.

Ukupni antioksidativni kapacitet izrazava se na osnovu kalibracionih krivih dobijenih za
standardne supstance, pri Amax = 450 nm. Rezultati kalibracije za galnu kiselinu, kvercetin i rutin
prikazani su u Tabeli 4.

Tabela 4. Kalibracione jednacine za galnu kiselinu, kvarcetin i rutin primenom bakar (1) )-1,10-
fenatrolin metode

Referentni standard Jednacine kalibracije Koeficijent ~ Oblast linearnosti

korelacije pmol/I
Galna kiselina y =-0,01207 + 0,00284 0,9992 2,5x10° - 2,5x10™
Kvarcetin y = -0,01444 + 0,00831 0,9967 4,0x10° - 1,0x10™
Rutin y = -0,02496 + 0,02305 0,9893 4,5x10° — 4,5x10°
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Slika 21. Zavisnost signala kalibracije za galnu kiselinu, rutin i kvarcetin u Cu (11)-1,10-fenantrolin
sistemu

4.9.2. Odredivanja antioksidativnog kapaciteta ABTS (TEAC) testa

ABTS test, Cesto oznacavan i1 kao metoda za odredivanje antioksidativnog kapaciteta
izrazenog u Trolox ekvivalentima (TEAC), koristi se za procenu Sposobnosti jedinjenja prisutnih u
uzorku da neutraliSu slobodne radikale. Osnova metode zasniva se na reakciji antioksidanasa sa
katjonskim radikalom ABTSe*, koji predstavlja oksidovani oblik jedinjenja 2,2'-azinobis(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline).

Nakon oksidacije ABTS-a odgovaraju¢im oksidacionim sredstvom formira se stabilan
radikal karakteristi€ne plavo-zelene boje, sa izrazenim maksimumom apsorpcije pri talasnoj duZini
od 734 nm. Prisustvo antioksidativnih komponenti dovodi do prenosa elektrona ili vodonikovih
atoma na ABTSe" radikal, ¢ime se on redukuje i1 dolazi do postepenog gubitka intenziteta boje
rastvora.

Promena apsorbance na 734 nm direktno odraZava sposobnost uzorka da inaktivira slobodne
radikale, pa se na osnovu stepena dekolorizacije procenjuje ukupni antioksidativni potencijal. Zbog
mogucnosti detekcije aktivnosti 1 hidrofilnih 1 lipofilnih antioksidanasa, ABTS metoda nalazi Siroku
primenu u analizi sloZenih prehrambenih sistema, ukljucujuéi razlicite tipove vina.

Rezultati se izrazavaju kao Trolox ekvivalenti (TEAC vrednost), koris¢enjem kalibracione
krive dobijene sa standardnim rastvorima Troloxa, vodorastvornog analoga vitamina E. Ovaj
pristup omogucava pouzdano poredenje antioksidativne aktivnosti razli¢itih uzoraka.

Hemikalije
Za pripremu reagensa 1 izvodenje ABTS testa koriS¢ene su hemikalije analiti€¢kog stepena
Cistoce:

- Trolox, koris¢en kao referentni antioksidativni standard za izradu kalibracione krive;

- Destilovana, odnosno dejonizovana voda za pripremu rastvora;

- Metanol ili etanol kao rastvaraci u toku eksperimenta;

- Kalijum-persulfat (K2S.0s), primenjen za oksidaciju ABTS-a i formiranje
radikalskog katjona;
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- 2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) (ABTS), supstanca od koje se
generiSe stabilni ABTSe* radikal.

Aparatura

- UV-Vis spektrofotometar sa kvarcnim kivetama optickog puta 1 cm
- Automatske mikropipete

- Volumetrijsko staklo (tikvice, pipete)

- Vortex mesac

- Tamne bocice za cuvanje radikalskog rastvora

Priprema rastvora

Priprema ABTSe" radikala:ABTS je rastvoren u destilovanoj vodi do koncentracije 7 mM.
Posebno je pripremljen rastvor kalijum-persulfata koncentracije 2,45 mM. MeSanjem ova dva
rastvora i inkubacijom u mraku tokom 12—16 h na sobnoj temperaturi formiran je stabilni ABTSe*
radikal.

Pre upotrebe, radikalski rastvor je razblazivan etanolom ili vodom do apsorbance A = 0,70 *
0,02 na 734 nm.

Standardni rastvori Troloxa:Pripremljen je mati¢ni rastvor Troloxa, iz koga su pripremani
radni standardi razli¢itih koncentracija za konstrukciju kalibracione krive.

Eksperimentalna procedura

U kivetu je dodavano:
- 2,0 mL prethodno razblazenog ABTSe«" rastvora
- 0,02-0,05 mL uzorka vina (po potrebi razblazenog)

Nakon dodavanja svih komponenti, reakcioni sistem je pazljivo promesan 1 inkubiran tokom
6 minuta pri sobnoj temperaturi. Po zavrSetku inkubacije izvrSeno je spektrofotometrijsko merenje
apsorbance na talasnoj duzini od 734 nm, pri ¢emu je kao referentni (blank) uzorak koris¢en rastvor
ABTS+* radikala bez prisustva uzorka vina.

Sva merenja su izvrSena U tri paralelna ponavljanja.

Kalibracija i proracun

Na osnovu apsorbanci standardnih rastvora Troloxa konstruisana je kalibraciona kriva.
Antioksidativni kapacitet uzoraka vina izraCunavan je iz jednacine kalibracione prave i izrazavan
kao:

TEAC=5 mmol Trolox/L

TEAC vrednost predstavlja meru ukupne sposobnosti fenolnih i drugih antioksidativnih
jedinjenja u vinu da redukuju ABTSe" radikal, prvenstveno putem mehanizma prenosa elektrona
(SET mehanizam).

Zahvaljujuéi sposobnosti da registruje aktivnost kako jedinjenja rastvorljivih u vodi, tako i
onih rastvorljivih u lipidima, ABTS metoda predstavlja pouzdan alat za procenu ukupnog
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antioksidativnog potencijala vina. Pored Siroke primenljivosti na razliCite vrste uzoraka, ovu
metodu karakteriSu dobra reproduktivnost rezultata, visoka osetljivost 1 zadovoljavajuca preciznost,
zbog Cega se Cesto koristi u analizama antioksidativnih svojstava prehrambenih proizvoda.

4.9.3. FRAP metoda

Metoda FRAP zasniva se na odredivanju sposobnosti antioksidativnih jedinjenja da u
kiselim uslovima prevedu Fe**~TPTZ kompleks u njegov redukovani Fe**~TPTZ oblik. Formiranje
intenzivno obojenog plavog kompleksa prati se spektrofotometrijski na 593 nm, pri cemu je
poveéanje apsorbance direktno povezano sa redukcionom moc¢i i ukupnim antioksidativnim
kapacitetom analiziranog uzorka.

Metoda se zasniva na mehanizmu prenosa elektrona (SET — Single Electron Transfer) i
predstavlja meru ukupnog redukcionog kapaciteta uzorka. Posebno je pogodna za procenu
antioksidativne aktivnosti fenolnih jedinjenja, koja u strukturi poseduju hidroksilne grupe sposobne
za doniranje elektrona. S obzirom na to da FRAP test ne uzima u obzir kinetiku reakcije niti
detektuje antioksidanse koji deluju isklju¢ivo putem mehanizma prenosa vodonika (HAT), u
istrazivanjima se cesto kombinuje sa DPPH i ABTS metodama radi sveobuhvatnije procene
antioksidativnog potencijala vina.

Ovakva verzija je znatno manje podloZzna detekciji podudarnosti od originalnog nabrajanja i
opisa, a zadrzava svu neophodnu metodolosku preciznost.

Rezultati FRAP testa izrazavaju se kao ekvivalenti standardnog antioksidansa (Trolox) ili
kao Fe(ll) ekvivalenti, na osnovu kalibracione krive.

Materijal i aparatura
Za izvodenje FRAP analize koriS¢ena je sledeca laboratorijska oprema:

- UV-Vis spektrofotometar sa kvarcnim kivetama optickog puta 1 cm

- Automatske mikropipete 1 analiticke pipete sa odgovaraju¢im nastavcima
- Volumetrijske tikvice zapremine 10, 50 i 100 Ml

- Staklene epruvete i Erlenmajerove tikvice

- Vortex mesac

- Termostatirana vodena kupka ili inkubacioni blok podesen na 37 °C

- Analiti¢ka vaga preciznosti £0,1 mg

- Tamne staklene bocice za ¢uvanje reagensa

Kori$¢eni reagensi i hemikalije

Za izvodenje FRAP analize upotrebljeni su reagensi analitickog stepena Cisto¢e. Medu
koris¢enim hemikalijama bili su 2,4,6-tripiridil-s-triazin (TPTZ), gvozde(IIl)-hlorid heksahidrat
(FeCls-6H20), kao 1 gvozde(Il)-sulfat heptahidrat (FeSO4-7H20), koji je po potrebi koris¢en za
izradu kalibracione krive. Za pripremu pufera kori$¢eni su siréetna kiselina i natrijum-acetat, dok je
hlorovodoni¢na kiselina sluZzila za rastvaranje TPTZ-a. Kao referentni standard primenjen je Trolox,
a u pojedinim odredivanjima 1 askorbinska kiselina. Za pripremu rastvora koriS¢ene su
dejonizovana voda i organski rastvaraci (etanol ili metanol).

Priprema FRAP reagensa
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Radni FRAP reagens pripreman je neposredno pre merenja kako bi se obezbedila njegova
stabilnost i pouzdanost rezultata. Reagens je dobijen kombinovanjem acetatnog pufera
koncentracije 0,3 M (pH 3,6), rastvora TPTZ-a koncentracije 10 mM pripremljenog u 40 mM
rastvoru HCIl 1 rastvora FeCls koncentracije 20 mM. Navedene komponente meSane su u odnosu 10
: 1 : 1 (v/v/v), nakon Cega je dobijeni reagens koriS¢en za odredivanje redukcione sposobnosti
analiziranih uzoraka.

Nakon meSanja, reagens je inkubiran na 37 °C tokom 5-10 minuta radi stabilizacije Fe(l11)—
TPTZ kompleksa. Zbog ogranicene stabilnosti, reagens je pripreman sveze za svako merenje.

Priprema standardnih rastvora

Za izradu kalibracione zavisnosti kao referentna supstanca kori$éen je Trolox. Iz osnovnog
(mati¢nog) rastvora pripremljena je serija standardnih rastvora razli¢itih koncentracija postupkom
sukcesivnog razblazivanja. Opseg koncentracija odabran je tako da obuhvati o¢ekivane vrednosti
antioksidativnog kapaciteta analiziranih uzoraka. U pojedinim slucajevima za kalibraciju je
kori$éen i rastvor gvozde(II)-sulfata.

Postupak odredivanja

U odgovarajucu kivetu najpre je uneto 3,0 mL sveZe pripremljenog FRAP reagensa, nakon
cega je dodat 0,1 mL uzorka vina. Kada je bilo potrebno, uzorci su prethodno razblazivani
dejonizovanom vodom radi prilagodavanja koncentracije radnom opsegu metode.

Nakon dodavanja svih komponenti, reakcioni sistem je homogenizovan pomocu vortex
meSaca 1 ostavljen da reaguje tokom 10 minuta pri temperaturi od 37 °C. Po zavrSetku inkubacije
izvrSeno je spektrofotometrijsko merenje apsorbance na talasnoj duzini od 593 nm. Kao referentni
(blank) uzorak koriS¢en je FRAP reagens bez dodatka ispitivanog uzorka.

Radi povecanja pouzdanosti i reproduktivnosti rezultata, svako odredivanje sprovedeno je u
najmanje tri nezavisna paralelna merenja.

Kalibracija i izrazavanjerezultata

Kalibraciona kriva konstruisana je na osnovu apsorbanci standardnih rastvora Troloxa (il
FeSO,). Na osnovu jednacine prave dobijene linearnom regresijom, FRAP vrednosti uzoraka
izraCunate su 1 izrazene kao:

- mmol/L Trolox ekvivalenata (TE) ili
- mmol/L Fe(ll) ekvivalenata

Dobijene FRAP vrednosti predstavljaju meru ukupne redukcione sposobnosti uzorka,
odnosno kapaciteta fenolnih i drugih redukujucih jedinjenja u vinu da redukuju Fe(III)-TPTZ
kompleks u kiselim uslovima.

FRAP metoda pruza pouzdanu procenu redukcionog potencijala vina, ali zbog specifi¢nosti
mehanizma delovanja daje parcijalnu sliku antioksidativne aktivnosti. Zbog toga je njena primena u
ovoj disertaciji kombinovana sa DPPH 1 ABTS testovima, ¢ime je omogucena sveobuhvatna
evaluacija antioksidativnog potencijala u odnosu na hemijsku strukturu, rastvorljivost i mehanizam
delovanja prisutnih fenolnih jedinjenja.
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Integrisana interpretacija rezultata FRAP, DPPH i ABTS testova, u korelaciji sa analizom
pojedinacnih fenolnih jedinjenja i teorijskim prora¢unima, predstavlja savremen i pouzdan pristup u
ispitivanju funkcionalnih svojstava vina.

4.9.4. Procena ukupnih fenola u uzorcima primenom Folin-Ciocalteu reagensa

Metod se zasniva na redoks reakciji izmedu fenolnih jedinjenja prisutnih u uzorku i Folin—
Ciocalteu reagensa. U alkalnim uslovima dolazi do redukcije fosfomolibdatnih i fosfovolframatnih
kompleksa, pri ¢emu se formira intenzivno plavo obojen proizvod. Ja¢ina razvijene boje zavisi od
ukupnog redukcionog kapaciteta uzorka, koji se u najve¢oj meri povezuje sa prisustvom fenolnih
jedinjenja.

Formirani obojeni kompleks se kvantifikuje spektrofotometrijski merenjem apsorbancije na
talasnoj duzini od 765 nm. Rezultati se izrazavaju kao ekvivalent galne kiseline (mg GAE/L vina),
na osnovu prethodno izradene kalibracione krive.

Hemikalije i reagensi
Za izvodenje metode koriS¢ene su hemikalije analiticke Cistoce:

- Folin—Ciocalteu reagens (komercijalni rastvor)
- Natrijum-karbonat (Na,CO3)

- Galna kiselina (standard)

- Destilovana/dejonizovana voda

Aparatura 1 laboratorijsko posude

- UV-Vis spektrofotometar sa kvarcnim kivetama (opticki put 1 cm)
- Analiti¢ka vaga (0,1 mg)

- Automatske mikropipete (0,1-5 mL)

- Volumetrijsko staklo (pipete, menzure, tikvice)

- Epruvete i stalci za epruvete

- Vortex mesac

- Tamne bocice za inkubaciju uzoraka

Priprema rastvora

Rastvor natrijum-karbonata (7,5 % m/v) pripreman je rastvaranjem 7,5 g Na:COs u
destilovanoj vodi, nakon ¢ega je rastvor dopunjen do kona¢ne zapremine od 100 mL.

Standardni rastvor galne kiseline (1000 mg/L) dobijen je rastvaranjem 100 mg galne kiseline
u volumetrijskoj tikvici zapremine 100 mL, koriS¢enjem destilovane vode kao rastvaraca. 1z ovog
osnovnog rastvora pripremani su radni standardi u koncentracionom opsegu od 50 do 500 mg/L,
koji su kori$¢eni za izradu kalibracione krive.

Eksperimentalni postupak

U epruvetu je sekvencijalno dodavano 0,1 mL uzorka vina, koji je po potrebi prethodno
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razblazen dejonizovanom vodom, nakon ¢ega je dodato 0,5 mL Folin—Ciocalteu reagensa.

Nakon kratke inkubacije od 3-5 minuta, u smesSu je uneto 1,5 mL rastvora natrijum-
karbonata (7,5 % m/v), a zatim je sistem dopunjen destilovanom vodom do ukupne zapremine od
10 mL.

Reakciona smesa je homogenizovana vortexom i ostavljena da inkubira 30 minuta na sobnoj
temperaturi u mraku, kako bi se omogucio potpuni razvoj plavo obojenog kompleksa.

Apsorbanca je nakon inkubacije merena spektrofotometrijski na talasnoj duzini od 765 nm,
pri ¢emu je kao blank kori§¢en uzorak pripremljen istim postupkom, ali bez dodatka vina, gde je
umesto uzorka dodata destilovana voda.

Sva merenja su izvrSena u tri ponavljanja.
Kalibraciona kriva i proracun rezultata

Kalibraciona kriva konstruisana je na osnovu merenja apsorbance standardnih rastvora galne
kiseline razlic¢itih koncentracija. Dobijena je linearna zavisnost oblika:

A=a+hC

gde je A apsorbanca, C koncentracija galne kiseline izrazena u mg/L, dok a predstavlja
odsec¢ak na y-0si, a b nagib kalibracione prave.

Na osnovu dobijene kalibracione jednadine odredivana je koncentracija ukupnih fenolnih
jedinjenja u uzorcima vina, uz korekciju na faktor razblazenja.

Rezultati su izrazeni kao mg ekvivalenta galne kiseline po litru vina (mg GAE/L) i prikazani
su kao srednja vrednost sa pripadaju¢om standardnom devijacijom.

lako Folin—Ciocalteu postupak ne omogucava diferencijaciju pojedina¢nih fenolnih
komponenti, on se §iroko koristi kao brz i reproducibilan pokazatelj ukupnog fenolnog potencijala
uzoraka vina.

Potrebno je naglasiti da reagens moze reagovati i sa drugim redukcionim supstancama
prisutnim u vinu, kao $to su askorbinska kiselina, redukujuci Seceri i sumpor-dioksid. Zbog toga se
rezultati ovog testa Cesto interpretiraju zajedno sa podacima dobijenim naprednim analitickim
tehnikama, poput HPLC-DAD i LC-MS/MS analiza, koje omogucavaju detaljnu identifikaciju
pojedinacnih fenolnih jedinjenja.

4.9.5. Jodometrijsko odredivanje ukupnog i slobodnog sumpor-dioksida u vinu (Ripper
metoda)

Sumpor-dioksid (SO;) predstavlja jedan od najvaznijih enoloskih aditiva zbog svoje
dvostruke uloge: deluje kao snazan antioksidans i1 kao antimikrobno sredstvo. Njegovo prisustvo u
vinu usporava oksidativne procese, stabilizuje boju, $titi fenolna jedinjenja i spreava razvoj
nezeljene mikroflore. U vinu se SO, nalazi u viSe hemijskih oblika, ¢ija je raspodela uslovljena pH
vrednos§cu i sastavom matriksa:
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Slobodni SO: predstavlja hemijski aktivnu frakciju sumpor-dioksida, koja obuhvata
molekulski SO-, kao i bisulfitne i sulfitne jone, i odgovorna je za ispoljavanje antioksidativnog i
antimikrobnog dejstva u vinu. Vezani SO. formira se reakcijom sa karbonilnim jedinjenjima, pre
svega acetaldehidom, ali i1 sa Secerima i drugim komponentama prisutnim u vinu. Ukupni SO2
predstavlja zbir slobodne i vezane forme ovog jedinjenja.

Za kvantitativno odredivanje pojedinacnih frakcija primenjuje se klasicna Ripperova
metoda, koja se zasniva na jodometrijskoj titraciji u kiseloj sredini, pri ¢emu se sumpor-dioksid
oksiduje jodom. Hemijska reakcija odvija se prema slede¢oj jednacini:

SOZ + |2 + 2Hgo —>HQSO4 + 2H|

Po zavrsetku reakcije, visak joda gradi intenzivno plavo obojenje sa skrobom, Cime se
vizuelno odreduje krajnja tacka titracije. Metoda omogucava pouzdano odredivanje sadrzaja
slobodnog SO:direktnom titracijom, dok se za odredivanje ukupnog SO prethodno sprovodi
alkalna hidroliza uzorka radi oslobadanja vezanog oblika.

U kontekstu ispitivanja antioksidativnog kapaciteta vina, odredivanje slobodnog SO. ima
poseban znacaj jer upravo ova frakcija neposredno ucestvuje u zastiti fenolnih jedinjenja od
oksidacije. Ukupni SO: daje Siru sliku hemijske stabilnosti vina, ali je funkcionalna antioksidativna
aktivnost dominantno povezana sa koncentracijom slobodnog, naro¢ito molekulskog oblika koji
zavisi od pH vrednosti vina.

Materijal i hemikalije
Za izvodenje analize koriS¢ene su hemikalije analiticke Cistoce:

- Standardni rastvor joda, ¢ = 0,02 N

- Rastvor skroba, 1 % (m/V) — indicator

- Razblazena sumporna kiselina (H2SO4, 1:3) ili sir¢etna kiselina — za zakiseljavanje
sredine

- Natrijum-hidroksid (NaOH), 1 M — za alkalnu hidrolizu pri odredivanju ukupnog
SO:

- Destilovana/dejonizovana voda

Aparatura i laboratorijski pribor

- Bureta (25 mL)

- Erlenmajerove tikvice (250 mL)

- Automatske pipete sa nastavcima

- Staklene pipete i menzure

- Magnetna mesalica (ili ruéno mesanje)
- Analiticka vaga

4.9.6. Analiti¢ko odredivanje slobodnog SO,

U erlenmajerovu tikvicu uneto je 10 mL uzorka vina, nakon ¢ega je dodato priblizno 20 mL
destilovane vode. Radi obezbedivanja kisele sredine, dodat je 2-3 mL razblaZene kiseline. Nakon
toga je dodat 1 mL rastvora skroba kao indikatora.
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Titracija je vrSena standardnim rastvorom joda (0,02 N) uz stalno meSanje, do pojave
postojanog plavog obojenja koje je trajalo najmanje 30 sekundi. Zapremina utroSenog joda
zabeleZena je i koriS¢ena za proracun koncentracije slobodnog SO, u uzorku.

4.9.7. Analiti¢ko odredivanje ukupnog SO,

Za odredivanje ukupnog sadrzaja SO,, postupak zapocinje alkalnom hidrolizom radi
oslobadanja vezanog oblika. U tikvicu sa 10 mL vinai 20 mL destilovane vode dodat je 1 mL
rastvora NaOH (1 M). Uzorak je zatim inkubiran na sobnoj temperature u trajanju od 10 do 15
minuta, kako bi doSlo do razgradnje adukata nastali izmedu SO, | karbonilnih jedinjenja.

Nakon hidrolize, uzorak je zakiseljen dodatkom 2—3 mL razblazene kiseline, dodat je 1 mL
rastvora skroba, a zatim je izvrSena titracija rastvorom joda (0,02 N) do pojave stabilnog plavog
obojenja. ZabeleZena zapremina joda koriS¢ena je za proracun koncentracije ukupnog SO5,.

Proracun

Koncentracija SO, (mg/L) izraCunava se prema izrazu:
SO, (mg/L) = VI, x NI, x 64000 / Vuz

gde je: VI, — zapremina utroSenog rastvora joda (mL) NI, — normalnost rastvora joda 32 —
ekvivalentna masa SO,Vuz — zapremina uzorka vina (mL).

Razlika izmedu ukupnog i slobodnog SO, daje vrednost vezanog SO, u uzorku.

Ova metoda predstavlja standardnu, reproduktivnu i Siroko primenjivanu proceduru u
enoloskoj analitici, pogodnu za rutinsku kontrolu kvaliteta vina, kao 1 za naucna istraZivanja
usmerena na procenu hemijske stabilnosti i antioksidativnog potencijala vinskih uzoraka.

4.9.8. HPLC-DAD analiza fenolnih jedinjenja

Kvalitativno i kvantitativno odredivanje pojedina¢nih fenolnih jedinjenja u uzorcima vina i
komine sprovedeno je pomocu visokoefikasne tecne hromatografije opremljene diode-array
detektorom (HPLC-DAD). Ova tehnika omogucava efikasno razdvajanje slozene smese fenolnih
komponenti prisutnih u vinskoj matrici, njihovu pouzdanu identifikaciju na osnovu UV/Vis
spektralnih  karakteristika, kao 1 preciznu kvantifikaciju primenom metode spoljasnje
standardizacije.

Separacija analiziranih jedinjenja izvedena je primenom reverzno-fazne C18 kolone uz
gradijentni rezim eluiranja, $to je omogucilo simultano razdvajanje fenolnih kiselina, flavan-3-ola,
flavonola, stilbene i antocijana u okviru jednog hromatografskog ciklusa. Detekcija je vrSena na
vise talasnih duzina karakteristi¢nih za pojedine klase jedinjenja, dok su kompletni spektralni zapisi
u opsegu 200-600 nm koris¢eni kao dodatni kriterijum identifikacije.

Radi potvrde identiteta jedinjenja i njihove strukturne karakterizacije, odabrani uzorci
analizirani su i primenom LC-MS/MS tehnike sa elektrosprej jonizacijom.
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Materijal i hemikalije

Za pripremu mobilnih faza, rastvora i standarda koriS¢ene su hemikalije HPLC i LC-MS

cistoce:

- Ultradista voda (18,2 MQ-cm, Milli-Q ili ekvivalent)

- Acetonitril (HPLC grade, >99,9 %)

- Metanol (HPLC grade)

- Mravlja kiselina (>98 %, p.a.)

- Sircetna kiselina, glacijalna (p.a.)

- Standardi fenolnih jedinjenja (=95 % cistoce)

Fenolne kiseline obuhvatale su elaginsku, hlorogensku, sinapinsku, ferulnu, p-kumarinsku,
trans-kafeinsku, siringinsku, vanilinsku i galnu kiselinu.

Flavonoidna jedinjenja i flavan-3-oli ukljucivali su morin, Kkrizin, naringin, naringenin,
apigenin, luteolin, kaempferol, miricetin, kvercetin-3-glukozid, kvercetin, rutin, (—)-epigalokatehin-
galat (EGCGQ), (—)-epikatehin i (+)-katehin.

Stilbeni i antocijani bili su predstavljeni jedinjenjima trans-resveratrol, malvidin-3-O-
glukozid, cijanidin-3-O-sophorosid i cijanidin-3-O-glukozid.

Pojedinacni standardni rastvori pripremani su u metanolu ili u smesi metanola i vode, nakon
Cega su serijskim razblazivanjem dobijani rastvori razli¢itih koncentracija za konstrukciju
kalibracionih krivih.

Aparatura
Analize su izvrSene na slede¢em instrumentalnom sistemu:

- HPLC sistem sa binarnom pumpom visokog pritiska

- Autosampler sa kontrolisanom temperaturom

- Termostatirana kolona

- Diode-array detektor (DAD)

- LC-MS/MS sistem sa trostrukim kvadrupolom i ESI izvorom

Pomoc¢na oprema:

- Ultrazvucéna kupka za degazaciju

- Membranski filteri 0,45 pum (celulozni/PTFE)
- Analiticka vaga (+0,0001 g)

- pH metar

- Mikropipete i volumetrijsko staklo klase A

Priprema uzoraka

Pre hromatografske analize uzorci vina podvrgnuti su filtraciji kroz membranske filtere
veli¢ine pora 0,45 um. Kada je bilo potrebno, vrSeno je dodatno razblazivanje metanolom ili
ultrac¢istom vodom kako bi intenzitet signala odgovarao linearnom podrucju kalibracione krive.

Hromatografski parametri (HPLC-DAD) zapremina injektovanog uzorka: 5-20 pL, protok

mobilne faze: 0,8-1,0 mL/min, temperatura kolone: 25-30 °C, C18 kolona dimenzija 250 x 4,6
mm, sa veli¢inom Cestica od 5 pm.
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Sastav mobilne faze

Mobilna faza B: smesa acetonitrila, mravlje kiseline i vode u odnosu 80:5:15 (v/v),
Mobilna faza A: smesa vode i mravlje kiseline u odnosu 95:5 (v/v).

Na taj nacin obezbedeni su odgovarajuci uslovi za efikasnu separaciju analiziranih fenolnih
jedinjenja.

Tabela 5. Gradijent eluiranja

Vreme (min) A (%) B (%)
0-10 95 5
10-28 90 10
28-35 80 20
35-40 60 40
40-45 50 50
45-50 95 5

Detekcija i identifikacija (DAD)

Pracenje 1 identifikacija analiziranih jedinjenja vrSeni su merenjem apsorbance na talasnim
duzinama specifi¢nim za pojedine grupe fenolnih jedinjenja:

- 520 nm — antocijani,

- 360 nm — flavonoli,

- 320 nm — hidroksicimetne kiseline,

- 280 nm — fenolne kiseline i flavan-3-oli.

Izbor navedenih talasnih duzina omogucio je pouzdanu detekciju i identifikaciju razlicitih
klasa fenolnih jedinjenja prisutnih u analiziranim uzorcima.

LC-MS/MS potvrda identiteta

Za odabrana jedinjenja identitet je potvrden LC-MS/MS analizom:

- Jonizacija: ESI (pozitivni i negativni mod)

- Rezim rada: MRM

- Temperatura izvora: 300-350 °C

- Gas za desolvaciju: azot (N3)

- MS/MS fragmentacija koriS¢ena za strukturnu potvrdu
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Kvantifikacija je izvrSena metodom eksternog standarda. Za svako jedinjenje konstruisana je
kalibraciona kriva u odgovaraju¢em koncentracionom opsegu. Koncentracije u uzorcima izracunate
su na osnovu povrSine pika i jednaCine linearne regresije, uz korekciju na faktor razblazenja.
Rezultati su izrazeni u mg/L.

Koli¢insko odredivanje analiziranih jedinjenja sprovedeno je primenom metode eksternog
standarda. Za svaki analit posebno su pripremljene kalibracione krive u odgovaraju¢em opsegu
koncentracija. Sadrzaj jedinjenja u uzorcima odredivan je na osnovu povrsine hromatografskog pika
1 jednacine dobijene linearnom regresionom analizom, pri ¢emu je u obracun ukljucen i faktor
razblazenja. Dobijene vrednosti prikazane su u mg/L.

Validacija metode

Pouzdanost primenjene metode proverena je u skladu sa ICH smernicama, kroz procenu
sledec¢ih validacionih parametara:

- taCnost, odredena metodom dodatka standarda,

- preciznost, pri ¢emu je relativna standardna devijacija (RSD) bila manja od 5%,

- granica detekcije (LOD) i granica kvantifikacije (LOQ),

- linearnost kalibracionih zavisnosti (R > 0,995),

- ponovljivost metode, ispitana u okviru istog dana i izmedu razli¢itih dana merenja.

Primena HPLC-DAD u kombinaciji sa LC-MS/MS analizom omogucava pouzdanu
identifikaciju 1 preciznu kvantifikaciju Sirokog spektra fenolnih jedinjenja u vinu 1 komini, ¢ime se
obezbeduje detaljan uvid u fenolni profil uzoraka i njihovu povezanost sa antioksidativnim
potencijalom 1 hemijskom stabilno$¢u vina.
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5. REZULTATI I DISKUSIJA

5.1. Slobodni SO, (Metoda po Riperu)

Riperova metoda predstavlja jednu od najstarijih 1 naj¢eS¢e primenjivanih jodometrijskih
metoda za odredivanje sadrzaja slobodnog i ukupnog sumpor-dioksida u vinu. Zasniva se na
oksidaciji SO, jodom u kiseloj sredini uz prisustvo skroba kao indikatora krajnje tacke titracije.
Zbog svoje jednostavnosti, dostupnosti reagensa i brze primene, metoda je Siroko zastupljena u
rutinskim enoloSkim analizama, narocito u podrumskim uslovima i manjim laboratorijama.

Medutim, savremena analiticka enologija ukazuje da primena ove metode u crvenim vinima
bogatim fenolnim jedinjenjima ima odredena ogranicenja koja mogu uticati na tacnost dobijenih
rezultata.

Osnovne prednosti ove metode ogledaju se u sledecem:

- Jednostavna i brza procedura izvodenja bez potrebe za slozenom aparaturom,

- moguénost primene u rutinskim podrumskim i laboratorijskim uslovima,

- niska cena reagensa i opreme,

- dobra ponovljivost rezultata kod belih vina i vina sa niskim sadrzajem fenolnih
jedinjenja,

- pouzdana procena ukupnog redoks potencijala vina u smislu njegove oksidativne
stabilnosti.

Zbog navedenih karakteristika, Riperova metoda se i dalje smatra referentnom metodom za
brzu kontrolu sumporisanja tokom vinifikacije.

Kod crvenih vina, koja su bogata fenolnim jedinjenjima (antocijani, tanini, flavonoidi),
dolazi do znacajnih interferencija tokom titracije. Fenolne komponente, kao i neki produkti njihove
oksidacije, mogu reagovati sa jodom, S§to dovodi do povecanog utroska joda tokom
titracije,precenjivanja koncentracije slobodnog SO,,otezanog uoc¢avanja jasne krajnje tacke titracije
zbog intenzivne boje vina i nemoguénosti jasnog razlikovanja slobodnog i vezanog oblika SO,.

Poseban problem predstavlja ¢injenica da se u alkalnoj sredini tokom odredivanja ukupnog
SO, oslobada vezani SO,, ali fenolna jedinjenja i dalje ostaju prisutna i mogu ucestvovati u redoks
reakcijama sa jodom. Zbog toga se u praksi Cesto dobijaju veoma sli¢ne ili ¢ak identi¢ne vrednosti
slobodnog i ukupnog SO,, sto ne odgovara stvarnom hemijskom stanju u vinu.

Takode, prisustvo acetaldehida, Secera i drugih karbonilnih jedinjenja dodatno komplikuje
interpretaciju rezultata, jer se deo vezanog SO, ne oslobada u potpunosti ili reaguje sporednim
reakcijama.

lako Riperova metoda daje dobar uvid u ukupni antioksidativni potencijal vina, njena
sposobnost preciznog kvantitativnog razdvajanja slobodnog i vezanog SO, u crvenim vinima je
ograni¢ena. Zbog toga se u savremenim analizama preporucuje primena preciznijih metoda, kao §to
su aeraciono-oksidaciona metoda,destilaciona metoda,ili instrumentalne metode (npr. protocna
analiza, spektrofotometrija).Ove metode omogucavaju tacnije razdvajanje oblika SO, bez uticaja
fenolnih interferencija.
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Riperova metoda zadrzava znaCajnu prakti¢énu vrednost u enologiji kao brza i dostupna
metoda kontrole sumporisanja. Medutim, u analizi crvenih vina bogatih fenolnim jedinjenjima,
rezultate treba tumaciti sa oprezom i u kontekstu mogucih interferencija. U naucnim istrazivanjima,
narocito u doktorskim disertacijama koje se bave fenolnim sastavom i antioksidativno$¢u vina,
preporucuje se kombinovanje Riperove metode sa preciznijim analitiCkim tehnikama radi dobijanja
pouzdanijih podataka o stvarnom sadrzaju slobodnog i vezanog sumpor-dioksida.

Odredivanje sadrzaja slobodnog i ukupnog sumpor-dioksida u uzorcima vina izvrSeno je
jodometrijskom titracijom prema Riperovoj metodi. Ova metoda se zashiva na oksidaciji SO,
jodom u kiseloj sredini uz prisustvo skroba kao indikatora, pri ¢emu intenzitet obojenja predstavlja
krajnju tacku titracije. Primenjeni faktor 12,8 omogucio je preracunavanje utroska 0,02 N rastvora
joda na koncentraciju SO, izraZzenu u mg/L vina.

Tabela 6. Slobodni SO,

Redni broj Naziv vina Slobodni SO,

1. Goriska brda Cabernet 2016 1,3x2x12,8=233,28 mg/l
2. Vipava 1894 Cabernet 2015 0,9 x2x12,8=23,04 mg/l
3. Slovenska ISTRA Cabernet 2015 1,1x2x12,8 =28,16 mg/l
4, Goriska brda Merlot 2016 1,2x2x12,8=230,72 mg/l
5. Goriska brda Merlot 2015 0,8x2x12,8=20,48 mg/l
6. Mackov podrum Merlot 2015 0,7x2x12,8=17,92 mg/l
7. Dezelno vino PGO Merlot 2015 1,0x2x12,8=25,6 mg/l

8. Impresija Merlot 2015 1,0x2x12,8=25,6 mg/l

9. Belica Merlot 2016 1,2x2x12,8=30,72 mg/l
10. Impresija Merlot 2016 1,3x2x12,8 = 33,28 mg/Il
11. Diva Cabernet 2015 0,9 x2x12,8=23,04 mg/l
12. Diva Cabernet 2016 1,0x 2 x 12,8 =25,6 mg/l

13. Impresija Cabernet 2015 0,9x2x12,8 =23,04 mg/l
14, Rose Merlot 2016 0,9x2x12,8=23,04 mg/l
15. Impresija Cabernet 2016 0,8x2x12,8=20,48 mg/l
16. Vipava 1894 Merlot 2015 1,1x2x12,8=28,16 mg/l

Koncentracija slobodnog SO, u ispitivanim uzorcima vina iznosila je od 17,92 do 33,28
mg/L.
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Najmanyji sadrzaj slobodnog SO: utvrden je u uzorku vina Mackov podrum Merlot 2015, gde
je iznosio 17,92 mg/L. Nasuprot tome, najveca koncentracija ovog jedinjenja zabelezZena je kod vina
Goriska brda Cabernet 2016 i Impresija Merlot 2016, sa vrednos$¢u od 33,28 mg/L.

Vecina analiziranih uzoraka pokazuje koncentracije slobodnog SO, u intervalu 23-31 mg/L,
Sto se smatra tehnoloski optimalnim opsegom za o¢uvanje oksidativne stabilnosti crvenih vina bez
negativnog uticaja na senzorna svojstva. Ove vrednosti ukazuju na adekvatnu primenu sumporisanja
tokom vinifikacije i skladiStenja, sa ciljem zastite fenolnih jedinjenja i aromatskog profila vina od
oksidacije.

Analiza rezultata pokazuje da su vina iz berbe 2016. godine uglavnom imala veci sadrzaj
SO: u poredenju sa vinima proizvedenim 2015. godine. Ovakva pojava moze se objasniti kra¢im
vremenom odlezavanja mladih vina, zbog cega dolazi do manjeg smanjenja koncentracije
slobodnog sumpor-dioksida tokom skladistenja. Na njegovo postepeno troSenje utiCu reakcije
vezivanja sa fenolnim jedinjenjima, acetaldehidom, Se¢erima i drugim komponentama vina.

5.2. Ukupni SO,

Vrednosti ukupnog SO, pokazale su identiCan opseg kao i slobodni SO, (17,92-33,28
mg/L). Ovakav rezultat ukazuje naizuzetno nizak sadrzaj vezanog SO, u svim analiziranim
uzorcima vina.

S obzirom na to da ukupni SO, predstavlja zbir slobodnog i vezanog oblika, o¢ekivano je da
ukupne vrednosti budu znacajno viSe od vrednosti slobodnog SO, narocito kod starijih vina, gde je
tokom vremena dolazilo do vezivanja SO, za produkte oksidacije (pre svega acetaldehid) i fenolne
komponente.

Tabela 7. Ukupni SO,

Redni broj Naziv vina Ukupni SO,

1. Goriska brda Cabernet 2016 1,3x2x12,8=33,28 mg/l
2. Vipava 1894 Cabernet 2015 0,9x2x12,8=23,04 mg/l
3. Slovenska ISTRA Kabernet 2015 1,1x2x12,8=28,16 mg/l
4, Goriska brda Cabernet Merlot 2016 1,2x2x12,8=230,72 mg/l
5. Goriska brda Merlot 2016 0,8x2x12,8=20,48 mg/l
6. Mackov podrum Merlot 2015 0,7x2x12,8=17,92 mg/l
7. Dezelno vino PGO Merlot 2015 1,0x2x 12,8 =25,6 mg/l

8. Impresija Merlot 2015 1,0x2x12,8=25,6 mg/l

9. Belica Merlot 2016 1,2x2x12,8=230,72 mg/l
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Redni broj Naziv vina Ukupni SO,

10. Impresija Merlot 2016 1,3x2x12,8=233,28 mg/l
11. Diva Cabernet 2015 0,9x2x12,8=23,04 mg/l
12. Diva Cabernet 2016 1,0x2x12,8=25,6 mg/l

13. Impresija Cabernet 2015 0,9x2x12,8=23,04 mg/l
14. Rose Merlot 2016 0,9x2x12,8=23,04 mg/l
15. Impresija Cabernet 2016 0,8x2x12,8=20,48 mg/l
16. Vipava 1894 Merlot 2015 1,1x2x12,8=28,16 mg/l

Podudarnost vrednosti slobodnog i ukupnog SO, u svim uzorcima ukazuje na sledece
moguce Cinjenice:

- veoma mali udeo vezanog SO,,

- visok stepen reduktivne zastite vina tokom skladiStenja,

- mali sadrzaj oksidacionih produkata u vinu,

- ili ograni¢enja same Riperove metode u diferencijaciji slobodnog i ukupnog SO, u
crvenim vinima bogatim fenolima.

Poznato je da Riperova metoda u crvenim vinima moZe dovesti do precenjivanja vrednosti
slobodnog SO, usled interferencije fenolnih jedinjenja koja takode reaguju sa jodom. Ovo moze
objasniti identi¢nost dobijenih rezultata za slobodni i ukupni SO,.

Dobijene koncentracije SO, u svim vinima nalaze se znatno ispod maksimalno dozvoljenih
vrednosti propisanih medunarodnim enoloskim standardima (OIV 1 EU regulativa), koji za crvena
vina dozvoljavaju ukupni SO, do 150 mg/L. To potvrduje da su analizirana vina proizvedena uz
umerenu i kontrolisanu primenu sumpor-dioksida.

Sa enoloSkog aspekta, ovakve koncentracije slobodnog SO, obezbeduju zastitu antocijana i
tanina od oksidacije,oCuvanje boje 1 fenolne stabilnosti,inhibiciju razvoja nepozeljnih
mikroorganizama i ocuvanje aromatskog i senzornog profila vina.

Istovremeno, nizak nivo vezanog SO, ukazuje na dobar kvalitet sirovine i pravilno vodenu
fermentaciju bez znacajnog stvaranja acetaldehida, koji je glavni vezujuci agens za SO5.

Rezultati odredivanja slobodnog i ukupnog SO, metodom po Riperu pokazuju da su sva
analizirana vina u optimalnom tehnoloskom opsegu sumporisanja. Medutim, identi¢ne vrednosti
slobodnog i ukupnog SO, ukazuju na poznata ograni¢enja Riperove metode u analizi crvenih vina
bogatih fenolnim jedinjenjima, gde moze doci do interferencija tokom titracije.

Zbog toga se moze zakljuciti da Riperova metoda daje pouzdanu procenu ukupnog
antioksidativnog kapaciteta vina u smislu redoks sistema, ali njena sposobnost preciznog
razdvajanja slobodnog i vezanog SO, u crvenim vinima moze biti ograni¢ena.

73



Savremena dostignuca u oblasti analitiCke enologije potvrduju dobijene nalaze i ukazuju da
se za tacnu analizu vezanog SO, preporucuje primena aeraciono-oksidacionih i instrumentalnih
metoda.

5.3. Odredivanje antioksidativne aktivnosti vina

5.3.1. DPPH

DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) predstavlja stabilan slobodni radikal karakteristicne
ljubicaste boje, Cija je apsorpcija najizrazenija u podrucju oko 515 nm. Prisustvom jedinjenja sa
antioksidativnim svojstvima dolazi do redukcije ovog radikala, pri ¢emu nastaje odgovarajuéi
hidrazinski oblik svetlozute boje (Slika 22).

Sposobnost antioksidanasa da neutraliSu DPPH radikal moZe se procenjivati primenom
elektron-spin rezonance ili spektrofotometrijskim pracenjem promene apsorbance. Efekat reakcije
odreduje se na osnovu smanjenja intenziteta apsorpcije u opsegu talasnih duzina od 515 do 528 nm,
sve do uspostavljanja stabilne vrednosti.

NO2
/ Ph
e \ . /
ON—4 ) N—N: +  FDH + RO
Q\. / =N
\ o
NO»
DPPH-radikal flavonoid DPPH flavonoidni
(ljubi¢asta boja) (zuta boja) aroksilni
radikal

Slika 22. Redukcija DPPH radikala

Antiradikalska aktivnost predstavlja koli¢inu antioksidansa potrebnu da izazove smanjenje
pocetne koncentracije DPPH radikala za 50%, a ovaj parametar oznacava se kao ECso (Effective
Concentration 50). Za pravilno odredivanje ECso neophodno je da reakcija dostigne ravnotezno
stanje, odnosno fazu u kojoj daljih promena koncentracije vise nema.

Vrednost ECso odreduje se graficki, konstruisanjem zavisnosti procenta inhibicije DPPH
radikala (ili preostale koncentracije DPPH) od odnosa koncentracije antioksidansa i koncentracije
DPPH radikala. Na osnovu tako dobijene krive ocitava se koncentracija antioksidansa koja
obezbeduje 50% neutralizacije pocetne koli¢ine radikala.

1(%) = Ak-Aa/Ak X 100
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Antioksidativni potencijal analiziranih uzoraka vina procenjen je koriS¢enjem DPPH
metode, koja se zasniva na reakciji izmedu antioksidativnih komponenti vina i stabilnog slobodnog
radikala 1,1-difenil-2-pikrilhidrazila (DPPH). Prisustvo antioksidanasa dovodi do redukcije DPPH
radikala, §to se manifestuje smanjenjem intenziteta njegove karakteristi¢ne ljubicaste boje.

Stepen ove promene pracen je spektrofotometrijskim merenjem apsorbance pri talasnoj
duzini od 525 nm, pri ¢emu je smanjenje apsorbance bilo direktno povezano sa redukuju¢om
sposobnos¢u fenolnih 1 drugih antioksidativno aktivnih jedinjenja prisutnih u vinu. Dobijeni
rezultati prikazani su kao procenat inhibicije DPPH radikala (Tabela 8).

Tabela 8. Procenat inhibicije DPPH radikala

Redni Naziv vina X
broj

1. Goriska brda Cabernet 2016 1,64 %
2. Vipava 1894 Cabernet 2015 1,54 %
3. Slovenska ISTRA Kabernet 2015 0,678 %
4. Goriska brda Cabernet Merlot 2016 1,576 %
5. Goriska brda Merlot 2016 19%
6. Mackov podrum Merlot 2015 1,64 %
7. Dezelno vino PGO Merlot 2015 2,0%
8. Impresija Merlot 2015 2,0%
9. Belica Merlot 2016 3,7%
10. Impresija Merlot 2016 2,352 %
11. Diva Cabernet 2015 1,899 %
12. Diva Cabernet 2016 1,349 %
13. Impresija Cabernet 2015 1,479 %
14. Rose Merlot 2016 2,125 %
15. Impresija Cabernet 2016 1,802 %
16. Vipava 1894 Merlot 2015 1,608 %
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Vrednost procenata inhibicije kretale su se u rasponu od 0,678 % do 3,7 %, pri ¢emu su
uocene znacajne razlike u antiradikalskoj aktivnosti izmedu analiziranih uzoraka vina.
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Slika 23. DPPH grafici ispitivanih vina po redosledu iz tabele

Najniza vrednost inhibicije zabelezena je kod vina Slovenska ISTRA Cabernet 2015 (0,678
%), dok je najviSa vrednost utvrdena kod vina Belica Merlot 2016 (3,7 %). Vecina uzoraka
pokazuje vrednosti u intervalu 1,3-2,2 %, Sto ukazuje na umeren do izrazen antiradikalski kapacitet
tipi¢an za crvena vina bogata fenolnim jedinjenjima.

PoviSene vrednosti inhibicije kod pojedinih Merlot vina (npr. Dezelno vino PGO Merlot
2015, Impresija Merlot 2015, Impresija Merlot 2016) ukazuju na ve¢i sadrzaj jedinjenja sa
izrazenom redukuju¢om sposobnoscu, pre svega flavonoida, antocijana i tanina, koji su dominantni
nosioci antioksidativne aktivnosti u crvenim vinima.

U proseku, uzorci vina sorte Merlot ispoljili su nesto visi procenat inhibicije DPPH radikala
u poredenju sa Cabernet vinima iste berbe. Ovakva razlika moZe se povezati sa varijacijama u
fenolnom sastavu, pri ¢emu Merlot Cesto sadrzi vece koli¢ine lako ekstraktibilnih antocijana i
flavan-3-ola koji efikasno ucestvuju u reakciji sa DPPH radikalom.

Pored toga, uoCeno je da vina berbe 2016. godine generalno pokazuju izrazeniju
antiradikalsku aktivnost u odnosu na uzorke iz 2015. godine, §to se moZe objasniti kra¢im
vremenom odleZzavanja i time manjim stepenom oksidativne transformacije i razgradnje fenolnih
jedinjenja tokom skladisStenja.

DPPH test primarno meri sposobnost jedinjenja da doniraju vodonik ili elektron slobodnom
radikalu. U vinu, ovu sposobnost najviSe ispoljavaju antocijani,flavonoli,flavan-3-oli (katehini i
proantocijanidini) i fenolne kiseline.

Zbog toga se rezultati DPPH testa mogu direktno povezati sa ukupnim fenolnim sastavom i
potencijalom vina da neutraliSe slobodne radikale, $to je od velikog znacaja za oksidativnu
stabilnost vina, ali 1 za njegov bioloski antioksidativni potencijal.

S obzirom na to da je merenje vrSeno nakon postizanja stabilne faze reakcije (45 minuta),
rezultati predstavljaju realan prikaz dostignutog ,steady state” stanja reakcije izmedu DPPH
radikala 1 antioksidanasa iz vina. Kriterijum ponovljivosti (odstupanje manjih od 10 % izmedu
paralela) dodatno potvrduje pouzdanost dobijenih vrednosti.

78



Iako DPPH metoda ne daje informaciju o identitetu pojedinac¢nih antioksidanasa, ona
predstavlja pouzdanu, brzu i Siroko prihva¢enu metodu za procenu ukupne antiradikalske aktivnosti
vina.

Dobijeni rezultati jasno ukazuju da sva analizirana vina poseduju izrazen antiradikalski
kapacitet, sa znaCajnim varijacijama uslovljenim sortom grozda, berbom i verovatno tehnoloskim
postupcima tokom vinifikacije.

Najizrazenija aktivnost utvrdena je kod vina Belica Merlot 2016, §to ukazuje na izuzetno
visok sadrzaj redukujucih fenolnih jedinjenja. Sa druge strane, najniza aktivnost kod Slovenska
ISTRA Cabernet 2015 moze ukazivati na nizi sadrzaj ovih jedinjenja ili na veci stepen njihove
oksidativne transformacije tokom odlezavanja.

DPPH metoda se u ovom istrazivanju pokazala kao veoma koristan alat za komparativnu
procenu antioksidativnog potencijala vina i pruza znacajne informacije u korelaciji sa fenolnim
sastavom 1 oksidativnom stabilno$¢u analiziranih uzoraka.

5.3.2. ABTS/TEAC metoda odredivanja

Antioksidativni kapacitet ispitivanih vina odreden je primenom TEAC (ABTS) metode,
zasnovane na redukciji stabilnog ABTS<* katjonskog radikala u prisustvu antioksidanasa prisutnih u
vinu. Intenzitet dekolorizacije, praten na 734 nm nakon 6 minuta reakcije, koriS¢en je za
konstrukciju kalibracionih krivih 1 izratunavanje TEAC vrednosti izraZenih kao mmol/L Trolox
ekvivalenata.

Tabela 9. Vrednosti koeficijenta pravca (SLOPE)

Redni Naziv vina SLOPE
broj
1. Goriska brda Cabernet 2016 1098,78
2. Vipava 1894 Cabernet 2015 971,34
3. Slovenska ISTRA Kabernet 2015 909,79
4. Goriska brda Cabernet Merlot 2016 890,621
5. Goriska brda Merlot 2016 650,07
6. Mackov podrum Merlot 2015 894,59
7. Dezelno vino PGO Merlot 2015 858,25
8. Impresija Merlot 2015 974,57
9. Belica Merlot 2016 766,42
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Redni Naziv vina SLOPE

broj
10. Impresija Merlot 2016 782,30
11. Diva Cabernet 2015 1282,98
12. Diva Cabernet 2016 1114,49
13. Impresija Cabernet 2015 1052,23
14, Rose Merlot 2016 733,13
15. Impresija Cabernet 2016 1008,03
16. Vipava 1894 Merlot 2015 899,19

U Tabeli 10 prikazani su izracunati TEAC parametri, kao i odgovaraju¢e vrednosti
koeficijenta pravca (slope) za analizirana vina.

Tabela 10. Slop i TEAC vrednosti vina

Vino Slope TEAC (mmol/L Trolox)
Goriska brda Cabernet 2016 1098.78 31.11
Vipava 1894 Cabernet 2015 971.34 27.50
Slovenska ISTRA Kabernet 2015 909.79 25.80
Goriska brda Cabernet Merlot 2016 890.62 25.20
Goriska brda Merlot 2016 650.07 18.40
Mackov podrum Merlot 2015 894.59 25.33
Dezelno vino PGO Merlot 2015 858.25 24.30
Impresija Merlot 2015 974.57 27.60
Belica Merlot 2016 766.42 21.70
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Vino Slope TEAC (mmol/L Trolox)

Impresija Merlot 2016 782.30 22.15
Diva Cabernet 2015 1282.98 36.30
Diva Cabernet 2016 1114.49 31.60
Impresija Cabernet 2015 1052.23 29.80
Rose Merlot 2016 733.13 20.80
Impresija Cabernet 2016 1008.03 28.50
Vipava 1894 Merlot 2015 899.19 25.50
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Slika 24. Grafici TEAC vrednosti po redosledu vina iz tabele

Na graficima se uo¢ava potpuna podudarnost trenda slope vrednosti i TEAC vrednosti, $to
potvrduje validnost primenjene metode i tacnost proracuna.

Dobijeni rezultati jasno pokazuju znacajne razlike u antioksidativnom kapacitetu izmedu
ispitivanih vina, koje su u direktnoj vezi sa sortom grozda (Cabernet vs Merlot), godinom berbe,
tehnologijom vinifikacije, duzinom maceracije i ekstrakcijom fenolnih jedinjenja.

Najvise TEAC vrednosti zabelezene su kod vina sorte Cabernet Sauvignon, posebno:

- Diva Cabernet 2015 (36.30 mmol/L)
- Diva Cabernet 2016 (31.60 mmol/L)
- Goriska brda Cabernet 2016 (31.11 mmol/L)

Ovo je u potpunoj saglasnosti sa literaturom, jer Cabernet sorta sadrzi ve¢e koncentracije
flavan-3-ola, proantocijanidina, resveratrola i antocijana, koji imaju izrazenu sposobnost
neutralizacije ABTSe" radikala putem mehanizma prenosa elektrona (SET mehanizam).

Merlot vina pokazuju nize TEAC vrednosti, posebno:

- Goriska brda Merlot 2016 (18.40 mmol/L)
- Rose Merlot 2016 (20.80 mmol/L)

Razlog lezi u manjoj ekstrakciji fenolnih jedinjenja, nizem sadrzaju tanina i kracoj
maceraciji kod roze vina.
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Kod vecine analiziranih proizvodaca primeceno je da vina berbe 2015. godine ispoljavaju
visi antioksidativni kapacitet u poredenju sa vinima iz 2016. godine. Ova razlika moZze se dovesti u
vezu sa specificnim klimatskim uslovima tokom vegetacione sezone, veéim stepenom fenolne
zrelosti grozda, kao i povoljnim odnosom $ecera i kiselina u fazi sazrevanja. Ovaj efekat je posebno
izrazen kod vina Diva i Impresija.

Linearno slaganje trendova slope i TEAC vrednosti potvrduje da kinetika redukcije ABTSe*
radikala direktno odrazava koncentraciju i reaktivnost fenolnih antioksidanasa u vinu. Ovo je vazan
metodoloski zakljuc¢ak za disertaciju jer potvrduje reproduktivnost i pouzdanost TEAC metode u
analizi vina.

Uoceno je da Cabernet vina ispoljavaju izrazeniji kapacitet antioksidativnosti u poredenju sa
vinima sorte Merlot, pri ¢emu je razlika potvrdena kao statisticki znacajna. Vina iz 2015. godine
pokazuju ve¢i TEAC u odnosu na 2016. Roze vino pokazuje ocekivano najnize vrednosti zbog
minimalne ekstrakcije fenola. Postoji direktna proporcionalnost izmedu kinetike reakcije (slope) 1
TEAC vrednosti. TEAC metoda se pokazala kao pouzdan indikator ukupnog fenolnog i
antioksidativnog potencijala vina.

Radi dublje interpretacije dobijenih TEAC vrednosti izvrSena je statisticka obrada podataka
kroz analizu korelacije izmedu slope i TEAC vrednosti, poredenje srednjih vrednosti prema sorti
vina, poredenje srednjih vrednosti prema godini proizvodnje 1 rangiranje vina prema
antioksidativnom kapacitetu.

Korelacija slope i TEAC vrednosti

Dobijen je koeficijent korelacije:
r=0.99998

Ova gotovo savr$ena linearna korelacija potvrduje da je kinetika redukcije ABTSe" radikala
(slope) direktno proporcionalna ukupnom antioksidativnom kapacitetu izrazenom kroz TEAC
vrednost.

Ovaj rezultat predstavlja snaznu metodolosku potvrdu pouzdanosti TEAC metode u analizi
vina.

Cabernet vina pokazuju u proseku ~27% veci antioksidativni kapacitet u odnosu na Merlot
vina.

Ova razlika je posledica veéeg sadrzaja tanina,proantocijanidina, antocijana i
resveratrolakarakteristi¢nih za Cabernet sortu.

U proseku, vina berbe 2015. godine ostvarila su oko 11% visi antioksidativni kapacitet u
poredenju sa vinima iz 2016. godine, §to moze ukazivati na povoljnije agroklimatske uslove za
biosintezu fenolnih jedinjenja tokom te vegetacione sezone.

Najveci antioksidativni kapacitet imaju:
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- Diva Cabernet 2015 — 36.30 mmol/L

- Diva Cabernet 2016 — 31.60 mmol/L

- Goriska brda Cabernet 2016 — 31.11 mmol/L
- Impresija Cabernet 2015 — 29.80 mmol/L

- Impresija Cabernet 2016 — 28.50 mmol/L

Najnize vrednosti:

- GoriSka brda Merlot 2016 — 18.40 mmol/L
- Rose Merlot 2016 — 20.80 mmol/L

Dobijeni rezultati jasno potvrduju da na antioksidativni kapacitet vina dominantno uticu na
sortu  grozda (genetski  potencijal  sinteze  fenola), godinu berbe (uticaj  klimatskih
faktora),tehnologiju vinifikacije (duzina maceracije i ekstrakcija) i tip vina (crveno vs roze).

TEAC metoda se pokazala izuzetno osetljivom na ove razlike i moze se smatrati pouzdanim
indikatorom ukupnog fenolnog potencijala vina.

U cilju sveobuhvatne procene antioksidativnog potencijala ispitivanih vina, primenjene su
tri komplementarne metode:

- TEAC (ABTS) metoda zasnovana na redukciji ABTSe* radikala putem prenosa
elektrona (SET mehanizam),

- DPPH metoda zasnovana na neutralizaciji DPPHe radikala kombinacijom prenosa
elektrona i atoma vodonika (SET/HAT mehanizam),

- TPC metoda (ukupni fenoli) zasnovana na redukcionoj sposobnosti fenolnih
jedinjenja prema Folin—Ciocalteu reagensu.

Ove metode ne mere identican fenomen, ve¢ razliCite aspekte antioksidativnog ponasanja
fenolnih jedinjenja u vinu.

Vina sa najve¢im sadrzajem ukupnih fenola (TPC) ujedno pokazuju i1 najvise TEAC
vrednosti, posebno Cabernet vina kao §to su:

- Diva Cabernet 2015
- Diva Cabernet 2016
- QGoriska brda Cabernet 2016

Ova pojava je o€ekivana jer veca koncentracija flavan-3-ola, tanina i antocijana znaci veci
broj dostupnih OH grupa, vise OH grupa — veca sposobnost prenosa elektrona — veéa redukcija
ABTS" radikala.Zato se u literaturi TEAC metoda smatra najboljim pokazateljem ukupnog
fenolnog potencijala vina.

Takode postoji dobra korelacija izmedu TEAC i DPPH metoda, primecuju se razlike kod
pojedinih vina, posebno kod Merlot i Rose vina. Razlog lezi u hemijskoj prirodi DPPH radikala.
DPPH je stericki zaprecen radikal rastvorljiv u organskim rastvaraCima,sporije reaguje sa vecim
molekulima (polimerni tanini), osetljiviji je na male fenole (katehin, epikatehin, galna kiselina).
Nasuprot tome, ABTSe<" radikal je rastvorljiv i u vodi i u organskim rastvara¢ima, reaguje sa
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razli¢itim klasama antioksidanasa, nezavisno od njihove molekulske mase, i na taj nac¢in omogucava
§iri 1 realniji uvid u ukupni antioksidativni kapacitet vina. Zato TEAC cesto daje vise vrednosti od
DPPH kod vina bogatih taninima (Cabernet).

TPC metoda ne pravi razliku izmedufenola visoke reaktivnosti (npr. galna kiselina) i fenola
niske reaktivnosti (polimerni tanini). Zbog toga vina mogu imativisok TPC, a relativno nizi DPPH
rezultat. Ovo je narocito izrazeno kod vina sa ve¢im udelom kondenzovanih tanina, gde DPPH ne
uspeva da u potpunosti reaguje sa svim fenolnim strukturama.

Cabernet sorta sadrzi Visok nivo proantocijanidina,visok nivo antocijana, visok sadrZaj
resveratrola i kompleksne polifenolne strukture sa velikim brojem OH grupa. Ove strukture daju
visoke TPC vrednosti (velika koli¢ina fenola),visoke TEAC vrednosti (efikasan prenos elektrona)i
visoke DPPH vrednosti (donacija H-atoma).

Rose vino i pojedina Merlot vina pokazujunize TPC,znatno nize TEAC i DPPH
vrednosti.Razlog nije samo sorta, veckraca maceracija,slabija ekstrakcija pokoZice i semenki,manja
koncentracija tanina i antocijana. Ovo jasno potvrduje uticaj tehnologije proizvodnje na
antioksidativni potencijal.

Kombinovana primena TEAC, DPPH i TPC metoda omogucava kvantifikaciju ukupnih
fenola (TPC),procenu njihove reaktivnosti prema razli¢itim radikalima (TEAC i DPPH) i
razumevanje hemijske prirode antioksidativnog sistema vina. Nijedna metoda pojedina¢no ne daje
kompletnu sliku, ali zajedno pruzaju potpun uvid u antioksidativni potencijal vina.

5.3.3. Odredivanje redukcionog antioksidativnog kapaciteta primenom Frap metode

FRAP metoda predstavlja spektrofotometrijski postupak koji se zasniva na redukciji
kompleksa Fe(ll1)-TPTZ (feri-tripiridiltriazin), karakteristiécnog zutog obojenja, u uslovima kisele
sredine (pH 3,6). U prisustvu antioksidanasa koji imaju sposobnost doniranja elektrona dolazi do
formiranja Fe(l1)-TPTZ kompleksa, koji je intenzivno plave boje i pokazuje maksimalnu apsorpciju
na 593 nm.

Dobijeni signal, odnosno vrednost apsorbance, raste linearno sa porastom koncentracije
antioksidativnih jedinjenja u ispitivanom rastvoru. Za potrebe kalibracije najceS¢e se koriste
standardi kao Sto su Trolox, askorbinska kiselina i FeSQOa.

FRAP jedinica definiSe se kao koli¢ina antioksidansa koja je potrebna da se redukuje 1 mol
Fe(IIT) u Fe(Il), pri ¢emu su FRAP ekvivalenti za askorbinsku kiselinu i Trolox jednaki 2,0. Ovaj
sistem reakcije nije selektivan iskljucivo za fenolna jedinjenja, jer i druge redoks aktivne supstance
sa redoks potencijalom nizim od Fe(III)/Fe(I)-TPTZ para (E° < 0,70 V) mogu doprineti redukciji i
nastanku Fe(I)-TPTZ kompleksa.
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Tabela 11. Frap vrednosti

Redni Naziv vina FRAP
broj

1. Goriska brda Cabernet 2016 38,9 mmol/I

2. Vipava 1894 Cabernet 2015 33,28 mmol/Il
3. Slovenska ISTRA Kabernet 2015 40,35 mmol/Il
4, Goriska brda Cabernet Merlot 2016 29,04 mmol/I
5. Goriska brda Merlot 2016 24,79 mmol/Il
6. Mackov podrum Merlot 2015 19,14 mmol/l
7. Dezelno vino PGO Merlot 2015 25,50 mmol/I
8. Impresija Merlot 2015 18,43 mmol/Il
9. Belica Merlot 2016 47,42 mmol/l
10. Impresija Merlot 2016 41,06 mmol/Il
11. Diva Cabernet 2015 29,74 mmol/I
12. Diva Cabernet 2016 28,33 mmol/Il
13. Impresija Cabernet 2015 38,23 mmol/I
14, Rose Merlot 2016 27,62 mmol/I
15. Impresija Cabernet 2016 31,16 mmol/Il
16. Vipava 1894 Merlot 2015 41,06 mmol/Il

Vrednosti FRAP testa dobijene u okviru ispitivanja bile su u rasponu od 18,43 do 47,42
mmol/L, pri ¢emu je uocena izrazena varijabilnost u ukupnom antioksidativnom kapacitetu izmedu

analiziranih uzoraka vina.

Najvise FRAP vrednosti pokazali su uzorci:

Belica Merlot 2016 — 47,42 mmol/L
Impresija Merlot 2016 — 41,06 mmol/L
Vipava 1894 Merlot 2015 — 41,06 mmol/L
Slovenska Istra Cabernet 2015 — 40,35 mmol/L

Najnize vrednosti zabelezene su kod:

- Impresija Merlot 2015 — 18,43 mmol/L

- Mackov podrum Merlot 2015 — 19,14 mmol/L

Ovako Sirok opseg vrednosti jasno ukazuje da je redukciona mo¢ vina snazno
uslovljena sortom grozda, godinom berbe, poreklom vina i tehnoloSkim postupcima vinifikacije.
Vina iz berbe 2016. godine u vecini slucajeva pokazuju visSe FRAP vrednosti u odnosu na berbu
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2015, sto moze biti posledica povoljnijih agroekoloskih uslova koji su omogucili ve¢u biosintezu
fenolnih jedinjenja u pokozici grozda.

Uoceno je da pojedini uzorci Merlot vina ispoljavaju vise FRAP vrednosti u poredenju sa
Cabernet vinima, §to moze biti povezano sa bogatijim sadrzajem ekstraktivnih fenolnih jedinjenja,
kao i intenzivnijim procesom maceracije primenjenim tokom njihove proizvodnje.

Tabela 12. Korekcija FRAP-a u SO, rastvorima

Redni Naziv vina Korigovani FRAP
broj
1. Goriska brda Cabernet 2016 0,266
2. Vipava 1894 Cabernet 2015 0,055
3. Slovenska ISTRA Kabernet 2015 0,119
4, Goriska brda Cabernet Merlot 2016 0,300
5. Goriska brda Merlot 2016 0,081
6. Mackov podrum Merlot 2015 0,072
7. Dezelno vino PGO Merlot 2015 0,202
8. Impresija Merlot 2015 0,275
9. Belica Merlot 2016 0,113
10. Impresija Merlot 2016 0,240
11. Diva Cabernet 2015 0,095
12. Diva Cabernet 2016 0,171
13. Impresija Cabernet 2015 0,012
14, Rose Merlot 2016 0,114
15. Impresija Cabernet 2016 0,016
16. Vipava 1894 Merlot 2015 0,196

Poznato je da sumpor-dioksid, kao snazan redukciono-aktivni agens, reaguje sa Fe(lll)—
TPTZ kompleksom i doprinosi povecanju izmerene FRAP vrednosti, iako ne pripada fenolnim
antioksidansima. Zbog toga je izvrSena korekcija FRAP rezultata u rastvorima SO, kako bi se
izdvojio realni doprinos fenolnih jedinjenja ukupnoj antioksidativnoj aktivnosti.

Nakon korekcije, dobijene vrednosti (0,012—0,300) ukazuju na razlicit stepen interferencije
SO, u pocetnim merenjima.
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Najveci uticaj SO, uocen je kod:

- Goriska brda Cabernet Merlot 2016 — 0,300
- Impresija Merlot 2015 - 0,275
- Goriska brda Cabernet 2016 — 0,266

Najmanji uticaj SO, zabelezen je kod:

- Impresija Cabernet 2015 — 0,012
- Impresija Cabernet 2016 — 0,016

Ovi rezultati pokazuju da kod pojedinih vina znacajan deo ukupne FRAP vrednosti potice
od slobodnog i vezanog SO,, dok je kod drugih vina redukciona sposobnost gotovo u potpunosti
posledica fenolnih antioksidanasa.

FRAP metoda meri sposobnost uzorka da redukuje Fe(l1l) jone, pa je direktno povezana sa
prisustvom jedinjenja sa nizim redoks potencijalom od Fe(III)/Fe(II) para (E° < 0,70 V). U vinima
tu ulogu primarno imaju antocijani,flavan-3-oli,tanini,fenolne kiseline,SO, i askorbinska kiselina.

PoviSene FRAP vrednosti zabelezene kod uzoraka Belica Merlot 2016 i Impresija Merlot
2016 mogu se povezati sa ve¢im ukupnim sadrzajem fenolnih jedinjenja u tim vinima. Ovakvi
rezultati su u skladu sa literaturom koja navodi da crvena vina proizvedena uz intenzivniju
maceraciju 1 sa viSim udelom taninskih komponenti obi¢no pokazuju izraZeniju sposobnost
redukcije i ve¢i antioksidativni kapacitet.

Sa druge strane, niske vrednosti kod uzoraka Impresija Merlot 2015 i Mackov podrum
Merlot 2015 mogu biti posledica krace maceracije,nizeg sadrzaja  ekstraktivnih
materija,oksidativnih promena tokom sazrevanja i veceg uticaja tehnoloskih faktora nego sortnih
karakteristika.

Korekcija na SO, je pokazala da je kod pojedinih uzoraka FRAP metoda precenjivala
antioksidativni kapacitet zbog prisustva sumpor-dioksida. Ovo potvrduje da je FRAP metoda
osetljiva na nefenolne reduktorei da je korekcija na SO, neophodna za realnu procenu
antioksidativnog potencijala koji potice isklju€ivo od fenolnih jedinjenja.

Rezultati FRAP analize ukazuju na znacajne razlike u redukcionoj sposobnosti izmedu
ispitivanih vina, koje su uslovljene sortom, godinom berbe, poreklom i tehnoloskim postupcima.
Nakon korekcije na SO,, potvrdeno je da je kod ve¢ine uzoraka dominantan doprinos fenolnih
jedinjenja ukupnoj antioksidativnoj aktivnosti, dok je kod pojedinih vina znacajan deo FRAP
vrednosti posledica prisustva sumpor-dioksida.

FRAP metoda se pokazala kao pouzdan indikator ukupnog redukcionog kapaciteta vina, ali
uz obaveznu korekciju na SO, kako bi se dobila realna slika fenolnog antioksidativnog potencijala.

5.4. Kombinovana HPLC-DAD i LC-MS/MS karakterizacija fenolnih jedinjenja

Kvalitativna 1 kvantitativna analiza pojedina¢nih fenolnih jedinjenja u uzorcima vina i
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komine sprovedena je primenom HPLC-DAD i LC-MS/MS tehnika, uz upotrebu visokoefikasne
tecne hromatografije. Razdvajanje komponenti izvrSeno je na reverzno-faznim C18 kolonama u
uslovima gradijentnog eluiranja, ¢ime je omoguceno efikasno razdvajanje kompleksne smesSe
fenolnih jedinjenja.

Detekcija je realizovana pri talasnim duzinama karakteristi¢nim za razli¢ite grupe jedinjenja
(fenolne kiseline, flavonoide i antocijane), $to je omogucéilo pouzdanu identifikaciju i kvantifikaciju
u slozenoj matrici vina (Benzie L.F.F., Strain J.J., 1996; Re R. et al., 1999; Brand-Williams W.,
Cuvelier M.E., Berset C., 1995; Prior R.L., Wu X., Schaich K., 2005).

Ovakav analiticki pristup omogucava visok stepen rezolucije pri razdvajanju komponenti, uz
pouzdano prepoznavanje i tatno odredivanje koncentracija fenolnih jedinjenja u slozenoj vinskoj
matrici, koja sadrzi veliki broj medusobno sli¢nih bioaktivnih supstanci.

Analize su sprovedene na HPLC sistemu opremljenom binarnom pumpom, autosamplerom,
termostatiranom kolonom i diode-array detektorom. Kao stacionarna faza koris¢ena je reverzno-
fazna C18 kolona, koja se standardno primenjuje u analizi polifenola u vinu zbog dobre retencije i
efikasnog razdvajanja jedinjenja razlicite polarnosti.

Za odredivanje fenolnog profila vina primenjena je interno razvijena HPLC metoda, u kojoj
su koriS¢ena dva sistema mobilnih faza za efikasno razdvajanje komponenti. Mobilnu fazu A ¢inila
je smesa vode i mravlje kiseline (95:5, v/v), dok je mobilna faza B bila sastavljena od acetonitrila,
mravlje kiseline i vode u odnosu 80:5:15 (v/v).

Eluacija je sprovedena gradijentnim reZimom: u intervalu 0-28 min sadrzaj faze B se
povecéavao od 0 do 10%, zatim od 28—-35 min od 10 do 25%, od 35-40 min od 25 do 50%, dok je u
periodu 40-45 min povecan na 50-80%, nakon Cega je u poslednjih 10 min vra¢en na pocetne
uslove. Protok mobilne faze odrZavan je na 0,8 mL/min, dok je kolona termostatirana na 30 °C.

Uzorci zapremine 5 pL injektovani su pomocu autosamplera, a prethodno su filtrirani kroz
celulozne filtere poroznosti 0,45 um (Radovanovi¢ i sar., 2010a, 2010b, 2012b). Detekcija eluata
vrsena je UV/DAD detektorom na 280, 320 i 360 nm, kao i fluorescentnim detektorom pri
ekscitaciji/emisiji 275/322 nm.

Identifikacija pojedina¢nih fenolnih jedinjenja izvrSena je poredenjem retencionih vremena i
spektralnih karakteristika sa autenticnim standardima. U analizi su koriS¢eni standardi fenolnih
kiselina, flavonoida i stilbena, ukljucuju¢i galnu, vanilinsku, siringinsku, trans-kafeinsku, trans-
kumarnu, kafenu, hlorogensku, ferulnu i elaginsku kiselinu, zatim trans-resveratrol, katehin,
epikatehin, epigalokatehin-galat, procijanidin B2, kvercetin i njegove derivate, rutin, miricetin,
morin, kamferol, luteolin, apigenin, naringin, kao i antocijane malvidin-3-O-glukozid i cijanidin-3-
glukozid.

Kalibracione krive konstruisane su na osnovu odnosa povrSine pika 1 koncentracije
standarda, a dobijeni modeli koriS¢eni su za kvantifikaciju analiziranih jedinjenja. Rezultati su
izrazeni kao mg/L (Tabela 13).
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Tabela 13. Sadrzaj fenolnih kiselina, flavonoida i antocijanina (mg/L + SD) u vinima sorte

Cabernet
Jedinienie Slovenska Vipava Diva Diva Impresi Impresi Goriska
Jens Istra2015 18942015 2015 2016  ja2015  ja2016  brda 2016
- 9.84+ 11.66x  4.26x£0.0 3.03+£0.0
Galna kiselina 4.76x0.08 4.61+0.03 0.02 0.02 1 5 5.10+0.02
Hlorogenska 1864001 25.04+0.0 26.90 36.35+  13.15+0.  15.59+0.  19.62+0.0
kiselina R 6 +0.05 0.06 01 05 6
Vanilinska 10.95 1439+  3.26x£0.0 2.62+0.0 17.2920.0
kiselina 1086006 7.06:003 504 003 1 1 6
Kafena 10.23 24.52+ 2.70£0.0
+ + +
Kiselina 2.71+£0.01 6.43+0.03 +0.04 0.05 NA 1 4.86+0.02
Siringinska 11.77+0.0 13.99 4140+  6.10+0.0 7.03+£0.0
kiselina 12.16:0.03 £003 006 1 3 4.37£0.02
4 18.11 2153+ 2.35x00 1.31%0.0
hidroksicimet 7.36x£0.01 2.18+0.02 ' T DA R 3.21+£0.02
- +0.04 0.05 1 1
na kiselina
Ferulna 13.45 33.77+
Kiselina 2.98+0.01 NA +0.05 0.04 NA NA 1.16+0.01
Sinapinska 47.84 70.92+ 1.70£0.0  3.04+0.0
+ + +
Kiselina 2.06+£0.01 8.54+0.02 +0.08 0.07 1 1 5.48+0.03
6.99+ 21.07+  2.29%0.0 2.02+£0.0
+ + +
Resveratrol 1.81+0.01 2.12+0.02 0.03 0.03 1 1 3.62+0.02
. 45,54 162.00 0.88+0.0  4.50+0.0 35.17+0.0
+
Rutin NA 4.27+0.03 +0.04 +0.09 1 9 5
- 8.39+ 38.56+ 1.31+0.0
Naringin 1.92+0.01 NA 0.03 0.04 NA 1 NA
+
Miricetin NA NA NA 36628_ NA NA NA
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Jedinienie Slovenska Vipava Diva Diva Impresi Impresi Goriska
Jens Istra2015 18942015 2015 2016  ja2015  ja2016  brda 2016
. 2.68+ 37.43%
Kvercetin NA NA 0.01 0.03 NA NA NA
5.1 151+  495:0 1.41:00 1.410.0
trinidroksiflav 2.51+0.02 1.41+0.01 1.41+0.01
0.01 .02 1 1
anon
. 3.85+ 6.97t0  4.36x0.0 2.24+0.0
+ + +
Apigenin 1.75+0.01 1.31+0.01 0.03 03 5 1 3.78+0.02
10.51+0.0 5.98+ 1545+  3.36x0.0 12.780.
+ +
Kempferol 10.46+0.03 6 0.03 0.06 ) 05 4.37+0.02
. 1.19+ 1.21+0 1.19+0.0 1.27+0.0
Hrizsin 1.25+0.01 1.24+0.01 0.01 o1 1 1 1.15+0.01
. 12.33+0.0 18.73 13.33% 11.93%0. 15.97+0. 18.12+0.0
+
Katehin 15.30+0.05 3 +0.05 0.04 02 03 5
. . 11.62 20.61+ 1.36+£0.0 2.99+0.0
+ + +
Epikatehin 8.08+0.04 7.32+0.03 +0.03 0.03 1 1 9.35+0.03
Epikatehin- 88.66:40.07 86.36+0.0 93.70 100.77 74.98+0. 76.15+0. 132.76x0.
galat 8 +0.09 +0.09 08 08 09
Cijanidin-3- 19.29+0.0 9.25+ 78.07x  4.70%0.0 8.20+£0.0
+ +
glukozid 8.9620.03 6 0.03 0.07 2 3 7:31x0.06
Cijanidin-3- 14.99+0.0 15.10 13.19+ 11.21+0. 18.09+0.
+ +
soforozid 15.7520.04 5 +0.04  0.04 04 04 9.06+0.07
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Table 14. Sadrzaj fenolnih kiselina, flavonoida i antocijanina (mg/L + SD) u vinima sorte Merlot

L. Mackov Vipava Dezeln Impr Impr Ros Beli Gorisk Gorisk
Jedinjen i .. .. e ca

o podrum 1894 0 Vvino esija esija 201 201 a brda a brda
] 2015 2015 2015 2015 2016 6 6 2016 2015
Galna 9.51 2.32 3.00 954 271 2% 753 961 6.96
kiselina 0

Hloroge

nska 29.25 2271 1286 427 1615 g.o 59'3 9.01 24.80
kiselina

Vanilins

ka 3.89 6.86 2.38 1450  5.04 ;'8 (1)1'5 26.13 5.54
kiselina

Kafena NA 33.70 7.16 8.17 1589 38 229 45gg 14.16
kiselina 8 9

Siringins 20.9

ka 8.94 24.25 2.66 454 2315 NA g 12.33 NA
kiselina

p_ -

Kumarin ¢ o9 23.08 NA 7.89 203 20 127 A 15.94
ska 5 2

kiselina

Ferulna g o9 39.40 NA 1715 2035 NA °  pNa 8.49
kiselina 4

Sinapins

ka 125.66 85.21 1.27 53.74  88.38 2'5 ‘;’7'9 5.05 NA
kiselina

S)‘isverat 2.48 3.22 3.02 556  7.66 1'6 202 1.80 1.61
Rutin 51.75 11397 083 4162 5553 2'6 25'6 35.90 37.70
Naringin ~ 24.85 NA 1.14 4.89 1746 NA 739 NA NA
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- Mackov  Vipava  DezZeln Impr Impr Ros Beli Gorisk Gorisk
Jedinjen i .. .. e ca

o podrum 1894 0 vino esija esija 201 201 abrda a brda

] 2015 2015 2015 2015 2016 ; : 2016 2015

1
r':’“”ce“ 4.72 5.85 NA NA NA NA 366 1.89 NA
r'f"erce“ 12.45 NA NA NA NA NA 19'5 NA NA
r’:'i‘;””ge 3.41 9.65 2.44 1.68 1.41 1'4 080 1.64 1.41
'r?p'ge”' 13.24 9.67 3.07 2.42 211 2'7 697 416 131
*;Iempfer 7.49 7.82 5.00 2364  9.07 g'7 497 480 9.81
Hrizsin ~ ~1.2 ~1.2 ~1.2 ~1.1 ~1.2 ;1' ~12  ~12 ~1.2
. 19. 176

Katehin  23.14 20.00 18.91 2319 1422 o 17.59 10.65
E]p'kawh 22.07 22.73 4.41 8.58 11.34 3'8 30'3 14.56 NA
Epikateh 45 39 99.75 11001 6352 5838 22 907 A 89.07
in-galat 22 5
Cijanidi
n-3- 27.69 2749 445 9.73 16.38 2'9 26'6 22.73 23.40
glukozid
Cijanidi
n-3- 14.78 15.13 10.91 29.14 13.14 12. 16.8 13.10 13.35
soforozi 99 3
d
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Primenom HPLC-DAD i LC-MS/MS tehnika omoguéena je pouzdana identifikacija i
kvantifikacija Sirokog spektra fenolnih jedinjenja u vinima sorti Cabernet i Merlot. Dobijeni
rezultati ukazuju na izrazite razlike u fenolnom profilu izmedu uzoraka, koje su posledica sortnih
karakteristika, godine berbe, ali i tehnoloskih postupaka tokom vinifikacije.

Kod Cabernet vina posebno se izdvaja uzorak Diva 2016, koji pokazuje viSestruko vece
koncentracije gotovo svih hidroksicimetnih kiselina: siringinske (41.40 mg/L), p-kumarinske (21.53
mg/L), ferulne (33.77 mg/L) i narocito sinapinske kiseline (70.92 mg/L). Ovakav profil ukazuje na
intenzivnu ekstrakciju iz pokozice i semenki tokom maceracije.

Kod Merlot vina ekstremno visoke vrednosti sinapinske kiseline uoCene su u
uzorku Mackov podrum 2015 (125.66 mg/L) i Vipava 1894 2015 (85.21 mg/L), §to potvrduje da je
ova kiselina znacajan marker fenolne zrelosti i intenziteta ekstrakcije kod ove sorte.

Hlorogenska i kafena kiselina pokazuju velike varijacije izmedu uzoraka, Sto je u direktnoj
vezi sa oksidacionim procesima i enzimatskom aktivno$éu tokom prerade grozda.

Flavonoli (rutin, kvercetin, miricetin, kempferol) pokazuju izrazite razlike izmedu uzoraka 1
godina.U Cabernet vinima, Diva 2016 sadrzi izuzetno visoke koncentracije rutina (162 mg/L) i
kvercetina (37.43 mg/L), $to jasno ukazuje na snaznu ekstrakciju iz pokozice, jer su flavonoli
primarno lokalizovani u pokozici bobice.

Sli¢an trend se uocava kod Merlot vina: Vipava 1894 2015 ima cak 113.97 mg/L rutina,
dok Belica 2016 sadrzi visok naringin (73.01 mg/L) i kvercetin (19.51 mg/L).Ove vrednosti su
direktno povezane sa antioksidativnim potencijalom, §to se poklapa sa rezultatima FRAP, DPPH 1
ABTS metoda iz drugih delova rada.

Epikatehin-galat je dominantno jedinjenje u svim uzorcima, i kod Caberneta i kod Merlota.
Najveca koncentracija zabelezena je u Goriska brda Cabernet 2016 (132.76 mg/L) i Dezelno vino
Merlot 2015 (110.91 mg/L).Ova jedinjenja poticu prvenstveno iz semenki grozda i predstavljaju
klju¢ne nosioce antioksidativne aktivnosti i potencijala za starenje vina.

Najveca koncentracija cijanidin-3-glukozida u Cabernet vinima zabeleZena je kod Diva
2016 (78.07 mg/L), Sto ukazuje na izuzetno visok ekstrakt bojenih materija.

Kod Merlota, visoke vrednosti ovog antocijana prisutne su u viSe uzoraka (Mackov podrum,
Vipava, Belica, Goriska brda), §to potvrduje sortnu predispoziciju Merlota za visok sadrzaj
antocijana.Znatno veée koncentracije resveratrola u uzorcima Diva 2016 (21.07 mg/L) i Impresija
2016 Merlot (7.66 mg/L) ukazuju na stresne uslove tokom sazrevanja grozda i pojac¢anu biosintezu
stilbena.

Dobijeni podaci ukazuju da uzorci vina koji sadrze visSe koncentracije flavonola, flavan-3-
ola 1 hidroksicimetnih kiselina istovremeno ispoljavaju i izraZeniji antioksidativni kapacitet, $to je u
saglasnosti sa rezultatima dobijenim primenom spektrofotometrijskih metoda:

- Diva Cabernet 2016
- Mackov podrum Merlot 2015
- Vipava 1894 Merlot 2015
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- QGoriska brda Cabernet 2016

Kod ovih vina uocava se sinergijski efekat visoke koncentracije razlicitih klasa fenolnih
jedinjenja, Sto direktno utice na stabilnost boje, sposobnost starenja i biolosku vrednost vina.

HPLC-DAD/LC-MS/MS analiza se pokazala kao klju¢na metoda za detaljno razumevanje
fenolnog profila vina 1 potvrdu rezultata dobijeninh spektrofotometrijskim metodama
antioksidativnosti.

5.4.1. Hromatografski uslovi

Efikasno razdvajanje fenolnih kiselina, flavonoida, stilbena i antocijana postignuto je
koriS¢enjem reverzno-fazne C18 kolone dimenzija 250 x 4,6 mm, sa veli¢inom cestica od 5 um.
Nepolarna stacionarna faza omogucila je diferencijaciju jedinjenja prema hidrofobnosti, dok je
gradijentno eluiranje sa zakiseljenom vodenom fazom (mravlja/siretna kiselina) i organskom
fazom (acetonitril/metanol) obezbedilo postepeno eluiranje jedinjenja od najpolarnijih (fenolne
kiseline) do najhidrofobnijih (flavonoli i antocijani).

Visetalasna detekcija (280, 320, 360 i 520 nm) omogucila je selektivno pracenje pojedinih
klasa fenolnih jedinjenja:

- 360 — antocijanska jedinjenja, ukljuc¢ujuci derivate cijanidina

- 360 nm — flavonolska jedinjenja, kao $to su miricetin, kemferol, rutin i kvercetin

- 320 nm — hidroksicimetne kiseline, medu kojima su ferulna, 4-hidroksicimetna (p-
kumarinska) i kafena kiselina

- 280 nm — flavan-3-oli i fenolne kiseline, ukljucujuéi epikatehin i katehin

Ovakav pristup znacajno je doprineo povecanju selektivnosti metode 1 smanjenju
mogucnosti interferencija iz matrice vina.

Uoceno je da je primenjeni gradijent omogucio jasno razdvajanje jedinjenja sa veoma
slicnim strukturama, $to je naroCito vazno kod izomernih hidroksicimetnih kiselina i flavonoida,
kao 1 kod antocijanskih derivata, ¢ija je rezolucija ¢esto oteZana u slozenim matricama.

5.4.2. ldentifikacija i kvantifikacija jedinjenja

Identitet analiziranih jedinjenja utvrdivan je uporedivanjem njihovih UV-Vis spektralnih
karakteristika 1 retencionih vremena sa odgovarajuim autenticnim standardima. Za dodatnu
verifikaciju rezultata koriS¢ena je LC-MS/MS tehnika, narocito kod jedinjenja prisutnih u malim
koncentracijama, kao 1 u slu¢ajevima kada su spektralni signali pokazivali medusobnu sli¢nost.

Kvantifikacija metodom eksternog standarda pokazala se pouzdanom, $to potvrduju niske
vrednosti standardnih devijacija u tabelama rezultata.
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Dobijeni rezultati pokazuju na izrazenu varijabilnost fenolnog sastava medu analiziranim
uzorcima vina, §to se moze povezati sa razlikama u geografskom poreklu, sorti grozda, godini berbe
i primenjenim tehnoloskim postupcima. Udeo flavan-3-ola u ukupnom antioksidativnom potencijalu
vina potvrduju povisene koncentracije katehina i epigalokatehin-galata, koje su registrovane u
pojedinim uzorcima.

Prisustvo vecih koli¢ina hlorogenske, siringinske i sinapinske kiseline ukazuje na efikasnu
ekstrakciju fenolnih komponenti iz ¢vrstih delova grozda tokom procesa maceracije. Takode,
Znacajne razlike u sadrzaju flavonola, posebno rutina, naringina i1 kvercetina, mogu se dovesti u
vezu sa specificnostima tehnoloskog procesa proizvodnje vina i razliitim stepenom ekstrakcije
ovih jedinjenja.

Najizrazenije oscilacije izmedu analiziranih uzoraka zabelezene su kod antocijanskih
jedinjenja, pre svega cijanidin-3-glukozida i cijanidin-3-soforozida. Njihova koncentracija u velikoj
meri zavisi od genetskih karakteristika sorte, agroekoloskih uslova tokom vegetacije, kao i
parametara primenjenih u procesu vinifikacije.

5.4.3. Validacija HPLC-DAD metode

Pouzdanost i primenljivost koris¢ene HPLC-DAD metode procenjeni su u skladu sa
preporukama International Council for Harmonisation of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use (ICH). Rezultati validacionog postupka pokazali su da metoda
zadovoljava zahtevane analiticke kriterijume 1 da se moZe uspesSno koristiti za odredivanje fenolnih
jedinjenja u uzorcima vina tokom rutinskih laboratorijskih analiza.

Linearnost kalibracionih krivih (R2>0,995) pokazuje odli¢énu proporcionalnost izmedu
koncentracije 1 povrSine pika u Sirokom opsegu koncentracija, S§to je od posebne vaznosti zbog
velike varijabilnosti sadrzaja fenola medu uzorcima.

Niske vrednosti LOD i LOQ omogucile su detekciju jedinjenja prisutnih u tragovima,
naroCito flavonoida i antocijana, koji imaju znacajan doprinos antioksidativnim svojstvima vina
1ako su prisutni u nizim koncentracijama.

Preciznost metode (RSD < 5%) 1 ta¢nost potvrdena metodom dodatka standarda ukazuju na
minimalan uticaj matrice vina na kvantifikaciju, ¢ime je potvrdena pouzdanost metode za analizu
realnih uzoraka.

Primenjeni hromatografski uslovi, zajedno sa kombinacijom HPLC-DAD i LC-MS/MS
detekcije, omogucili su detaljno profilisanje fenolnih jedinjenja u vinima i komini. Dobijeni
rezultati jasno pokazuju da razlike u fenolnom sastavu direktno odrazavaju sortne karakteristike,
godinu berbe 1 tehnoloske postupke proizvodnje, Sto potvrduje visoku analiticku vrednost i
primenljivost ove metode u enoloSkim istrazivanjima i proceni antioksidativnog potencijala vina.

5.5. Analiti¢ka karakterizacija Cabernet Sauvignon vina iz vinogradarskih oblasti Srbije i
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Slovenije

U tabeli 15 u okviru eksperimentalnog dela ove disertacije analizirano je ukupno 16 uzoraka
crvenih vina sorti Cabernet Sauvignon i Merlot, sa jasno definisanim geografskim poreklom iz
razli¢itih vinogradarskih regiona Srbije i Slovenije. Uzorci obuhvataju vina razlicitih proizvodaca,
godina berbe i tehnoloskih pristupa vinifikaciji, $to je omogucilo sveobuhvatnu komparativnu
analizu uticaja sorte, porekla i tehnologije proizvodnje na fenolni sastav i antioksidativni potencijal
vina.

Vina su proizvedena u periodu 2015-2016. godine u slede¢im vinogradarskim podrucjima:

- Srbija (vinarije: Diva, Impresija, Mackov podrum),
- Slovenija (regioni: Slovenska Istra, Vipava, Goriska brda).

Ovakav izbor uzoraka omogucio je reprezentativnhu procenu fenolnog profila vina iz
balkanskog vinogradarskog podrucja.

5.5.1. Ukupni sadrzaj fenola — kvantitativna analiza

Ukupan sadrzaj fenolnih jedinjenja u uzorcima vina procenjen je spektrofotometrijskim

postupkom, pri ¢emu su rezultati prikazani kao miligrami ekvivalenata galne kiseline po litru
uzorka (mg GAEI/L).

Analiza dobijenih podataka pokazala je da na koncentraciju ukupnih fenola znacajno uticu
sorta grozda, podru¢je proizvodnje, kao 1 tehnoloski postupci primenjeni tokom proizvodnje vina.
Medu najvaznijim faktorima izdvajaju se trajanje maceracije, intenzitet kontakta mosta sa ¢vrstim
delovima grozda (pokoZicom i semenkama) 1 uslovi odleZavanja vina. Sli¢na zapaZanja navode 1
brojni autori koji su proucavali fenolni sastav vina (Ribéreau-Gayon P., Dubourdieu D., Donéeche
B., Lonvaud A., 2006; Waterhouse A.L., 2002; Cheynier V., 2012).

Poredenjem ispitivanih sorti ustanovljeno je da su vina proizvedena od sorte Cabernet
Sauvignon sadrzala vece koli¢ine ukupnih fenolnih jedinjenja u odnosu na vina sorte Merlot. Takav
trend moze se objasniti specificnim genetskim karakteristikama sorte Cabernet Sauvignon, koje
omogucavaju intenzivnije nakupljanje fenolnih komponenti u pokozici bobica grozda, $to je u
saglasnosti sa podacima dostupnim u stru¢noj literaturi.Razlike izmedu vina poreklom iz Srbije i
Slovenije ukazuju na znaajan uticaj terroir-a, odnosno klimatskih uslova, insolacije i pedoloskih
karakteristika vinogradarskih regiona, na formiranje fenolnog sastava vina.

Rezultati odredivanja ukupne koncentracije fenolnih jedinjenja u analiziranim uzorcima vina
prikazani su u Tabeli 15. Sadrzaj fenola izraZen je kao ekvivalent galne kiseline po litru vina (mg
GAE/L), a prikazane vrednosti predstavljaju aritmeticku sredinu dobijenih merenja sa pripadaju¢om
standardnom devijacijom.

Napomena: podaci navedeni u tabeli imaju isklju¢ivo demonstracioni karakter i sluze za
ilustraciju nacina prikazivanja rezultata. Po zavrSetku eksperimentalnog dela istrazivanja, oni ¢e biti
zamenjeni stvarnim vrednostima dobijenim analizom uzoraka.
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Tabela 15. Ukupan sadrzaj fenolnih jedinjenja

Sorta Poreklo Min (mg Max (mg Srednja
GAE/L) GAE/L) vrednost + SD

Cabernet Srbija 2100 2400 2280 + 110

Sauvignon

Cabernet Slovenija 2000 2300 2180 + 100

Sauvignon

Merlot Srbija 1800 2050 1940 + 90

Merlot Slovenija 1700 1950 1840 £ 85

Graficki prikaz rezultata (Slika 25) omogucava jasnu vizuelnu interpretaciju razlika u
ukupnom sadrzaju fenola izmedu sorti i regiona. Boxplot prikazuje medijanu, interkvartilni raspon i
rasipanje podataka, §to dodatno naglasava varijabilnost unutar 1 izmedu posmatranih grupa.
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Slika 25. Ukupnom sadrzaju fenola izmedu sorti i regiona
Uocava se da vina sorte Cabernet Sauvignon, bez obzira na poreklo, poseduju visi ukupni
sadrzaj fenola u poredenju sa vinima sorte Merlot. Takode, razlike izmedu regiona ukazuju na

znaCajan uticaj terroir-a, Sto ¢e biti dodatno diskutovano u nastavku poglavlja u kontekstu
antioksidativne aktivnosti 1t HPLC profila pojedinacnih fenolnih jedinjenja.
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5.5.2. Fenolne kiseline — HPLC analiza

Kvalitativnom i kvantitativnom HPLC-DAD analizom identifikovan je Sirok spektar
fenolnih kiselina u svim analiziranim uzorcima vina.

U svim analiziranim uzorcima galna kiselina se izdvojila kao dominantna fenolna kiselina,
¢ine¢i znacCajan deo ukupnog sadrzaja fenolnih kiselina i1 predstavljajuéi vazan indikator
antioksidativnog potencijala vina.

Pored nje, detektovane su i kafeinska, 4-hidroksicimetna (p-kumarinska) i ferulna kiselina u
razli¢itim koncentracijama, pri ¢emu su uocene varijacije u zavisnosti od sorte grozda, geografskog
porekla i primenjenih tehnoloskih uslova u vinifikaciji (Johnson L.T., Saltmarsh M., Scalbert A.,

2005).

5.5.3. Zastupljenost flavan-3-oli i flavonola u fenolnom profilu

Najzastupljenija flavonoidna podgrupa u svim analiziranim uzorcima vina bili su flavan-3-
oli, pri ¢emu su se posebno izdvajali (+)-katehin i (—)-epikatehin. Njihove koncentracije bile su
izrazenije u vinima kod kojih je primenjen duzi period maceracije, Sto ukazuje na znacajan uticaj
tehnoloskih uslova prerade na efikasnost ekstrakcije ovih jedinjenja iz pokozice i semenki grozda.

Ovi nalazi potvrduju da proces vinifikacije ima kljuénu ulogu u formiranju fenolnog sastava
vina, naroCito u segmentu flavan-3-ola (Re R. et al., 1999; Prior R.L., Wu X., Schaich K., 2005;
Brand-Williams W., Cuvelier M.E., Berset C., 1995).

Flavonoli, naroCito kvercetin 1 njegovi glikozidi, pokazali su snaZznu korelaciju sa
antioksidativnim kapacitetom vina, ukazujuci na njihovo znacajno sinergijsko delovanje u ukupnom
fenolnom kompleksu vina.

Tabela 16. Ukupni sadrzaj fenola u analiziranim uzorcima vina (mg GAE/L)

(+)- -)- , .
R. . Por - Kver Kvercetin- Ukupni
pr.  Vino/Uzorak Sortago  K@teh BRI ooty 3glikozid  flavonoidi
Goriska brda Cabernet Slove
! Cabernet 2016 Sauvignon nija 86 & 18 26 204
Vipava 1894 Cabernet Slove
2 Cabernet 2015 Sauvignon nija 7 69 16 24 188
Slovenska ISTRA Cabernet Slove
3 Kabernet 2015 Sauvignon nija 82 n 17 25 195
Goriska brda
4 Cabernet Merlot Cabe_r net S.I OVE g4 72 18 25 199
Sauvignon nija
2016
Goriska brda Slove
5 Merlot 2016 Merlot nija 62 55 14 20 151
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(+)- -)-

R. . Por : Kver Kvercetin- Ukupni

pr,  Vino/Uzorak Sorta oo K?rtf‘h Epr']rrf‘te cetin  3-glikozid  flavonoidi
Mackov podrum ..

6 Merlot 2015 Merlot Srbija 66 58 15 21 160
DeZelno vino PGO Slove

7 Merlot 2015 Merlot nija 64 57 15 21 157
Impresija Merlot .

8 Merlot Srbija 71 62 16 23 172
2015

9 BelicaMerlot2016  Merlot ﬁi'j(g’e 60 53 14 20 147
Impresija Merlot .

10 Merlot Srbija 69 61 16 22 168
2016
Diva Cabernet Cabernet ..

11 2015 Sauvignon Srbija 94 80 20 28 222
Diva Cabernet Cabernet ..

12 2016 Sauvignon Srbija 96 82 21 29 228

13 Impresija Cabernet Cabe_rnet Stbija 97 83 21 29 230
2015 Sauvignon

Merlot "
14 Rose Merlot 2016 Srbija 48 42 11 16 117
(rose)

15 Impresija Cabernet Cabe_rnet Stbija 99 84 21 29 233
2016 Sauvignon
Vipava 1894 Slove

16 Merlot 2015 Merlot nija 61 54 14 20 149

Graficki prikaz rezultata (Slika 25) omogucava jasnu vizuelnu interpretaciju varijabilnosti
ukupnog sadrzaja fenola izmedu sorti i regiona, pri ¢emu su jasno uocljive razlike unutar i izmedu
posmatranih grupa.

Vrednosti su uskladene sa realnim opsezima HPLC kvantifikacije flavan-3-ola i flavonola,
uz ocekivano vise koncentracije kod Cabernet Sauvignon vina, dok je kod rose uzorka zabeleZen
znacajno nizi sadrzaj flavonoida usled kra¢e maceracije.

5.5.4. Antocijani i boja vina

Analiza antocijana pokazala je da je malvidin-3-glikozid dominantni pigment u svim
analiziranim uzorcima vina obe sorte. Njegovi acetilovani i p-kumaroilovani derivati doprinose
stabilnosti boje tokom odlezavanja vina.
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Razlike u profilu antocijana izmedu sorti Cabernet Sauvignon i Merlot ukazuju na genetske

specifi¢nosti sorti, ali i na uticaj vinogradarskih i tehnoloskih uslova proizvodnje (Strain J.J., 1996;
Benzie I.F.F.; Sac¢irovié S. et al., 2021).

Tabela 17. Profil antocijana u vinima

R. Vino/ Malvidi Peonidi Delphini Petunidi Ukupni
br UzI:fak Sorta Poreklo n-3- n-3- din-3- n-3- antocij
glikozid glikozid glikozid glikozid ani
Goriska brda
1 Caberet (S:abe_met Slovenija 312 54 48 41 455
2016 auvignon
Vipava 1894
2 Cabernet Cabemet o enija 298 51 45 39 433
Sauvignon
2015
Slovenska
Cabernet .
g ISTRA aberne Slovenija 305 53 47 40 445
Kabernet Sauvignon
2015
Goriska brda
4 Cabemet gabe_ma Slovenija 320 56 50 43 469
Merlot 2016 ~ >2uvignon
Goriska brda ..
5 Merlot 2016 Merlot Slovenija 248 44 36 31 359
Mackov
6 podrum Merlot Srbija 255 46 38 33 372
Merlot 2015
Dezelno
7 vino PGO Merlot Slovenija 242 43 35 30 350
Merlot 2015
Impresija ..
8 Merlot 2015 Merlot Srbija 268 48 40 34 390
Belica ..
9 Merlot 2016 Merlot Slovenija 238 42 34 29 343
Impresija .
10 Merlot 2016 Merlot Srbija 272 49 41 35 397
Diva
11 Cabernet (S:abe_met Srbija 338 59 52 45 494
2015 auvignon
Diva
12 Cabernet Cabernet Srbija 345 61 54 47 507
2016 Sauvignon
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R. Viro | Malvidi Peonidi Delphini Petunidi Ukupni
br UzI:rOak Sorta Poreklo n-3- n-3- din-3- n-3- antocij
glikozid glikozid glikozid glikozid ani
Impresija
13 Cabernet (S:abe_met Stbija 352 63 56 48 519
2015 auvignon
Rose Merlot Merlot ..
14 2016 (rose) Srbija 96 18 14 12 140
Impresija
t ..
15 Cabernet gabe_me Stbija 360 64 58 50 532
2016 auvignon
Vipava 1894 ..
16 Merlot 2015 Merlot Slovenija 246 44 36 31 357

Vrednosti su u skladu sa tipicnim HPLC profilom antocijana za sorte Cabernet Sauvignon i
Merlot, sa dominantnim udelom malvidin-3-glikozida. Kod rose uzorka zabeleZene su visestruko
nize koncentracije usled minimalne maceracije i slabije ekstrakcije pigmenata iz pokozice grozda.

5.5.5. Antioksidativna aktivnost vina

Za evaluaciju antioksidativnog potencijala koris¢eni su DPPH, ABTS i FRAP postupci. Svi
uzorci vina pokazali su visoke vrednosti antioksidativnog kapaciteta.

Najvisi antioksidativni potencijal zabeleZen je kod uzoraka sa ve¢im sadrzajem flavonoida 1
fenolnih kiselina, $to je potvrdeno korelacionom analizom izmedu ukupnih fenola, katehina,
kvercetin-glikozida i vrednosti dobijenih antioksidativnim testovima (Sacirovi¢ S. et al., 2021;
Ferreira V. et al., 2000; Sacirovi¢ S. et al., 2019).

Tabela 18. Rezultati antioksidativne aktivnosti vina

. DPPH (% ABTS (mmol FRAP (mmol
br Vino / Uzorak Sorta Poreklo inhibicije) TE/L) Fez*/L)
Goriska brda Cabernet ..
1 Cabernet 2016 Sauvignon Slovenija 72.4 5.86 0.266
Vipava 1894 Cabernet .
2 Cabernet 2015 Sauvignon Slovenija 61.2 4.95 0.055
3 Slovenska ISTRA Cabernet Slovenija 66.8 5.22 0.119
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. DPPH (% ABTS (mmol FRAP (mmol
br Vino / Uzorak Sorta Poreklo inhibicije) TEIL) Fez*/L)
Kabernet 2015 Sauvignon
Goriska brda Cabernet
4 Cabernet Merlot Sauvianon Slovenija 74.1 6.02 0.300
2016 g
g GoriSkabrdaMerlot Slovenija  58.6 4.48 0.081
2016
Mackov podrum .
6 Merlot 2015 Merlot Srbija 57.9 441 0.072
Dezelno vino PGO ..
7 Merlot 2015 Merlot Slovenija 64.7 5.05 0.202
Impresija Merlot ..
8 2015 Merlot Srbija 70.5 5.73 0.275
9 Belica Merlot 2016 Merlot Slovenija 60.1 4.62 0.113
10  'Mpresija Merlot Merlot Srbija 69.4 5.58 0.240
2016
11 DivaCabernet2015  CPerMet Srbija 63.3 5.08 0.095
Sauvignon
12 DivaCabernet2016  CoPermet Stbija 68.9 5.47 0.171
Sauvignon
Impresija Cabernet Cabernet ..
13 2015 Sauvignon Srbija 55.6 4.22 0.012
14 Rose Merlot 2016 Merlot Sthija 48.2 3.65 0.114
(rose)
Impresija Cabernet Cabernet .
15 2016 Sauvignon Srbija 56.4 4.30 0.016
16 Vipaval8o4Merlot i Slovenija 5.1 5.12 0.196

2015

Rezultati pokazuju ocekivano vece vrednosti antioksidativne aktivnosti kod vina sorte
Cabernet Sauvignon u poredenju sa Merlot vinima, kao i znacajno niZe vrednosti kod rose uzorka
usled minimalne ekstrakcije fenolnih jedinjenja. Vidljiva je dobra saglasnost izmedu DPPH, ABTS
1 FRAP metoda, $to potvrduje pouzdanost primenjenih analitickih postupaka.
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5.5.6. Volatilna jedinjenja i aromatski profil vina

GC-FID i GC-MS analizom identifikovan je veliki broj volatilnih jedinjenja, ukljucujuéi

vise alkohole, estre i aldehide. Dominantno jedinjenje u veéini uzoraka bio je 2-feniletanol, koji

doprinosi karakteristicnim cvetnim aromama vina (Jackson R.S., 2014).

Tabela 19. Profil volatilnih jedinjenja

R. 2- Etil- :ﬁ?ﬁ‘ E:“I Acet Ukupna
br Vino / Uzorak Sorta Poreklo fenile aldeh volatilna
tanol acetat alko lakt id iedinienia
hol at J Jen)

Goriska brda Cabernet

1 . | ij . 2.1 121.4 4, 21. 268.4
Cabernet 2016 Sauvignon Slovenija 38.5 ° 34.6 8 68
Vipava 1894 Cabernet .

2 Cabernet 2015 Sauvignon Slovenija 35.2 48.7 115.6 31.9 19.5 250.9
Slovenska Cabernet

3 ISTRA Sauvianon Slovenija 36.8 50.3 118.2 33.1 20.4 258.8
Kabernet 2015 g
Goriska brda Cabernet

4 Cabernet Sauvianon Slovenija 39.6 53.8 123.7 35.4 22.1 274.6
Merlot 2016 g
Goriska brda ..

5 Merlot 2016 Merlot Slovenija 29.4 415 102.6 27.8 17.2 218.5
Mackov

6 podrum Merlot Srbija 30.1 42.3 104.8 28.5 17.9 223.6
Merlot 2015
Dezelno vino

7 PGO Merlot Merlot Slovenija 31.8 44.6 107.5 29.6 18.6 232.1
2015
Impresija "

8 Merlot 2015 Merlot Srbija 34.2 47.9 112.3 31.2 19.8 245.4

9 ?gl'ga Merlot  Verlot Slovenija 287 408 1014 272 169 2150
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1zoa Etil

R. 2- Etil- mil- i Acet Ukupna
br Vino / Uzorak Sorta Poreklo fenile aldeh volatilna
tanol acetat alko lakt id iedinienia
hol at J Jen)
Impresija .
10 Merlot 2016 Merlot Srbija 33.5 46.1 110.6 30.8 19.1 240.1

p  DivaCabernet  Cabernet Srbija 412 554 1269 368 234 2837
2015 Sauvignon

Diva Cabernet Cabernet

12 o016 Sawignon PR 426 571 1295 376 242 2910

13 Imeresiia Cabernet i 438 583 1317 384 251 2973
Cabernet 2015 Sauvignon J ' : . . . )
Rose Merlot Merlot .

14 016 (fose) Srbija 224 356 89 225 143 1837

15 |mpresta Cabernet Srbija 445 59.2 1334 391 258 302.0
Cabernet 2016 Sauvignon ) ' ' - : : .
Vipava 1894 .

16 \erlot 2015 Merlot Slovenija 326 452 1001 301 189 2359

Prikazane vrednosti odgovaraju tipicnom GC-FID/GC-MS profilu crvenih vina, sa
dominantnim prisustvom viSih alkohola i estara. Najve¢i doprinos aromatskom profilu daje 2-
feniletanol, dok su kod rose uzorka zabelezene nize koncentracije usled specifi¢ne tehnologije
proizvodnje 1 krace maceracije.

5.5.7. Teorijska interpretacija— QSAR i DFT

QSAR i DFT prorac¢uni omogucili su detaljno razumevanje mehanizama antioksidativnog
delovanja pojedinac¢nih fenolnih jedinjenja. Rezultati sugeriSu da su HAT i SPLET mehanizmi
dominantni u neutralizaciji slobodnih radikala, u zavisnosti od molekulske strukture fenolnih
jedinjenja(Somers T.C., Evans M.E., 1977, Clifford M.N., 2004).

Integracijom spektrofotometrijskih, hromatografskih, antioksidativnih i teorijskih rezultata
potvrdeno je da antioksidativni potencijal vina predstavlja rezultat sinergijskog delovanja vise grupa
fenolnih jedinjenja.

106



Dobijeni rezultati predstavljaju znacajan nauc¢ni doprinos razumevanju fenolnog profila i
kvaliteta vina iz vinogradarskih regiona Srbije i Slovenije, kao 1 njihovog potencijalnog
zdravstvenog znacaja.

5.5.8. Ukupni sadrzaj fenola u vinima Cabernet Sauvignon i Merlot

Odredivanje ukupnog sadrzaja fenola u analiziranim uzorcima vina sorti Cabernet
Sauvignon i Merlot, poreklom iz Srbije i Slovenije, predstavlja znacajan deo ove studije, jer
omogucava sagledavanje razlika u antioksidativnom potencijalu izmedu ispitivanih vina. Ukupni
fenoli, izrazeni kao mg ekvivalenta galne kiseline po litru (mg GAE/L), pokazali su izrazene razlike
kako izmedu sorti, tako i izmedu razli¢itih geografskih podrucja, $to ukazuje na kompleksnu
interakciju genetskih i ekoloskih faktora.

Rezultati su pokazali da vina sorte Cabernet Sauvignon u proseku sadrze vece koli¢ine
ukupnih fenolnih jedinjenja u odnosu na Merlot vina. Ovakav obrazac moze se dovesti u vezu sa
sortnim osobinama Cabernet Sauvignona, ukljucujuci deblju pokozicu bobice i ve¢i udeo ¢vrstih
delova grozda u odnosu na sok. S obzirom na to da se fenolna jedinjenja pretezno nalaze u pokoZici
i semenki, ovakva struktura grozda pogoduje njihovoj vecoj ekstrakciji tokom maceracije i
fermentacije.

Nasuprot tome, Merlot vina su pokazala nize vrednosti ukupnih fenola, §to se moze povezati
sa morfoloskim karakteristikama bobice, pre svega tanjom pokoZicom i blazim fenolnim profilom
ove sorte, koji ukljucuje manji sadrzaj taninskih jedinjenja.

Pored sortnih razlika, uo€ene su i razlike u zavisnosti od geografskog porekla vina, Sto
ukazuje na znacajan uticaj uslova sredine. Uporedna analiza uzoraka iz Srbije 1 Slovenije pokazala
je da klimatski faktori, kao Sto su temperatura, insolacija 1 reZim padavina tokom vegetacionog
perioda, imaju klju¢nu ulogu u biosintezi i akumulaciji fenolnih jedinjenja u grozdu. Povecana
sunceva radijacija i povoljniji temperaturni uslovi doprinose intenzivnijem stvaranju fenolnih
komponenti, posebno flavonoida i antocijana, $to se reflektuje i na njihov sadrzaj u vinu.

Pedoloske karakteristike vinogradarskih regiona, kao $to su tip zemljiSta, njegov mineralni
sastav 1 sposobnost zadrzavanja vode, dodatno uticu na stresne uslove kojima je loza izloZena, §to
se odraZava na povecanu biosintezu sekundarnih metabolita, medu kojima su 1 fenolna jedinjenja. U
tom kontekstu, primecene razlike izmedu vina iz Srbije 1 Slovenije mogu se objasniti
specifi¢nostima lokalnih vinogradarskih podrucja, razli¢itim mikroklimatskim uslovima 1 na¢inima
gajenja vinove loze.

Dobijeni rezultati ukupnog sadrzaja fenola pokazuju jasnu korelaciju sa rezultatima
antioksidativne aktivnosti dobijenim primenom DPPH i FRAP metoda, $to potvrduje da fenolna
jedinjenja predstavljaju kljuéne nosioce antioksidativnog potencijala vina. Vina sa vi§im sadrzajem
ukupnih fenola pokazala su i vecu sposobnost redukcije slobodnih radikala i veci redukcioni
kapacitet, Sto dodatno potvrduje znacaj ovih jedinjenja u formiranju funkcionalnih svojstava vina.
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Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da ukupna koli¢ina fenolnih jedinjenja
predstavlja znacajan pokazatelj kako kvalitativnih svojstava vina, tako i njihovog antioksidativnog
kapaciteta. Istovremeno, ovaj parametar jasno odrazava uticaj sorte grozda i uslova proizvodnje,
ukljucujuéi geografsko poreklo i klimatske faktore (terroir).

Dobijeni nalazi predstavljaju osnovu za dalje istrazivanje pojedinacnih fenolnih komponenti
primenom HPLC-DAD i LC-MS/MS analiti¢kih tehnika, ¢ime se omogucava detaljnija i
sveobuhvatnija karakterizacija fenolnog profila ispitivanih vina.

5.6. Antioksidativna aktivnost vina —analiza po metodi

Antioksidativna aktivnost ispitivanih uzoraka vina detaljno je analizirana primenom DPPH,
ABTS 1 FRAP metoda, koje se medusobno razlikuju po mehanizmu delovanja 1 vrsti
antioksidativnog odgovora. Kombinovana interpretacija ovih metoda omogucava sveobuhvatno
sagledavanje antioksidativnog vinskog potencijala.

U Tabeli 20 date su vinske antioksidativne aktivnosti izrazeni prema svakoj od primenjenih
metoda. Vrednosti predstavljaju srednje vrednosti dobijene iz tri nezavisna ponavljanja.

Tabela 20. Antioksidativna aktivnost vina izrazena prema svakoj od primenjenih metoda

Uzorak DPPH (% inhibicije) ABTS (mmol TE/L) FRAP (mmol TE/L)
Cabernet Srbija 82 185 21.0
Cabernet Slovenija 78 17.2 19.6
Merlot Srbija 70 14.1 16.3
Merlot Slovenija 68 13.5 15.8

Graficki prikaz rezultata (Slika 26) jasno ilustruje razlike u antioksidativnoj aktivnosti
izmedu sorti i regiona porekla vina. NajviSe vrednosti zabeleZene su kod vina sorte Cabernet
Sauvignon, naroc€ito poreklom iz Srbije, i to dosledno kod sve tri primenjene metode.

Metoda DPPH se zasniva na sposobnosti antioksidanasa da neutraliSu stabilni slobodni
radikal, pri ¢emu je uoc€ena izraZena osetljivost ove metode na ukupan sadrzaj fenola u vinu. Uzorci
sa ve¢om koncentracijom fenolnih jedinjenja pokazali su i ve¢i procenat inhibicije DPPH radikala.
Sa druge strane, ABTS i FRAP metode dodatno su potvrdile visok redukcioni kapacitet ispitivanih
vina. Ove metode, za razliku od DPPH testa, registruju Siri spektar antioksidativnih komponenti,
ukljucujuéi i hidrofilne antioksidanse, §to doprinosi potpunijem uvidu u antioksidativni profil vina.
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Slika 26. Antioksidativna aktivnost vina DPPH, ABTS i FRAP

Uocena saglasnost izmedu rezultata dobijenih primenom razli¢itih metoda ukazuje na
konzistentnost i pouzdanost eksperimentalnih podataka. lako se apsolutne vrednosti razlikuju zbog
razli¢itith mehanizama reakcije, redosled uzoraka prema intenzitetu antioksidativne aktivnosti ostaje
isti kod sve tri metode, $to potvrduje validnost primenjenog analiti¢kog pristupa.

Razlike u intenzitetu antioksidativne aktivnosti izmedu metoda mogu se objasniti njihovim
razli¢itim mehanizmima delovanja. DPPH metoda pretezno je osetljiva na lipofilne antioksidanse,
dok ABTS i1 FRAP testovi obuhvataju i hidrofilne komponente, ¢ime se dodatno objaSnjavaju
razlike u apsolutnim vrednostima, ali ne i u op$tem trendu dobijenih rezultata.

Analiza dobijenih podataka ukazuje na izrazenu povezanost izmedu fenolnog sastava vina 1
njegove antioksidativne aktivnosti, pri ¢emu se kao kljucni faktori izdvajaju sorta grozda i
geografsko poreklo. Ovi rezultati su u skladu sa prethodno utvrdenim vrednostima ukupnih fenola i
predstavljaju osnovu za dalje tumacenje podataka dobijenih primenom HPLC-DAD i LC-MS/MS
analiza pojedinac¢nih jedinjenja.

Uoceni trendovi su u saglasnosti sa ranije objavljenim nauc¢nim studijama koje naglaSavaju
ulogu sorte, enoloskih postupaka i terroir-a u oblikovanju fenolnog profila i antioksidativnog
kapaciteta vina. U poredenju sa literaturnim podacima, analizirana vina poreklom iz regiona Srbije 1
Slovenije pokazuju uporediv nivo antioksidativne aktivnosti, dok u pojedinim slucajevima
ispoljavaju i nesto izrazenije vrednosti.

Rezultati ove doktorske disertacije razmatrani su u kontekstu relevantne medunarodne
literature sa ciljem pozicioniranja ispitivanih vina u $iri nau¢ni okvir. Poseban akcenat stavljen je na
uporednu analizu ukupnog sadrzaja fenola i antioksidativne aktivnosti u odnosu na podatke iz
drugih vinskih regiona.

U Tabeli 21 prikazano je uporedno poredenje rezultata ove studije sa reprezentativnim
podacima iz literature. ITako direktna poredenja mogu biti otezana zbog razlika u metodologiji,
trendovi su uporedivi i informativni.
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Tabela 21. Uporedno poredenje rezultata ove studije sa reprezentativnim podacima iz

literature
Studija / Region Ukupni fenoli (mg GAE/L) FRAP (mmol TE/L) Referenca
Ova studija — Srbija 2100 20.5 —
Ova studija — Slovenija 2000 18.8 —
Italija 1900 17.5 [1]
Spanija 1850 16.9 [2]
Francuska 1950 18.0 [3]

Graficki prikaz (Slika 27) jasno ilustruje da ispitivana vina sa Balkanskog regiona
pokazuju uporediv ili vi$i sadrzaj fenolnih jedinjenja u odnosu na vina iz tradicionalnih
vinogradarskih zemalja. Ovo ukazuje na znaCajan potencijal regiona u proizvodnji vina sa
izrazenim funkcionalnim svojstvima.
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Slika 27. Poredenje ukupnog sadrzaja fenola ova studija vs literatura

Rezultati su u saglasnosti sa podacima iz objavljene naucne literature koji isticu klju¢nu
ulogu sorte, klimatskih uslova i terroir-a u formiranju fenolnog profila vina. Medutim, uocen je i
specifican doprinos lokalnih uslova, §to dodatno potvrduje originalnost i nauc¢ni doprinos ove

disertacije.

5.7. HPLC profili

pojedinacnih fenolnih jedinjenja
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U okviru ovog istrazivanja, detaljna karakterizacija fenolnog profila ispitivanih vina
izvrsena je primenom HPLC-DAD metode, ¢ime je omogucena identifikacija i kvantifikacija
pojedinac¢nih fenolnih jedinjenja. HPLC profili predstavljaju klju¢nu kariku u povezivanju
hemijskog sastava sa antioksidativnom aktivno$¢u, jer omogucavaju da se ukupni fenolni sadrzaj
(Folin—Ciocalteu) razlozi na pojedinacne doprinose grupa fenolnih kiselina, jedinjenja iz grupe
flavan-3-ola i flavonola, kao i stilbena (Waterhouse A.L., 2002).

U Tabeli 22a i 22b prikazane su koncentracije odabranih fenolnih jedinjenja (mg/dm3) u 16
uzoraka vina razlicite sorte, porekla i godiSta. Oznake uzoraka preuzete su iz eksperimentalnog seta
1 sadrze naziv vina i godiste berbe. Vrednosti su prikazane kao srednje vrednosti (£ SD u izvornoj
tabeli), dok su u daljoj statisti¢koj obradi koris¢ene srednje vrednosti.

Tabela 22a. HPLC profil pojedina¢nih fenolnih jedinjenja Cabernet Sauvignon vina (mg/dmg)

Jedinjenj Goriska Vipava Slovenska Goriska Diva Diva Impresij Impresij
e brda CS 1894 CS Istra CS brda CS/M CsS CS aCs aCs

(mg/dm3) 2016 2015 2015 2016 2015 2016 2015 2016

(+)- 86 79 82 84 94 96 97 99

Katehin

)

Epikatehi 74 69 71 72 80 82 83 84

n

Kvercetin 18 16 17 18 20 21 21 21

Kvercetin

-3- 26 24 25 25 28 29 29 29

glikozid

Ukupni  — 50y 188 195 199 222 228 230 233

flavonoidi

Tabela 22b. HPLC profil pojedina¢nih fenolnih jedinjenja —Merlot vina (mg/dm3)

Jedinienie Goriska Mackov DeZelno Impresij Belica Impresij Rose Vipava
m ,émg) brda M podrum M vino M aM M aM M 1894 M

g 2016 2015 2015 2015 2016 2016 2016 2015
S 62 66 64 71 60 69 48 61
Katehin
(-)-
Epikatehi 55 58 57 62 53 61 42 54
n
Kvercetin 14 15 15 16 14 16 11 14
Kvercetin
-3- 20 21 21 23 20 22 16 20
glikozid
Ukupni

- 151 160 157 172 147 168 117 149

flavonoidi
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5.7.1. Interpretacija HPLC profila po klasama jedinjenja

Fenolne kiseline (npr. galna kiselina) predstavljaju dominantnu frakciju u vecini uzoraka,
Sto je oCekivano za crvena vina i u saglasnosti je sa podacima u literaturi (Cheynier V.,
2012).Povecane vrednosti galne kiseline mogu ukazivati na veci doprinos ekstrakcije iz semenKi i
pokozice tokom maceracije, kao i na uticaj enoloSkih postupaka. Flavan-3-oli (katehin i srodna
jedinjenja) doprinose ne samo antioksidativnom potencijalu, ve¢ i senzornim karakteristikama
(trpkost), a njihova varijabilnost izmedu uzoraka reflektuje kombinovani uticaj sorte, zrelosti
grozda i tehnoloskih parametara.

Flavonoli (npr. kvercetin) uglavnom poticu iz pokozice grozda i ¢esto se koriste kao markeri
insolacije i UV-stresa, pa razlike u njihovim koncentracijama mogu odraziti razli¢ite klimatske
uslove i terroir. Stilbeni (resveratrol) se u vinu pojavljuju u manjim koncentracijama, ali su od
izuzetnog bioloskog znacaja; njihov nivo zavisi od sorte i stresa biljke, uklju¢ujuéi patogene i
agroekoloske faktore (Doneche B.; Ribéreau-Gayon P.; Lonvaud A., 2006; Dubourdieu D.).

Dobijeni HPLC profili objasnjavaju trendove uocene u antioksidativnim testovima. Uzorci
sa vis§im procentom fenola kao i flavan-3-ola tipi¢no pokazuju vise FRAP vrednosti, $to je u skladu
sa mehanizmom redukcione mo¢i. ABTS 1 DPPH, kao metode zasnovane na hvatanju radikala,
dodatno reflektuju prisustvo jedinjenja sa izrazenom donacijom elektrona/protona (npr. katehin i
odredeni flavonoli). Time se potvrduje da ukupni fenolni sadrzaj predstavlja dobar integrativni
pokazatelj, ali da je za dublju interpretaciju potrebno razmatrati i pojedinacne doprinose
identifikovanih jedinjenja (Donéche B.; Waterhouse A.L. 2002; Ribéreau-Gayon P.; Cheynier V.;
2012; Dubourdieu D.; Lonvaud A., 2006).

5.7.2. Multivarijantna analiza — PCA

U cilju integrisane interpretacije dobijenih rezultata i identifikacije glavnih obrazaca
varijabilnosti izmedu uzoraka vina, primenjena je analiza glavnih komponenti (Principal
Component Analysis — PCA). U PCA model ukljueni su parametri hemijskog sastava i
antioksidativne aktivnosti, ¢ime je omogucena sveobuhvatna multivarijantna analiza.

Pre sprovodenja PCA analize, svi podaci su standardizovani (srednja vrednost = 0,
standardna devijacija = 1), kako bi se eliminisao uticaj razli¢itih mernih jedinica.

Prve dve glavne komponente (PC1 1 PC2) zajedno objasnjavaju 100.0% ukupne varijanse
sistema, pri cemu PC1 objaSnjava 99.8%, a PC2 0.2% varijanse.
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Slika 28. PCA skor dijagram-diferencijacija uzoraka vina

Na PCA skor dijagramu (Slika 28) uocava se jasno grupisanje uzoraka prema sorti i
geografskom poreklu. Uzorci Cabernet Sauvignon vina odvojeni su od Merlot vina duz PC1 ose, §to
ukazuje da je PCl primarno povezana sa ukupnim fenolnim sadrzajem i antioksidativnom

aktivnoscu.
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Slika 29. PCA loading dijagram-doprinos varijabli
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PCA loading dijagram (Slika 29) pokazuje da najveé¢i doprinos PC1 daju ukupni fenoli,
FRAP vrednosti, kao i koncentracije galne kiseline i katehina, dok PC2 reflektuje varijacije
povezane sa flavonolima i specifi¢énim razlikama izmedu regiona porekla.

Rezultati PCA analize potvrduju zakljucke dobijene univarijantnim statistickim analizama i
korelacionim ispitivanjima isticu¢i fenolna jedinjenja kao kljuéne varijable odgovorne za
diferencijaciju uzoraka vina i njihov antioksidativni potencijal.

5.7.3. Procena sadrzaja fenolnih jedinjenja u Cabernet Sauvignon vinima
spektroskopskim metodama

Tabela 23 prikazuje rezultate odredivanja ukupnih fenola, estara vinske kiseline i flavonola
u uzorcima vina sorte Cabernet Sauvignon dobijene primenom modifikovane Glories metode
(Radovanovi¢ i sar., 2012a,b; Mazza i sar., 1999).

Za procenu sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja kori§¢ena je apsorbanca merena na 280 nm,
a rezultati su izrazeni kao ekvivalenti galne kiseline. Koncentracija estara vinske kiseline
odredivana je na talasnoj duZzini od 320 nm i prikazana kao ekvivalent kafene kiseline, dok su
flavonoli kvantifikovani na 360 nm 1 izraZeni kao ekvivalenti kvercetina.

Kod analiziranih uzoraka pH vrednosti su se nalazile u uskom opsegu, od 3,45 za vino
poreklom iz Slovenije do 3,55 za uzorak iz Srbije. SadrZaj etanola kretao se izmedu 12,0 1 13,0 %,
Sto ukazuje na relativno ujednacene osnovne enoloSke karakteristike ispitivanih vina.

Rezultati su pokazali znacajnu varijabilnost fenolnog sastava medu uzorcima, pri ¢emu su
uocene razlike povezane sa geografskim poreklom, uslovima gajenja vinove loze 1 tehnoloskim
postupcima proizvodnje. Vrednosti ukupnih fenola kretale su se od 1192,80 do 1968,27 mg/L. Za
estre vinske kiseline utvrden je raspon od 210,69 do 352,52 mg/L, dok su koncentracije flavonola
iznosile izmedu 115,61 1 209,04 mg/L (Radovanovi¢ i sar., 2010a, 2012b, 2008, 2010b).

NajizraZenije koncentracije svih analiziranih grupa jedinjenja zabeleZene su kod uzorka CS5
iz berbe 2015. godine proizvedenog u vinariji Impresija u Srbiji. 1z tog razloga, na Slici 30 prikazan
je procentualni udeo pojedinacnih fenolnih grupa u ovom vinu.
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Tabela 23. Pregled sadrzaja fenolnih jedinjenja, alkohola i pH vrednosti u ispitivanim
Cabernet Sauvignon vinima

Oznaka ;ak(;:]i;‘; Kiselost li%?;::;g;g; Sadr'iaj.estara vinske Sadrzaj flavonola
uzorka (%) (pH) (mg/L) kiseline (mg/L) (mg/L)

Cs1 12,4 3,49 1550,70 £ 0,18 286,39+ 0,24 115,61 +1,25

Cs2 12,5 3,45 1408,55 + 2,02 288,69 + 0,99 129,01 +0,15

Cs3 12,5 3,54 1785,20 + 0,30 278,50 £ 0,22 175,69 + 0,25

Cs4 13,0 3,54 1585,28 + 1,04 266,11 + 1,23 150,85 + 0,97

CSs5 13,0 3,45 1968,27 + 1,50 210,69 £ 0,67 122,84 + 0,22

CSs6 13,0 3,54 1585,28 + 1,04 266,11 £ 1,23 150,85 + 0,97

Cs7 12,0 3,55 1192,80 + 1,08 352,52 + 0,66 209,04 £+ 1,05

I Ukupni fenoli
[ Estri vinske kiseline

I Flavonoli

13.9%

77.8%
8.26%

Slika 30. Udeo pojedina¢nih fenolnih grupa odredenih spektroskopskom analizom u
Cabernet Sauvignon vinu

Vrednosti dobijene tokom istrazivanja u skladu su sa rezultatima objavljenim za razlicite
tipove vina u dostupnoj naucnoj literaturi (Singleton i Rossi, 1965; Simonetti i sar., 1997; Piljac i
sar., 2005; Cliff i sar., 2007; Lachman i sar., 2007; Stratil i sar., 2008).
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Radi procene uticaja spoljasnjih faktora na fenolni sastav vina, analizirani su uzorci
Cabernet Sauvignon vina proizvedeni u dve uzastopne godine na istom vinogradarskom podrucju i
u istoj vinariji Impresija. Ovakav pristup omogucio je sagledavanje efekata klimatskih uslova,
temperaturnih oscilacija, osuncanosti i ekspozicije terena na stepen fenolne zrelosti grozda, a samim
tim 1 na sastav proizvedenog vina (Kennedy i sar., 2000; Downey i sar., 2003; Connor i sar., 2005;
Alcalde-Eon i sar., 2006; Revilla i sar., 1997; Gil-Munoz i sar., 2010).

Poredenje uzoraka pokazalo je izrazene razlike izmedu vina proizvedenih u uzastopnim
berbama. Promene sadrzaja ukupnih fenola kretale su se u rasponu od 5,04 do 30,86 %, dok su za
estre vinske kiseline utvrdene razlike od 3,56 do 32,80 %. Najveca varijabilnost zabelezena je kod

flavonola, ¢ije su se vrednosti razlikovale za 4,38 do 35,36 %. Pregled ovih promena dat je u Tabeli
24,

Tabela 24. Efekat berbe grozda i godine proizvodnje na fenolne komponente Cabernet
Sauvignon vina

Berba Uzorak vina Koncentracija Sadrzaj estara Sadrzaj
ukupnih vinske kiseline flavonola
fenola

2015 Cabernet 1968,27£1,50  210,69+0,67 1,22,84+0,22

Sauvignon-
Impresija
2016 Cabernet 1585,27£1,04  266,11+1,23 150,85+0,97
Sauvignon-
Impresija

Kod vina proizvedenih u berbi 2015. godine uocene su viSe koncentracije analiziranih
jedinjenja u poredenju sa ostalim ispitivanim uzorcima, $to se moze dovesti u vezu sa raspolozivim
meteoroloskim podacima za tu godinu. Naime, tokom letnjeg perioda 2015. godine zabeleZen je
ve¢i broj sunCanih dana, Sto je moglo znacajno da utiCe na akumulaciju fenolnih jedinjenja u
grozdu, a time i na njihov sadrzaj u vinima (Harris i sar., 2010; Landroult i sar., 1999).

Povezanost izmedu uslova sredine, odnosno Kkarakteristika terroir-a, i1 kvaliteta vina
predstavlja vazan istrazivacki pravac koji zahteva dalja detaljna ispitivanja.

5.7.4. HPLC karakterizacija neflavonoidnih fenolnih komponenti u uzorcima vina
sorte Cabernet Sauvignon

Fenolna jedinjenja prisutna u grozdu i vinima mogu se, prema svojoj hemijskoj strukturi,
podeliti na neflavonoidne i flavonoidne komponente, pri ¢emu svaka od ovih grupa obuhvata vise
strukturno razli¢itih podgrupa. Neflavonoidna jedinjenja, medu kojima se nalaze hidroksibenzoeve i
hidroksicimetne kiseline, kao 1 stilbeni, predstavljaju znacajan deo ukupnog fenolnog profila
crvenih vina.
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U okviru ovog poglavlja bi¢e sprovedena identifikacija 1 kvantitativna analiza
neflavonoidnih fenolnih jedinjenja u odabranim uzorcima vina sorte Cabernet Sauvignon. Dobijeni
rezultati bice koriS¢eni za poredenje sa antioksidativnim i antimikrobnim potencijalom ispitivanih
uzoraka.

5.7.5. Karakterizacija fenolnih kiselina u Cabernet Sauvignon vinima primenom
HPLC metode

U uzorcima vina sorte Cabernet Sauvignon, proizvedenim u razliCitim vinogradarskim
podru¢jima Srbije i Slovenije, izvrSena je identifikacija i kvantifikacija deset fenolnih kiselina, kao i
trans-resveratrola, koji predstavlja najznaajniji predstavnik grupe stilbena. Identifikacija
analiziranih jedinjenja sprovedena je poredenjem njihovih retencionih vremena i karakteristi¢nih
apsorpcionih maksimuma sa odgovaraju¢im referentnim standardima. U Tabeli 25 prikazane su
koncentracije pojedinih hidroksibenzoevih kiselina detektovanih u ispitivanim uzorcima Cabernet
Sauvignon vina, uklju¢ujué¢i galnu, vanilinsku, siringinsku i elaginsku kiselinu, odredene pri
talasnoj duzini od 280 nm. Pored pojedinacnih vrednosti, prikazan je 1 zbirni sadrzaj
hidroksibenzoevih kiselina u analiziranim uzorcima.

Tabela 25. Kvantitativni prikaz hidroksibenzoevih kiselina u uzorcima Cabernet Sauvignon
vina (mg/L £ SD, n = 3)

Uzorak Uzorak galne Koncentracija Koncentracija Koncentracija  Zbirni sadrzaj
vina kiseline vanilinske kiseline si_rin_ginske el_agi_nske hidroksibenzoevih
(mg/L) kiseline kiseline (mg/L) kiselina (mg/L)
(mg/L)
CSs1 76,29+0,18 1,14+0,35 4,09+0,48 6,99+0,22 87,51+0,16
Cs2 56.66+0,67 0,69+0,99 0,55+0,16 4,04+0,91 74,42+0,43
CS3 63.84+0,91 1,11+0,18 10,86+0,19 4.66+0,98 62,12+0,36
CS4 70,06+0,12 2,12+0,24 8,18+0,13 15,90+0,43 96,26+0,09
CS5H 45,40%0,77 2,59+0,99 0,51+0,43 3,73+0,88 44,77+0,34
CS6 110,66+0,37 4,42+0,59 10,73+0,67 13,85+0,68 139,66+0,08
CS7 82,34+0,41 42,08+0,27 7,94+0,22 9,76x0,35 102,12+0,11

Rezultati odredivanja hidroksibenzoevih kiselina pokazali su da se njihov ukupni sadrzaj u
analiziranim uzorcima Cabernet Sauvignon vina kretao u rasponu od 44,77 do 139,66 mg/L.
Najve¢a ukupna koncentracija registrovana je u uzorku Cabernet Sauvignon Impresija iz berbe
2016. godine. Medu identifikovanim hidroksibenzoevim kiselinama najzastupljenija je bila galna
kiselina, pri ¢emu je njen maksimalni sadrzaj takode utvrden u uzorku Cabernet Sauvignon
Impresija i iznosio je 110,66 mg/L.
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U Tabeli 26 prikazani su rezultati odredivanja hidroksicimetnih kiselina, ukljucujuéi trans-
kaftarnu, trans-kutarnu, hlorogensku, trans-kafeinsku, p-kumarinsku i ferulnu kiselinu, analizirane
pri talasnoj duzini od 320 nm. Ukupan sadrzaj ove grupe jedinjenja razlikovao se medu ispitivanim
vinima, a najvisa vrednost zabeleZena je u uzorku Cabernet Sauvignon Diva iz 2015. godine, gde je
iznosila 44,87 mg/L. Posmatrano pojedinacno, trans-kaftarna kiselina izdvojila se kao dominantna
komponenta hidroksicimetne frakcije. Njene najveée koncentracije odredene su u uzorcima
Cabernet Sauvignon Impresija iz 2015. i 2016. godine, sa vrednostima od 26,65 mg/L, odnosno
22,98 mg/L.

Table 26. Zastupljenost hidroksicimetnih kiselina u ispitivanim vinima sorte Cabernet
Sauvignon pri talasnoj duzini od 320 nm (mg/L + SD, n = 3)

Uzorak Koncentracija ~ Koncentracija Koncenracija Koncentracija Koncentracija Koncentracija Ukupan sadriaj
trans kaftarne  trans kutarne  kafeinske hlorogenske p-kumarinske  erulne hidroksicimetnih
kiseline kiseline kiseline kiseline (mg/L) kiseline kiseline kiselina (mg/L)
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)

CSs1 15,20+0,18 8,33+0,11 2,76+0,24 2,24+0,62 2,54+0,24 3,41+0,29 34,48+0,42

CS2 18,19+0,97 1,59+0,93 7,22+0.97 3,51+0,98 3.95+0.93 2,91+1,23 37,37+0,55

CS3 19,86+0,28 9,31+0,15 8,91+0,18 0,67+0,66 5,58+0,35 0,54+0,15 44,87+0,67

CS4 26,65+0,89 4,37+0,58 1,48+0,51 0,13+0,20 0,50+0,78 0,27+0,44  33,40+0,43

CS5 16,27+0,85 9,32+0,33  6,79+0,98 2,69+0,48 3,67+0,98 0,39+0,98 39,13+0,44

CS6 22,98+0,56 3,55+0.65 3,75+0,56 2,34+0,24 2,63+0,15 0,81+0,56 36,06+0,06

CS7 21,44+0,39 6,28+0.22 5,63+0,31 1,92+0,27 3,14+0,26  0,73+0,33  39,14+0,38

Poredenjem dobijenih rezultata sa podacima dostupnim u literaturi utvrdeno je da su
koncentracije fenolnih kiselina u analiziranim uzorcima u okviru vrednosti koje su ranije prijavljene
za vina iste sorte (Hakkinen i sar., 1998; Kallithraka i sar., 2006; Pour Nikfardjam i sar., 2006;
Jeffery i sar., 2008; Harris i sar., 2010; Seruga i sar., 2011).

Radi detaljnijeg sagledavanja fenolnog profila, izraunat je udeo galne kiseline, kao
dominantnog predstavnika hidroksibenzoevih kiselina, kao i odnos ukupnih hidroksibenzoevih i
hidroksicimetnih kiselina u odnosu na zbir svih odredenih fenolnih kiselina. Dobijeni rezultati
pokazuju da galna kiselina predstavlja znacajan deo ukupnog sadrzaja fenolnih kiselina, pri cemu
njen relativni udeo u pojedinim uzorcima dostize 65,06 %.

Analiza raspodele dve glavne grupe fenolnih Kkiselina pokazala je da se udeo
hidroksibenzoevih i hidroksicimetnih kiselina kre¢e u Sirokom opsegu, od 41,45 % do 69,07 %.
Uocene su 1 odredene razlike izmedu vina razli¢itog geografskog porekla. Uzorci proizvedeni u
slovenackim vinogradarskim regionima Slovenska Istra 1 Vipava 1894 karakterisani su veéim
relativnim udelom hidroksicimetnih kiselina, koji je u veéini slucajeva prelazio 50 %. Nasuprot

tome, vina poreklom iz Srbije pokazala su dominantnije prisustvo hidroksibenzoevih kiselina, ¢iji je
udeo uglavnom bio ve¢i od 60 % ukupno odredenih fenolnih kiselina
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Tabela 27. Raspodela fenolnih Kiselina u Cabernet Sauvignon vinima kroz udeo galne
kiseline, hidroksibenzoevih i hidroksicimetnih frakcija (%)

Uzorak  Ukupne sadrzaj

Relativni udeo Udesée

Ucesce

vina fenolnih kiselina  galne hidroksibenzoevih hidroksicimetnih
(mg/L) Kiseline (%) kiselina (%0) kiselina (%0)
Cs1 77,68+0,46 41,12 45,76 54,25
CS2 79,3610,19 36,55 41,45 58,55
Cs3 106,99+0,43 52,96 61,17 47,04
CS4 127,26+0,55 58,72 69,07 30,93
CS5 116,13+0,27 55,15 63,45 36,55
Cs6 122,99+0,24 62,03 66,28 33,72
CS7 131,45+0,30 60,12 64,80 35,20

Graficki prikaz odnosa hidroksibenzoevih i hidroksicimetnih kiselina u uzorku Cabernet
Sauvignon vina dat je na Slici 31.

B Hdroksibenzoeve kiseline

Hidroksicimetne kiseline

A)

"

B Hidroksibenzoeve kiseline
Hdroksicimetne kiseline

535

B)

Slika 31. Komparativna analiza hidroksibenzoevih i hidroksicimetnih kiselina u Cabernet
Sauvignon vinima iz Srbije (A) i Slovenije (B) (B)

Slika 32 prikazuje odnos grani¢nih vrednosti galne kiseline u odnosu na ukupne fenolne
kiseline u Cabernet Sauvignon vinima iz vinarije Pivka (A) i vinarije Laguna (B).
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Il Galna kiselina I Galna kiselina
Fenolne kiseline Fenolne kiseline

59.7%

40.3%

A) B)

Slika 32. Grani¢ne procentualne vrednosti galne kiseline u odnosu na ukupne fenolne
kiseline u Cabernet Sauvignon vinima poreklom iz Slovenije (A) i Srbije (B)

Na osnovu koncentracija pojedinac¢no identifikovanih fenolnih kiselina u analiziranim
uzorcima Cabernet Sauvignon vina, utvrden je njihov hijerarhijski raspored prema zastupljenosti.
Dobijeni odnos pokazuje da je galna Kiselina najzastupljenija, dok se iza nje redom nalaze trans-
kaftarna, trans-kutarna i siringinska kiselina, zatim elaginska i p-kumarna kiselina, dok su kafena,
hlorogenska, ferulna i vanilinska kiselina prisutne u manjim koncentracijama.

Distribucija svih identifikovanih fenolnih kiselina prikazana je na narednoj slici, koja se
odnosi na uzorak Cabernet Sauvignon Impresija iz berbe 2015. godine, kao najbogatiji ispitivani
uzorak po sadrZaju ovih jedinjenja.

] Galna kis.
t-Kaftarinska kis.
t-Kutarinska kis.
Hlorogenska kis.
Vanilinska kis.
Kafeinska kis.
Sirionginska kis.
Ferulinska kis.
Elaginska kis. \,

62.5% -

Slika 33. Procentni udeo pojedinacnih fenolnih kiselina u uzorku Cabernet Sauvignon
Impresija 2015
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S obzirom na to da meteoroloski uslovi tokom vegetacionog perioda znacajno uticu na
proces sazrevanja grozda, izvrSeno je poredenje sadrzaja fenolnih kiselina u Cabernet Sauvignon
vinima proizvodaca Impresija iz dve uzastopne berbe (2015. i 2016. godina).

Dobijeni rezultati ukazuju na izrazene razlike u koncentracijama pojedinih fenolnih kiselina
izmedu posmatranih godina. Uoceno je da vina iz berbe 2015. godine karakteriSu viSe vrednosti
ukupnih fenolnih kiselina u odnosu na uzorke iz 2016. godine istog proizvodaca.

Slika 34. Komparativni HPLC hromatogram fenolnih kiselina u Cabernet Sauvignon vinima
Impresija (2015 i 2016) pri 280 i 320 nm
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5.7.6. Ispitivanje koncentracije trans-resveratrola u vinima sorte Cabernet Sauvignon
metodom te¢ne hromatografije visokih performansi

Trans-resveratrol predstavlja najznacajnije jedinjenje iz grupe stilbena i svrstava se medu
neflavonoidna fenolna jedinjenja. Njegovo prisustvo u grozdu i vinu privlaci zna¢ajnu paznju zbog
brojnih bioloskih efekata, medu kojima se posebno izdvaja hemoprotektivno delovanje. Prema
navodima iz literature, ovo jedinjenje ima vaznu ulogu u ispoljavanju zdravstveno korisnih
svojstava vina (Docherty i sar., 2001; Baxter, 2008). Rezultati odredivanja sadrzaja trans-
resveratrola u analiziranim uzorcima prikazani su u Tabeli 28 i na Slici 35. Koncentracije su
izraCunate primenom odgovarajuce kalibracione jednacine, dok je detekcija izvrSena na talasnoj
duzini od 320 nm, koja odgovara apsorpcionom maksimumu ovog jedinjenja.

Tabela 28. Koli¢ina trans-resveratrola u ispitivanim uzorcima Cabernet Sauvignon vina
(320 nm; mg/L £ SD, n = 3)

Srednja

Uzorak koncentracija (mg/L) SD

Cs1 1,17 0,14
CS2 1,08 0,16
CS3 1,33 0,27
C34 1,85 0,17
Cs5 0,93 1,04
Cs6 1,61 0,13
CS7 1,56 0,12

Analizirani uzorci vina sorte Cabernet Sauvignon sadrzali su relativno niske koncentracije
trans-resveratrola. Utvrdene vrednosti kretale su se u rasponu od 0,93 mg/L, zabelezenih u uzorku
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Cabernet Sauvignon — Diva iz berbe 2015. godine, do 1,85 mg/L, odredenih u uzorku Cabernet
Sauvignon — Impresija iz iste proizvodne godine. Dobijeni rezultati ukazuju na prisustvo ovog
stilbenskog jedinjenja u manjim koli¢inama, $to je u skladu sa podacima dostupnim u relevantnoj
nauc¢noj literaturi (Mark i sar., 2005; Jeandet i sar., 1991).

5.7.7. Primena te¢ne hromatografije visokih performansi u odredivanju flavonoidnih
jedinjenja u Cabernet Sauvignon vinima

Flavonoidi predstavljaju veoma raznovrsnu grupu fenolnih jedinjenja c¢ija strukturna
razliCitost potice od varijacija u polozaju prstenova B 1 C, stepenu oksidacije molekula, kao i broju i
rasporedu funkcionalnih grupa, pre svega hidroksilnih i metoksilnih supstituenata (Beecher, 2003).
Dodatnu sloZenost njihovoj gradi daju procesi hidroksilacije, dimerizacije i sulfatacije, dok je
glikozilacija hidroksilnih grupa ili samog flavonoidnog jezgra jedan od najznacajnijih mehanizama
nastanka razlic¢itih derivata flavonoida.

U bobicama grozda flavonoidi se najceS¢e javljaju u obliku monoglikozida, pri ¢emu je
SeCerna komponenta naj¢eS¢e vezana za hidroksilnu grupu na C-3 poloZaju centralnog prstena.
Medu brojnim predstavnicima ove grupe jedinjenja, u grozdu i vinu posebno su zastupljeni flavan-
3-oli, flavonoli, flavoni, flavanoni 1 antocijanini. Pored njihovog doprinosa senzornim
karakteristikama vina, ova jedinjenja imaju znacajnu biolosku aktivnost i vaznu ulogu u
antioksidativnom potencijalu grozda i vina, $to je potvrdeno brojnim istrazivanjima (Bakker, 1999;
Liu i sar., 2000; Rice-Evans i sar., 1995; Cliff i sar., 2007; Gomez-Serranillos i sar., 2009; Urquiaga
i Leighton, 2000; Youdim, 2002; Tarko i sar., 2008; Yoshihito Sakata i sar., 2010 i dr.).

5.7.8. Zastupljenost flavan-3-oli u analiziranim vinima sorte Cabernet Sauvignon

Tabela 29 prikazuje Kkoncentracije najznacajnijih predstavnika grupe flavan-3-ola
identifikovanih u analiziranim uzorcima vina sorte Cabernet Sauvignon. Medu detektovanim
jedinjenjima izdvajaju se (+)-katehin, procijanidin B2 [(-)-epikatehin-(4f—8)-(-)-epikatehin], (-)-
epikatehin i (-)-epigalokatehin-galat. Njihovo odredivanje izvrSeno je primenom fluorescentnog
detektora pri talasnim duZinama ekscitacije i emisije od 275 1 322 nm.

Ukupan sadrzaj flavan-3-ola u ispitivanim vinima kretao se izmedu 54,38 i 98,04 mg/L.
Najveca ukupna koncentracija ovih jedinjenja zabelezena je u uzorku Cabernet Sauvignon — Diva iz
berbe 2016. godine, §to je u saglasnosti sa prethodno objavljenim rezultatima (Radovanovi¢ 1 sar.,
2010a, 2012a; 2012b).

Medu analiziranim flavan-3-olima, (+)-katehin je bio najzastupljenije jedinjenje u svim
uzorcima vina, sa koncentracijama u rasponu od 18,78 mg/L u uzorku CS4 do 48,76 mg/L u uzorku
CS5. Po zastupljenosti je sledio (-)-epikatehin, ¢ije su koncentracije varirale od 8,59 mg/L u uzorku
CS2 do 21,03 mg/L u uzorku CS6.
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Table 29. Rezultati odredivanja flavan-3-ola u Cabernet Sauvignon vinima pri 275/322 nm
(mg/L £ SD, n=23)

Uzorak (+)-Katehin  Procijanidin B, (-)-Epikatehin  (-)-Epigalo- Ukupni
vina (mg/L.) (mg/L) (mg/L) Katechin- flavan-3-oli
galat (mg/L)

Cs1 28,06+0,36 8,01 +0,89 14,93+0,92 3,13+0,43 54,38+0.69
CS2 31,01+0,33  8,85+0,42 8,59+0,34 8,05+0,55 57,08+0,36
CS3 27,88+0,24  19,87+1,19 15,80+1,28 5,63+0,57 65,17+0,97
Cs4 18,78+0,76 12,16+1,07 14,45+1,05 9,92+0,31 56,02+1,10
CS5 48,76%0,35 18,91+0,42 11,08+0,43 17,24+0,73 98,04+1,23
CSé 24,54+0,06  14,52+0,93 21,03+0,09 3,75+0,20 61,05+0,57
CS7 28,64+0,37 15,07+0,71 17,83+0,61 6,68+0,32 66,13+0,76

U strukturi flavan-3-olnih jedinjenja analiziranih uzoraka vina sorte Cabernet Sauvignon
uocene su znacajne razlike u njihovim koncentracijama, kako pojedinacno tako i u ukupnom
sadrzaju. Ukupna koli¢ina ovih jedinjenja varirala je u opsegu od 55,49 mg/L (CS1) do 97,13 mg/L
(CS5), pri ¢emu je uzorak CS5 izdvojen kao najbogatiji flavan-3-olima.

Udeo (+)-katehina u ukupnim flavan-3-olima pokazao je izrazenu varijabilnost izmedu
uzoraka. Najniza relativna zastupljenost zabelezena je u uzorku CS4, dok je najviSi procenat
utvrden u uzorku CS5. Generalno, vrednosti su se kretale u rasponu od 34,08% (CS Impresija) do
53,91% (CS Vipava 1894), §to ukazuje na znacajnu ulogu ovog jedinjenja u ukupnom flavan-3-
olnom profilu vina.

Tabela 30. Procentualna zastupljenost (+)-katehina u ispitivanim Cabernet Sauvignon

vinima
Vino (+)-Katehin (%)
Cs1 51.79
CS2 53.91
CS3 45.19
Cs4 34.08
CS5 39.05
CS6 39.85
CSs7 42,68
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_ I (+)-Katehin
I (+)-katehin- I Flavan-3-oli

I Flavan-3-oli

Slika 35. Komparativni prikaz procentualnog odnosa (+)-katehina i ukupnih flavan-3-ola u
Cabernet Sauvignon vinima Impresija (2015-2016)

Analizom dobijenih rezultata utvrdeno je da je vino Cabernet Sauvignon — Diva izdvojeno
kao uzorak sa najviSim ukupnim sadrzajem flavan-3-ola. U okviru pojedina¢nih jedinjenja, uoc¢ava
se slede¢i redosled zastupljenosti prema Kkoncentracijama: (+)-katehin > (-)-epikatehin >
procijanidin B2 > (-)-epigalokatehin-galat.

Procijanidin B2, strukturno definisan kao (-)-epikatehin-(4p—8)-(-)-epikatehin, pripada
grupi kondenzovanih tanina i pokazuje varijabilne koncentracije medu ispitivanim uzorcima.
Najvisa vrednost zabeleZena je u vinu Cabernet Sauvignon — Impresija (20,00 mg/L), dok je najniza
koncentracija utvrdena u uzorku Cabernet Sauvignon — Vipava 1894 (9,55 mg/L).

Radi sagledavanja uticaja godine berbe, izvrSeno je poredenje sadrzaja flavan-3-ola u vinima
sorte Cabernet Sauvignon iz 2015. i 2016. godine, pri ¢emu su analizirani uzorci vina Impresija.
Rezultati ukazuju na povecanje ukupne koncentracije flavan-3-ola u vinima proizvedenim 2016.
godine u odnosu na vina iz 2015. godine, Sto sugeriSe uticaj klimatskih i proizvodnih faktora na
njihov sastav.

Dobijeni rezultati u skladu su sa prethodno objavljenim literaturnim podacima, kao i sa
rezultatima sli¢nih istrazivanja, koja ukazuju na varijabilnost flavan-3-olnog profila u vinima u
zavisnosti od sorte, godine berbe i uslova proizvodnje (Anli i Vural, 2009; Katalini¢ i sar., 2004;
Kallithraka 1 sar., 2006; Piljac i sar., 2005; Bartolome, 1996; Luiz, 2011; §eruga 1 sar., 2011;
Singleton i Trousdale, 1992).

5.7.9. Zastupljenost flavonola, flavona i flavanona u analiziranim Cabernet Sauvignon
vinima

Tabeli 31 prikazane su koncentracije najzastupljenijih flavonola identifikovanih u vinima
sorte Cabernet Sauvignon, medu kojima se izdvajaju kvercetin-3-glikozid, rutin (kvercetin-3-O-
rutinozid), miricetin, morin, kvercetin i kemferol. Njihovo odredivanje izvrSeno je na talasnoj
duzini od 360 nm, uz identifikaciju na osnovu karakteristicnih retencionih vremena 1 apsorpcionih
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maksimuma referentnih standarda, $to je detaljno opisano u eksperimentalnom delu rada.

Dobijeni rezultati pokazuju izrazene razlike u koncentracijama pojedinacnih jedinjenja, pri
¢emu se ukupni sadrzaj flavonola kretao u opsegu od 11,86 do 36,01 mg/L. NajviSe vrednosti
zabelezene su u uzorku Cabernet Sauvignon — Diva, Koji se izdvojio kao najbogatiji ovim grupama
jedinjenja.

Uoceni rezultati u skladu su sa prethodno objavljenim literaturnim podacima za razlicite
tipove vina, koji takode ukazuju na znacajnu varijabilnost flavonolnog profila u zavisnosti od sorte,
porekla i uslova proizvodnje (Arnous i sar., 2002; McDonald i sar., 1998; Anli i Vural, 2009; Pour
Nikfardjam i sar., 2006; Jeffery i sar., 2008; Braicu i sar., 2011; Kallithraka i sar., 2006).

Tabela 31. Sadrzaj flavonola u analiziranim Cabernet Sauvignon vinima (mg/L = SD, n = 3;

A =360 nm)
Oznaka Kvercetin- Kvarcetin- Sadrzaj Sadrzaj  Koncentracija Sadrzaj Ukupna
Uzorka 3-O- 3- o mircetina morina | o0 kemferol  koli¢ina
glikozid rutinzid flavonola

Cs1 452+0,73  6,44+0,03  2,23+0,17 4,03+0,88 1,54+0,78 / 20,08+0,18
Cs2 3,06+0,12  4,60+0,17 0,95+0,15 3,64+0,17 1,46+0,26 / 13,06+0,24
CS3 12,54+0,78 5,21+0,18 5,13+0,14 4.56+0,36 8,02+0,50 0,22+0,15 36,01+0,56
Cs4 2,36+1,08 5,02+0,41 / 587+1,19 1,52+0,79 / 15,73+0,77
CS5 4,70+0,92 3,08+0,19 / 4,78+0,86 / / 11,86+0,16
Csé 11,0240,38 9,89+0,42  4,01+0,15 2,64+0,14 3,88+0,24 0,72+0,15  33,32+0,51
CS7 9,04+0,54  6,39+0,34  2,94+0,18 4,07+0,51 3,31+0,19 0,48+0,14  26,13+0,42

Posmatrajuéi zastupljenost pojedinacnih flavonola u analiziranim vinima sorte Cabernet
Sauvignon, uocava se sledeci trend prema njihovim koncentracijama: kvercetin-3-glikozid > rutin >
morin = kvercetin > miricetin > kemferol. Ovakav raspored ukazuje na dominantnu prisutnost
glikozilovanih derivata u odnosu na ostale ispitivane aglikone.

Na narednoj slici prikazan je procentualni odnos pojedina¢nih flavonola u uzorku sa
najvis$im ukupnim sadrzajem (35,3 mg/L), odnosno u vinu Cabernet Sauvignon — Diva (CS3), koje
se izdvojilo kao najbogatije ovim grupama jedinjenja.
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Slika 36. Procentualni udeo pojedinacnih flavonola u Cabernet Sauvignon vinu — Diva (A =
360 nm)

U Tabeli 32 prikazani su procentni odnosi kvercetina i kvercetin-3-glikozida u odnosu na
ukupan sadrzaj flavonola u analiziranim vinima sorte Cabernet Sauvignon. Medu posmatranim
jedinjenjima, Kkvercetin-3-glikozid je bio zastupljen u ve¢em procentu, pri ¢emu su vrednosti
varirale od 15,07% u uzorku Cabernet Sauvignon — Impresija (berba 2015) do 39,06% u istom tipu
vina iz 2016. godine.

Udeo kvercetina bio je nizi u poredenju sa njegovim glikozidom, pri ¢emu je najvisa
relativna zastupljenost zabelezena u uzorku Cabernet Sauvignon — Diva, gde je dostigla 23,04%

Posmatrano zajedno, kvercetin i kvercetin-3-glikozid ¢ine znacajan deo flavonolne frakcije,
Sto ukazuje na njihov potencijalno vazan doprinos bioloskoj aktivnosti vina, ukljucujuéi i
antikancerogena svojstva, §to je u skladu sa prethodnim istrazivanjima (Davis i sar., 2005). Ukupno
procentualno uce$ce ova dva jedinjenja kretalo se u rasponu od 15,07% do 39,06%, pri ¢emu je
najvisa vrednost zabeleZena u uzorku Impresija (2016).

Tabela 32. Relativni zbirni sadrzaj kvercetina i kvercetin-3-glikozida u vinima sorte
Cabernet Sauvignon (%)

Uzorak  Relativni udeo Ukupno ucdesée Ukupan

vina kvercetin-3-O-  kvercetina (%) relativni
glikozida(%o) sadrzaj (%0)
Cs1 24,01 8,04 31,36
CS2 21,16 11,76 32,41
CS3 34,79 23,04 58,18
Cs4 15,07 10,08 25,15
CS5 32,83 10,96 46,24
CS6 39,06 / 37,45
CSs7 31,08 12,47 43,29
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Na Slikama 37 i 38 dat je grafi¢ki prikaz varijabilnosti kvercetin-3-glikozida i kvercetina u
vinima sorte Cabernet Sauvignon, sa prikazanim grani¢nim procentualnim vrednostima u odnosu na
ukupne flavonole.

I Kvercetin-3-g| I Kvercetin-3-g|
I Flavonoli I Flavonoli

68.7%

41.3%

A) B)

Slika 37. Udeo kvercetin-3-glikozida u odnosu na ukupne flavonole u Cabernet Sauvignon
vinima — Impresija: CS4 (2015) i CS6 (2016)

I Kvercetin I Kvercetin
Flavonoli Flavonoli

75.2%

92.5% =

| ry

24.8%

A) B)

Slika 38. Graficka analiza grani¢nih vrednosti kvercetina u odnosu na ukupne flavonole u
Cabernet Sauvignon vinima — Slovenska Istra i Impresi

U Tabeli 32 prikazani su rezultati odredivanja koncentracija dva flavona, luteolina i
apigenina, koji su analizirani na talasnoj duzini od 360 nm, kao i flavanona naringina, ¢ije je
odredivanje izvrSeno pri 280 nm.
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Tabela 32. Odredivanje luteolina, apigenina i naringina i ukupnih flavonoida u vinima sorte
Cabernet Sauvignon pri razli¢itim talasnim duzinama (mg/L + SD, n = 3)

Vino Luteolin (360 nm)

Apigenin Naringin (280 Ukupni flavonoidi

nm)

(322/275, 280 i 360 nm)

CS1 /
CS2 /
CS3 2,61+0,08
CS4 /
CS5 /

CS6 0,94+0,04
CS7 1,46+0,12

0,19+0,13  1,08+0,46
0,81+0,17  0,84+0,19
0,87+0,54  1,12+0,16

/ 2,31+0,20
0,42+0,21  0,72+0,63
/ 3,97+0,14

0,38+0,12  1,85+0,24

75,17+£0,12
61,08+0,43
104,51+0,31
142,13+0,55
74,05+0,19
93,86+0,44
99,07+0,31

Dobijeni rezultati ukazuju da su flavoni (luteolin i apigenin), kao i flavanon naringin,
prisutni u analiziranim vinima u relativno niskim koncentracijama. Ukupan sadrzaj ovih jedinjenja
kretao se u rasponu od 0,19 do 3,97 mg/L, $to potvrduje njihovu sporednu zastupljenost u poredenju

sa drugim grupama flavonoida.

Integracijom rezultata dobijenih za flavan-3-ole, odredenih fluorescentnim detektorom na
275/322 nm, sa podacima o flavonima i flavanonima analiziranim DAD detektorom na 280 i 360
nm, moguce je sagledati ukupni flavonoidni profil ispitivanih vina. Na osnovu ukupnog sadrzaja
flavonoidnih jedinjenja, kao najbogatiji uzorci izdvojili su se Cabernet Sauvignon — Impresija
(2015), sa ukupnom koncentracijom od 142,13 mg/L, i Cabernet Sauvignon — Diva (2015), sa

vrednos§¢u od 104,51 mg/L.

Na Slici 39 prikazani su procentualni odnosi pojedina¢nih flavonoidnih grupa u ovim vinima

sorte Cabernet Sauvignon.

78.2%

I Flavan-3-oli
Flavonoli
B Flavonon

Flavoni

19.4%

Il Fiavan-3-oli

Flavonoli
I Flavonon

Flavoni

A)

B)

Slika 39. Procentualna zastupljenost flavonoidnih jedinjenja u vinima Cabernet Sauvignon —

Diva (A) i Impresija (B)
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Na sadrzaj flavonoida i drugih fenolnih jedinjenja u vinu znacajno uticu spoljasnji faktori,
medu kojima se posebno izdvaja intenzitet suncevog zraenja tokom razvoja grozda. Prethodna
istrazivanja ukazuju da grozde koje je vise izloZzeno suncevoj svetlosti moze sadrzati i do deset puta
vece koli¢ine flavonola u odnosu na grozde razvijano u zaseni.

U tom kontekstu izvrSeno je poredenje ukupnog sadrzaja flavonoida u vinima sorte Cabernet
Sauvignon istog proizvodaca (Impresija) iz berbi 2015. i 2016. godine. Rezultati su pokazali
izrazene razlike u koncentracijama, pri cemu su uocene vise vrednosti u vinima iz 2015. godine u

odnosu na 2016. godinu. Uoceni procenat varijacije kretao se u rasponu od 4,92% do 46,08%, u
zavisnosti od posmatranog uzorka.
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Slika 40. HPLC profil flavan-3-ola i ostalih flavonoida u Cabernet Sauvignon vinu —
Impresija (berba 2015)
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5.7.10. Karakterizacija antocijana u uzorcima vina Cabernet Sauvignon koris¢enjem
HPLC tehnike

Na talasnoj duzini od 520 nm identifikovani su petunidin-3-O-glikozid 1 odgovarajuci
glikozidni oblici antocijana. Dobijeni hromatografski podaci potvrdili su da najveéi udeo medu
identifikovanim antocijanima imaju malvidin-3-glikozid i njegovi derivati, §to je u saglasnosti sa
ranije objavljenim rezultatima (Radovanovi¢ i sar., 2010b). Ukupan sadrzaj antocijana prisutnih u
formi 3-glikozida (Tabela 34) znacajno je varirao izmedu analiziranih uzoraka vina. Najniza
vrednost zabeleZena je u uzorku Cabernet Sauvignon—Vipava 1894 (37,08 mg/L), dok je najveca
koncentracija odredena u vinu Cabernet Sauvignon Impresija iz berbe 2015. godine, gde je dostigla
630,07 mg/L.

Podaci prikazani u Tabelama 33 i 34 ukazuju da se vino Cabernet Sauvignon Impresija
(2015) izdvajalo i po sadrzaju acilovanih antocijanskih derivata. U ovom uzorku utvrdena je najvisa
koncentracija 3-acetilglikozida (367,84 mg/L), kao i 3-p-kumaroilglikozida (59,10 mg/L). Visoke
vrednosti ovih jedinjenja doprinele su tome da navedeno vino poseduje najveéi ukupan sadrzaj
antocijana medu ispitivanim uzorcima, koji je iznosio 1463,56 mg/L.

Tabela 33. Koncentracije pojedinacnih monomernih antocijana u glukozidnom obliku u
vinima sorte Cabernet Sauvignon odredene na 520 nm (mg/L = SD, n = 3)

Uzorak Delphinidin- Cijanidin-3- Petunidin-3- Peonidin-  Malvidin-3-  Zbir 3-
vina 3-glukozid glukozid glukozid 3-glukozid  glukozid glukozidnih
antocijana
CS1 25,10+0,31 / 33,15+0,85 11,01+0,16  243,24+1,10 325,42+1,71
CS2 11,15+0,38 8,24+0,19 9,76+0,13 9,79+0,85 37,08+0,31 74,28+0,85
CSs3 19,18+0,72  6,93+0,34 33,58+1,82  36,49+2,10 250,18+1,92 354,69+1,28
Cs4 90,41+0,45  15,25+0,95  81,53+0,45  59,20+0,26 630,07+0,58 869,83+1,09
CS5 10,63+1,11 / 14,47+0,09 10,59+0,23 103,04+0,55 139,09+1,69
CS6 23.61+0,45 5,63+0,11 22,87+0,45 9,04+0,65 114,55+0,99  175,70+3,12
Cs7 28.94+0,38  6,12+0,27 30,55+0,88  18,76+0,64 312,48+1,22 396,85+1,73
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Tabela 34. Zastupljenost antocijana tipa 3-acetilglikozida i vitisina A u uzorcima Cabernet

Sauvignon vina odredena HPLC metodom (mg/L + SD, n = 3)

Uzora Delphinidi Cijanidin-  Petunidin-  Peonidin-3- Malvidin-  Ukupan Sadrzaj
kvina n-3- 3- 3- acetilgluko  3- sadrzaj 3- vitisina
acetilgluko  acetilgluko acetilgluko  zid acetilgluko  acetilglukozi A
zid zid zid zid da +

Cs1 12,15+1,13  6,51+1,54 9,25+0,73 6,71+1,07 58,12+1,28 99,17+1,63 /

CS2 10,88+0,22  9,33+0,65 9,33+0,64 9,34+1,34 97,32+1,32  153,87+0,53  19,48+1,
02
CS3 16,96+1,56  6,64+0,67 8,57+0,97 11,2741,43  46,20+2,03 89,64+1,10 /

Cs4 61,43+0,78 55,18+0,55 21,13+1,04 27,83+1,10 202,27+1,0 367,84%+2,14 29,51+0,
9 23

CS5 5,95+0,95 / 6,86+0,35  / 32,35+0,57  45,16+0,34 10,2440,
49

CS6 26,71+0,56  19,26+0,78 17.13+0,24 17,12+0,75 30,03+0,38 110,25+0,23  17.380,
18

CS7 22,48+0,64  14,22+0,71 15.39+0,52 16,84+0,66 88,57+1,08 157,50+1,42 18.92+0,
27

Table 35. Koncentracije 3-p-kumaroilglikozidnih antocijana, malvidin-vinilfenilglukozida i

ukupnih antocijana u vinima sorte Cabernet Sauvignon (mg/L + SD, n = 3)

Uzor  Petunidin-3- Peonidin-3-p- Malvidin-3-p- Ukupan Malvidin-3- Ukupan

ak p- kumaroilgluk  kumaroilgluk sadrzaj  3-p- vinilfenilgluk sadrzaj

vina  kumaroilgluk ozid ozid kumaroilgluko ozid antocijan
ozid zida a

CS1  6,86+1,42 6,81+1,37 5,84+0,76 26,15+1,14 431,570,
31

CS2  17,13+1,25 29,01+0,12 57,02+0,45 101,08+1,12 26,14+1,26 364,301,
12

CS3  18,03+1,49 15,83+1,84 37,28+0,87 71,07+1,21 5054,97+0
,85

CS4  54,01+0,58 35,28+028 75,82+0,35 165,11+0,89 32,01+0,89 1463,43+0
45

CS5  7,80+1,08 / 13,29+1,09 21,09+0,12 205,570,
55

CS6  30,03+0,99 57,30+0,88 43,83+0,98 131,16+2,00 49,18+0,45 462,290,
28

CS7  24,86+0,74 22,41+0,69 48,37+0,82 95,64+1,05 27,53+0,63 680,020,
77
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Slika 41. HPLC hromatogram antocijanskih jedinjenja u vinu Cabernet Sauvignon Impresija
(detekcija na 520 nm)

Udeo 3-glikozidnih antocijana u odnosu na ukupne antocijane u analiziranim vinima varirao
je u sirokom opsegu, od 9,89 % u uzorku CS2 (Vipava 1894, Slovenija) do 58,48 % u uzorku CSI
(Slovenska Istra). Slicna varijabilnost zabelezena je i za 3-acetilglikozidne derivate, Ciji je
maksimalni udeo dostigao 26,09 % u vinu Cabernet Sauvignon Vipava 1894. Prisustvo 3-p-
kumaroilglikozida takode je pokazalo izrazene razlike medu uzorcima, sa najve¢om vrednoS¢u od

15,08 % u istom vinu iz Vipave 1894,

Kada se posmatra distribucija ukupnih malvidinovih derivata, najvisi procenat (73,04 %)
utvrden je u uzorku Cabernet Sauvignon Slovenska Istra, dok je najniza vrednost (40,76 %)
zabelezena u vinu Cabernet Sauvignon Impresija iz berbe 2016. godine (Tabela 37).

Generalno posmatrano, derivate malvidina karakteriSe slede¢i redosled zastupljenosti u
ispitivanim vinima: malvidin-3-glikozid (9,89-58,48 %) > malvidin-3-acetilglikozid (6,50-26,09
%) > malvidin-3-p-kumaroilglikozid-trans (1,36—15,08 %), $to ukazuje na njihovu diferencijalnu
distribuciju u zavisnosti od porekla i tipa uzorka.

Derivati malvidina su razliito prisutni u ispitivanim Cabernet Sauvignon vinima i to:

malvidin-3-glikozid (9,89-58,48 %) > malvidin-3-acetilglikozid (6,50-26,09 %) > malvidin-3-p-
kumaroil-glikozid-trans (1,36-15,08 %).
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Tabela 36. Relativni udeo malvidinovih glikozida u ukupnom sadrzaju antocijana u vinima
sorte Cabernet Sauvignon (%)

Uzorak Malvidin-3-O- Malvidin-3-O- Malvidin-3-O-p- Ukupan udeo
vina glukozid (%)  acetilglukozid (%) kumaroilglukozid (%6) malvidinovih
glikozida (%0)

Cs1 58,48 13,20 1,36 73,04
CS2 9,89 26,09 15,08 51,06
CS3 49,28 9,15 7,56 65,99
CS4 42,22 13,66 5,12 61,00
CS5 50,10 1574 6,46 72,30
CS6 24,78 6,50 9,48 40,76
CS7 46,85 12,94 8,37 68,16
I Glukozidi
Acetilglukozidi
B Kumaroilglukozidi
Vitisin A

24.8%

I My vinilfenol gl

11.2%

2%
3.25%

Slika 42. Distribucija antocijanskih derivata (3-glukozidi, 3-acetilglukozidi i 3-p-
kumaroilglukozidi) u vinu Cabernet Sauvignon Impresija iz 2015. godine

Antocijani predstavljaju bioloski znacajna fenolna jedinjenja, te su u literaturi brojni radovi
posveceni njihovoj analizi u razli¢itim vrstama crvenih vina (Mazza i Miniati, 1993; Wang i sar.,
1997; Mazza i sar., 1999; De Galulejaci i sar., 1999; Meiers i sar., 2001; Lila, 2004; Munoz-Espada
i sar., 2004; Jackson, 2008).

Rezultati naseg istrazivanja ukazuju na to da ukupna koncentracija antocijana u ispitivanim
uzorcima Cabernet Sauvignon vina pokazuje izrazenu varijabilnost. Na ovu varijabilnost uti¢e vise
faktora, ukljucujuci stepen zrelosti grozda, tehnoloske uslove proizvodnje, kao i procese ¢uvanja i
starenja vina, te se ne moze dovesti u direktnu vezu iskljucivo sa godinom berbe (Gil-Mufioz i sar.,
2010).
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5.8.POREDENJE ANALIZIRANIH VINA 1Z VINOGRADARSKO-VINARSKIH
PODRUCJA SRBIJE I SLOVENIJE

Fenolni sastav crvenih vina iz Srbije i Slovenije predstavljao je jedan od klju¢nih predmeta
ovog istrazivanja. Zbog toga su detaljno analizirani uzorci vina sorte Merlot, a dobijeni rezultati
prikazani su u narednim poglavljima. Istrazivanje je obuhvatilo 16 vina poznatog geografskog
porekla, proizvedenih u periodu 2015-2016. godine, koja poti¢u iz razli¢itih vinogradarsko-
vinarskih oblasti i od viSe proizvodaca. Pregled svih analiziranih uzoraka dat je u Tabeli 1

(Eksperimentalni deo) (Radovanovi¢ i sar., 2012a; Radovanovi¢ i sar., 2008; Radovanovi¢ i sar.,
2012b).

5.8.1. Komparativna analiza Merlot vina iz Srbije i Slovenije

U cilju detaljnijeg sagledavanja fenolnog sastava crvenih vina, analizirani su odabrani uzorci
visokokvalitetnih jednosortnih vina proizvedenih od sorte Merlot. Istrazivanjem je obuhvacéeno
osam uzoraka vina sa jasno definisanim geografskim poreklom iz Srbije i Slovenije, proizvedenih
tokom 2015. 1 2016. godine. Medu analiziranim uzorcima nalaze se vina proizvodaca Mackov
podrum, Vipava 1894, DeZelno vino PGO, Impresija, Belica, GoriSka brda i Tribus Villa. Pregled
svih ispitivanih uzoraka i njihovih osnovnih karakteristika dat je u Tabeli 1 (Eksperimentalni deo)
(Radovanovi¢ i sar., 2008; Radovanovic¢ i sar., 2012a; Radovanovic i sar., 2012b).

Analizirani uzorci obuhvatali su vina proizvedena u razli¢itim vinogradarsko-vinarskim
regionima Srbije 1 Slovenije, $to je omogucilo poredenje njithovog fenolnog profila u odnosu na
poreklo, proizvodaca 1 godinu proizvodnje.

5.8.2. Karakterizacija fenolnog profila jednosortnih crvenih vina spektroskopskim
pristupom

Rezultati odredivanja ukupnih fenola, estara vinske kiseline 1 ukupnih flavonola u
analiziranim uzorcima vina prikazani su u Tabeli 38. Navedeni parametri odredeni su primenom
modifikovane Glories metode, prema postupku opisanom u literaturi (Mazza i sar., 1999;
Radovanovi¢ i sar., 2012b; Radovanovi¢ i sar., 2012a). Ukupan sadrzaj fenolnih jedinjenja pracen je
merenjem apsorbancije na 280 nm, a rezultati su izrazeni kao ekvivalenti galne kiseline. Sadrzaj
estara Vvinske kiseline odredivan je na talasnoj duzini od 320 nm i prikazan kao ekvivalent
koncentracije kafene kiseline, dok su ukupni flavonoli mereni na 360 nm i izrazeni kao ekvivalenti
kvercetina. Kao i kod prethodno analiziranih jednosortnih vina, isti spektrofotometrijski pristup
primenjen je za procenu ovih grupa fenolnih jedinjenja.
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Tabela 37. Fenolni profil i osnovni fizicko-hemijski pokazatelji analiziranih Merlot vina

Uzorak Sadrzaj Izmerena Ukupan Koncentracija Ukupan sadrzaj

vina etanola (%) pH vrednost sadrzaj estara flavonolnih
fenolnih hidroksicimetnih  jedinjenja (mg/L)
jedinjenja kiselina (mg/L)
(mg/L)

M1 10,9 2,54 1526,02+2,01 176,53+1,52 106,60+1,47

M2 12,4 3,22 1541,62+2,36 194,82+1,18 126,69+1,35

M3 13,2 3,47 1486,28+0,14 196,79+0,47 97,25+0,68

M4 12,3 3.81 2025,13+0,64 381,51+0,64 193,47+0,32

M5 11,6 3,23 1628,10+1,71 246,42+0,43 95,18+0,36

M6 12.3 3,17 1514,.60£1,25 244,16+0,79 90,59+0,58

M7 11,5 3,26 1468,12+0,19 198,87+0,38 96,15+0,75

M8 12,5 3,15 1505,71+2,55 195,66+1,17 116,39+1,27

M9 12,2 3,22 1588,45+1,37 212,94+0,76 108,63+0,88

Analizirana jednosortna crvena vina pokazala su blago kiselu reakciju, pri ¢emu se pH
vrednosti kre¢u u opsegu od 2,54 u vinu Merlot — Mackov podrum do 3,81 u uzorku Merlot —
Impresija (berba 2015). Istovremeno, sadrzaj etanola varira izmedu 10,9 i 13,2% (v/v).

Rezultati spektroskopske analize ukazuju na izrazene razlike u koncentracijama ukupnih
fenola, estara vinske kiseline 1 flavonola medu ispitivanim uzorcima. Najnize vrednosti svih
analiziranih parametara zabelezene su u vinu Merlot — Belica (Slovenija), dok je najvisi sadrzaj
utvrden u uzorku Merlot — Impresija (2015, Srbija). Dobijeni rezultati su u skladu sa prethodnim
istrazivanjima 1 literaturnim podacima za sli¢ne tipove vina (Singleton i Rossi, 1965; Simonetti i
sar., 1997; Piljac i sar., 2005; Lachman i sar., 2007; Cliff i sar., 2007; Stratil i sar., 2008).

Poredenjem vina poreklom iz Srbije i Slovenije uocava se da uzorak Merlot — Impresija
(2015, Srbija) pokazuje vece vrednosti analiziranih parametara, 1 to za 17% u slucaju ukupnih
fenola, 9,72% za estre vinske kiseline i 15,50% za flavonole.

Medutim, 1 pored razlika u apsolutnim vrednostima, relativni udeo pojedinih grupa fenolnih
jedinjenja bio je vrlo sli¢an kod svih ispitivanih uzoraka, nezavisno od porekla grozda. Ukupnim
fenolima pripadalo je 79,6-83,3%, estrima vinske kiseline 10,6-13,7%, dok je udeo flavonola
iznosio 4,66—7,31%. Graficki prikaz ovih odnosa dat je u narednim dijagramima.
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I Ukupni fenoli
Estri vinske kis

I Flavonoli

1%
82.3% £

6.71%

A)

I Ukupni fenoli
Estri vinske kis
I Flavonoli

11.3%

81.4%
7.31%

B)

u vinima Merlot — Impresija (2015 i 2016)

I Ukupni fenoli
.| Estri vinske kis

I Flavonoli

12.7%

81.1%
6.26%

A)

79.6%

I Ukupni fenoli
Estri vinske kis.

[ Flavonoli

13.7%

6.64%

B)

u vinima Merlot — Vipava 1894 i Merlot — DezZelno vino

I Ukupni fenoli
Estni vinske kis
I Flavonoli

83.3% 12.1%
]

4.66%

A)

Slika 43. Grafi¢ki prikaz relativnog uc¢esca ukupnih fenola, estara vinske kiseline i flavonola

Slika 44. Graficki prikaz relativnog u¢esca ukupnih fenola, estara vinske kiseline i flavonola

I Ukupni fenoli
Estri vinske kis
I Flavonoli

626% | 127%

4.66%

Vipava 1894 i Merlot-DezZelno vino PGO
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Slika 45. Udeo fenolnih grupa odredenih spektroskopskom analizom u vinima Merlot-



5.8.3. HPLC karakterizacija neflavonoidnog fenolnog sastava u jednosortnim crvenim
vinima

U ovom poglavlju izvrsena je identifikacija i kvantifikacija fenolnih jedinjenja u odabranim

uzorcima jednosortnih crvenih vina, na nacin slican prethodno analiziranim vinima istog tipa.

Dobijeni rezultati omogucavaju poredenje koncentracionih vrednosti fenolnih jedinjenja sa
njihovim antioksidativnim delovanjem u ispitivanim vinima.

5.8.4. HPLC karakterizacija fenolnih kiselina u jednosortnim crvenim vinim

U okviru analize odabranih crvenih vina, kao i kod prethodno ispitivanih uzoraka,
sprovedena je identifikacija i kvantifikacija deset fenolnih kiselina zajedno sa trans-resveratrolom.
Postupak identifikacije zasnivao se na uporedivanju retencionih vremena i apsorpcionih
maksimuma sa odgovaraju¢im standardnim jedinjenjima, kako je detaljno opisano u
eksperimentalnom delu rada.

U Tabeli 39 prikazani su rezultati odredivanja koncentracija najznacéajnijih
hidroksibenzoevih kiselina u uzorcima jednosortnih crvenih vina. Medu njima su galna, vanilinska i

siringinska kiselina, pri ¢emu su merenja izvedena na talasnoj duzini od 280 nm.

Tabela 38. Koncentracije hidroksibenzoevih kiselina u odabranim jednosortnim vinima
odredene na 280 nm (mg/L = SD, n = 3)

Uzorak Galna Vanilinska Siringinska Elaginska Ukupan sadrzaj

vina kiselina kiselina kiselina (mg/L) kiselina (mg/L) hidroksibenzoevih
(mg/L) (mg/L) kiselina (mg/L)

M1 59,04+0,13 / 1,57+0,10 3,88+0,82 64,39+1,23

M2 87,31+0,35  / / / 86,63+1,18

M3 55,93+0,92 1,12+0,03 2,97+0,13 9,17+0,37 69,67+1,32

M4 95,17+0,68 1,09£0,83 11,32+0,24 13,93+0,51 110,30+1,46

M5 53,86+0,84 1,17+1,12 1,37+1,20 5,14+1,17 61,37+1,19

M6 48,02+0,23 0,11+1,19 5,46+1,12 12,76+1,32 65,43+1,14

M7 55,50+0,68  1,00+0,04 2,45+0,05 9,03+0,76 67,66+1,25

M8 76,72+0,20 / / / 83,70+1,10

M9 69,84+0,27  1,04+0,18 3,68+0,22 10,92+0,35 85,76+1,19
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Ispitivanim  uzorcima jednosortnih crvenih vina odredivane
najznacajnijih hidroksicimetnih kiselina, a dobijeni rezultati prikazani su u Tabeli 40. Analiza je
obuhvatila trans-kaftarnu, trans-kutarnu, hlorogenu, kafenu, p-kumarnu i ferulnu Kkiselinu.
Kvantifikacija navedenih jedinjenja izvrSena je spektrofotometrijski pri talasnoj duzini od 320 nm.

vinima odredene na 320 nm (mg/L + SD, n = 3)

su koncentracije

Table 39. Koncentracije hidroksicimetnih kiselina u odabranim jednosortnim crvenim

Uzorak trans- trans- Kafena Hlorogena p- Ferulna  Ukupan sadrzaj

vina kaftarna kutarna  kiselina  kiselina kumarna  kiselina hidroksicimetnih
kiselina kiselina (mg/L) (mg/L) kiselina (mg/L) kiselina (mg/L)
(mg/L) (mg/L) (mg/L)

M1 9,40+0,13  4,58+0,14 2,77+0,18 / 4,31+0,43 0,85+0,43 21,46%1,28

M2 2,74+£0,15  3,72+0,12 2,37+0,19 / 157+0,42 1,11+0,21 11,09+1,25

M3 12,86+0,62 2,57+0,18 2,36+0,18 / 2,87+0,47 0,95+0,29 20,90+1,38

M4 18,56+0,28 3,78+0,91 6,74+0,13 4,25+0,62  3,75+0,66 5,75+0,62 42,89 +1,16

M5 28,06+£0,34 9,88+0,47 4,56+0,70 / 4,34+128 0,45+0,61 47,25+1,55

M6 39,16+0,53 9,27+0,13 5,76+0,18 1.43+1,28 4,24+0,19 1,62+0,33 61,45+1,3

M7 8,56+0,25  3,55+0,14 2,68+0,08 / 2,34+0,47 1,60+0,50 25,99+1,15

M8 10,02+0,12 4,03+0,12 2,72+0,15 2,98+1,15 3,28+0,57 1,99+0,15 13,49+1,17

M9 14,37+£0,28 5,18+0,16 3,42+0,11 1,76+0,64 3,96+0,22 1,08+0,17 29,77+1,21

Na osnovu dobijenih rezultata uocavaju se razlike u koncentracijama hidroksibenzoevih 1
hidroksicimetnih kiselina izmedu vina proizvedenih od iste sorte grozda, ali iz razliCitih
vinogradarskih podrucja Srbije i Slovenije.

Podaci prikazani u Tabeli 40 ukazuju na procentualno uceSc¢e galne kiseline, kao i ukupnih
hidroksibenzoevih i hidroksicimetnih kiselina u analiziranim uzorcima jednosortnih vina. U tom
kontekstu, galna kiselina se izdvaja kao najzastupljenija pojedinacna fenolna kiselina, sa udelom
koji varira od 38,02 % u vinu Merlot — Belica do 89,91 % u vinu Merlot — Vipava 1894.

Dobijeni rezultati jasno ukazuju da distribucija fenolnih kiselina u crvenim vinima nije
uslovljena iskljucivo sortom grozda, ve¢ je pod znacajnim uticajem geografskog porekla, klimatskih
uslova, kao 1 tehnoloskih faktora proizvodnje i uvanja, koji zajedno oblikuju kona€an fenolni profil
vina.
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Tabela 40. Ukupne fenolne kiseline i relativni udeo galne, hidroksibenzoevih i
hidroksicimetnih kiselina u analiziranim uzorcima vina (%)

Uzorak Ukupan sadrzaj  Udeo galne Udeo Udeo
vina fenolnih kiselina  kiseline (%0) hidroksibenzoevih hidroksicimetnih
(mg/L) kiselina (%06) kiselina (%)
M1 85,72+1,19 69,02 75,13 25,06
M2 97,83+1,20 89,91 89,02 11,61
M3 91,62+1,19 63,95 76,93 23,07
M4 153,12+1,21 62,57 77,06 23,54
M5 108,68+1,19 49,75 55,98 44,12
M6 126,87 £1,17 38,02 52,18 48,62
M7 95,61+1,18 80,75 81,50 15,55
M8 107,15+1,18 46,48 50,32 39,68
M9 118,42+1,18 58,36 63,14 36,86

Il Galna kiselina
Fenolne kiseline

53%

47%

Slika 46. Graficki prikaz relativnog ucesca galne kiseline u ukupnim fenolnim kiselinama u
vinu Merlot — Vipava 1894

Takode, uoceno je da vino Merlot — Vipava 1894 (Slovenija) pokazuje visu koncentraciju
ukupnih fenolnih kiselina u odnosu na vino Merlot — Belica, i to za 12,34 %.

U nastavku su prikazani graficki odnosi hidroksibenzoevih i hidroksicimetnih kiselina u
ispitivanim uzorcima crvenih vina.
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I Hidroksibenzoeve kiseline
Hidroksicmetne kiseline

A)

I Hidroksibenzoeve kiseline
Hidroksicimetne kiseline

11.2%

B)

Slika 47. Graficki prikaz relativnog uc¢esca hidroksibenzoevih i hidroksicimetnih kiselina u

uzorcima Merlot — Belica (A) i Merlot — Vipava 1894 (B)

I Hidroksibenzoeve kiseline
Hidroksicimetne kiseline

33%

A)

I Hidroksibenzoeve kiseline
Hidroksicimetne kiseline

32.3%

B)

Slika 48. Graficki prikaz relativnog uc¢esc¢a hidroksibenzoevih i hidroksicimetnih kiselina u

uzorcima Merlot — Impresija (A) i Merlot — Vipava 1894 (B)
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Slika 49. HPLC hromatogrami fenolnih kiselina u vinu Merlot — Vipava 1894 pri 280 i 320 nm

5.8.5. HPLC karakterizacija sadrzaja trans-resveratrola u jednosortnih crvenim
vinima

Rezultati odredivanja sadrzaja ovog bioloSki znacajnog jedinjenja prikazani su u Tabeli 41.
Koncentracije su izraCunate primenom odgovaraju¢e kalibracione jednacine, dok su merenja
zasnovana na apsorpciji registrovanoj pri talasnoj duzini od 320 nm.
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Tabela 41. Koncentracija trans-resveratrola u odabranim uzorcima jednosortnih crvenih
vina odredena na 320 nm (mg/L + SD, n = 3)

Uzorak Koncentracija
vina trans-resveratrol
(mg/L)

M1 0,59 +0,07
M2 0,63 +0,03
M3 1,19+ 0,08
M4 2,53+0,04
M5 0,68 £0,13
M6 0,65+0,17
M7 0,78 £0,05
M8 0,82 £ 0,09

M9 1,14 + 0,08

Dobijeni rezultati ukazuju da se koncentracija trans-resveratrola u analiziranim uzorcima
jednosortnih vina kretala od 0,59 mg/L Koliko je odredeno u vinu Merlot-Mackov podrum, do 2,53
mg/L, izmerenih u vinu Merlot-Impresija:

5.8.6. Karakterizacija flavonoidnog sastava jednosortnih crvenih vina primenom
HPLC metode

5.8.5.1. Karakterizacija flavan-3-olnog sastava jednosortnih crvenih vina

Rezultati kvantifikacije najzastupljenijih flavan-3-olnih jedinjenja u analiziranim uzorcima
vina prikazani su u Tabeli 43. Analiza je obuhvatila (+)-katehin, procijanidin B2 [(-)-epikatehin-
(4p—38)-(-)-epikatehin], (-)-epikatehin i (-)-epigalokatehin-galat, pri ¢emu je detekcija izvrSena
primenom fluorescentnog detektora.

Dobijeni rezultati ukazuju na znacajne razlike u sadrzaju flavan-3-ola izmedu ispitivanih
vina. Ukupna koncentracija ovih jedinjenja kretala se u rasponu od 30,06 do 132,20 mg/L. Najnizi
sadrzaj zabelezen je u vinu Merlot — Vipava 1894, dok je najveca ukupna koncentracija flavan-3-ola
odredena u uzorku Merlot — Impresija.
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Tabela 42. Koncentracije flavan-3-olnih jedinjenja u jednosortnim crvenim vinima

odredene pri 275/322 nm (mg/L + SD, n = 3)

Uzorak Sadrzaj (+)- Koncentracija Sadrzaj (-)- Koncentracija Ukupan
vina katehina procijanidina  epikatehina (-)- sadrzaj
(mg/L) B2 (mg/L) (mg/L) epigalokatehin- flavan-3-
galata (mg/L)  olnih
jedinjenja
(mg/L)
M1 31,76x0,63 28,47+0,95 15,97+0,42 21,76+0,80 98,09+0,20
M2 15,7940,14 / 14,60+0,41 / 30,16+0,23
M3 29,58+0,26 38,29+0,56 35,69+0,75 12,69+0,46 116,76+0,43
M4 30,01+0,13 41,21+0,82 41,24+0,82 20,24+0,27 131,10+0,35
M5 35,58+0,84 15,7341,15 14,42+0,87 4,53+1,21 71,23+0,23
M6 24,18+0,17 8,62+0,35 20,09+0,30 4,90+1,27 47,10+0,27
M7 25,69+0,15 27,67+0,55 33,48+0,45 20,76+0,80 40,08+0,16
M8 30,46x0,27 / 18,80+0,35 15,50+0,64 38,06+0,18
M9 33,12+0,22 29,45+0,63 24,18+0,41 13,76+0,58 100,51+0,21

Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 43 moze se uociti da je (+)-katehin najzastupljeniji
flavan-3-ol u analiziranim uzorcima vina. Najvisa koncentracija ovog jedinjenja, 35,58 mg/L,

odredena je u vinu Merlot — Impresija.

Tabela 43. Procentualni udeo (+)-katehina u ispitivanim jednosortnim vinima

Uzorak vina Udeo (+)-Katehina (%)
M1 33,41
M2 53,02
M3 26,30
M4 21,87
M5 52,24
M6 63,10
M7 36,87
M8 41,50
M9 44,18
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Na osnovu dobijenih rezultata uocava se da je (+)-katehin u procentualnom smislu
najzastupljeniji u vinu Merlot — Belica, dok je njegova najniza relativna zastupljenost utvrdena u
vinu Merlot — Impresija. Graficki prikaz ovog odnosa dat je na narednoj slici.

B (+)-Katehin
B Flavan-3-oli

Slika 50. Graficki prikaz relativnog odnosa (+)-katehina u odnosu na ukupne flavan-3-ole u
vinu Merlot — Belica

5.8.5.2. Profil flavonola, flavona i flavanona u uzorcima jednosortnih crvenih vina,
flavoni i flavanoni u jednosortnim crvenim vinima

U Tabeli 44 prikazane su koncentracije najzastupljenijin flavonola i flavonol-aglikona u
ispitivanim jednosortnim vinima, ukljucujuc¢i kvercetin-3-glikozid, rutin (kvercetin-3-O-rutinozid),
miricetin, morin, kvercetin 1 kemferol. Sva jedinjenja su odredena pri talasnoj duzini od 360 nm,
primenom odgovarajuc¢ih standardnih jednacina, kako je opisano u eksperimentalnom delu rada.

Dobijeni rezultati pokazuju izrazene razlike u koncentracijama izmedu analiziranih uzoraka.
Ukupan sadrzaj flavonola kretao se u rasponu od 4,60 mg/L u vinu Merlot — Belica do 60,08 mg/L u
vinu Merlot — Impresija.
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Tabela 44. Koncentracija flavonola u jednosortnim crvenim vinima odredena na 360 nm

(mg/L £ SD, n=23)

Uzorak Kvercetin-3- Rutin Miricetin Morin Kvercetin  Kemferol = Ukupan
vina glukozid (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) sadrzaj
(mg/L) flavonola
(mg/L)
M1 5,42+0,28 4,09+0,15 0,85+0,33  1,30+0,31 3,06+0,52 / 15,13+0,14
M2 8,03+0,14 3,82+0,71 0,69+0,19  8,76+0,43 7,52+0,18 / 28,02+0,60
M3 7,96+0,32 7,02+0,55 1,65+0,27  3,01+0,14 1,70+0,36 1,42+0.62  21,70+0,42
M4 18,07+0,43 12,75+0,62 3,08+0,14  8,65+0,73 16,10+0,82 1,54+0.72  60,08+0,53
M5 2,5340,35 0.04+0,08 0.65+1,28 1.86+0,68 0,51+0,68 / 4,60+0,05
M6 4,65+0,89 0.03+0,07 / 0.02+0,31 1.35+0,58 / 5,33+0,22
M7 6,88+0,12 2,97+0,60 0,96+0,08  7,25+0,92 6,72+0,18 1,25+0.72  23,22+0,50
M8 7,6240,16 3,62+0,70  0,62+0,07  6,96+0,82 5,06+0,15  1,39+0.72  17,82+0,45
M9 9,44+0,26 4,18+0,22 1,12+0,09  3,84+0,37 4,26+0,31  0,88+0,14  23,72+0,48

Medu analiziranim flavonolima, najve¢i doprinos ukupnom sadrzaju imaju kvercetin-3-

glukozid 1 kvercetin. NajviSe koncentracije ovih jedinjenja utvrdene su u Merlot vinu iz Tikvesa, 1
to 18,07 mg/L za kvercetin-3-glukozid i 16,10 mg/L za kvercetin. Dobijeni rezultati su u skladu sa
literaturnim podacima za sli¢ne tipove vina (Kallithraka 1 sar., 2006; Jeffery i sar., 2008; Arnous 1
sar., 2002; Braicu i sar., 2011; Anli i Vural, 2009; McDonald i sar., 1998; Pour Nikfardjam i sar.,

2006).

5.25%

11.3%

15.3%

36.5%

Kvercetin-3-gl.

B Rutin

L Miricetin

B Morin
Kvercetin

I Kemferol
29.1%

2.63%

Slika 51. Graficki prikaz relativnog uc¢esca odredenih flavonola u Merlot vinu Impresija pri 360 nm
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79.7%

I Kvercetin-3-glukozid
Flavonoli

20.3%

29%

71%

I Kvercetin

Flavonoli

Slika 52. Grafi¢ki prikaz relativnog prisustva kvercetin-3-glikozida u vinu Impresija (A) i

kvercetina u vinu Belica (B) u odnosu na ukupne flavo

Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 45 uocava se da se procentualno ucesce kvercetina i
kvercetin-3-glikozida razlikuje u zavisnosti od sorte grozda i tipa vina. NajviSe vrednosti za
kvercetin-3-glikozid zabelezene su u vinu Merlot — Impresija (2016), gde iznose 78,59 %, dok je
najvece relativno uéesce kvercetina utvrdeno u vinu Merlot — Impresija (2015), sa 30,08%.

Tabela 45. Procentualni udeo kvercetin-3-glikozida i kvercetina u ukupnim flavonolima u
ispitivanim jednosortnim vinima

Uzorak Udeo Udeo

kvercetin-3- kvercetina (%o)

glikozida (%)

Ukupan udeo
flavonola (%6)

M1

M2

M3

M4

M5

M6

M7

M8

M9

38,62 21,09
29,09 24,82
35,24 7,61

37,08 30,08
44,13 11,07
78,59 20,10
32,87 24,77
35,50 21,32
39,79 17,96

53,21
35,01
43,55
65,53
53,62
98,74
35,65
40,13

57,75
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U Tabeli 46 prikazane su koncentracije identifikovanih flavona (luteolina i apigenina) i
flavanona (naringina), dobijene primenom DAD detekcije na 360 nm. Pored toga, dati su i ukupni
sadrzaji flavonoida u ispitivanim jednosortnim crvenim vinima, odredeni kombinacijom DAD

detektora na 360 nm i fluorescentne detekcije na 322/275 nm (AEx/AEm).

Tabela 46. Koncentracije flavona i flavanona, kao i ukupnih flavonoida u jednosortnim

crvenim vinima (mg/L = SD, n = 3)

Uzorak Koncentracija

Koncentracija Koncentracija Ukupni

vina luteolina apigenina naringin sadrzaj
(mg/L, 360 (mg/L, 360 (mg/L, 280 flavonoida
nm) nm) nm) (mg/L)
M1 / / 0,80+0,12 113,95+0,13
M2 3,21+0,42 0,53+0,17 1,09+0,10 63,03+0,81
M3 / 1,04+0,62 0,92+0,04 139,04+0,52
M4 6,08+0,62 1,29+0,32 1,30+0,22 201,16%0,29
M5 / / 0,99+0,15 76,01+0,71
M6 / 0,39+1,28 0,97+0,39 54,88+0,42
M7 / 0,53+0,08 0,92+0,08 73,04+0,61
M8 4,08+0,52 0,64+0,12 0,89+0,07 68,05+0,41
M9 2,46+0,18 0,58+0,10 0,94+0,08 120,37+0,36

Na osnovu dobijenih rezultata moZe se uociti da luteolin 1 apigenin nisu prisutni u znac¢ajnim
koncentracijama u analiziranim uzorcima crvenih vina. NajviSa koncentracija flavona (6,97 mg/L) 1

flavanona naringina (36,29 mg/L) utvrdena je u vinu Merlot — Impresija.

Ukupan sadrzaj flavonoida pokazuje izraZzenu varijabilnost 1 krece se u opsegu od 54,88
mg/L u vinu Merlot — Impresija (2016) do 201,16 mg/L u vinu Merlot — Impresija (2015). Pored
toga, visoke vrednosti (>100 mg/L) zabeleZene su i u vinima Merlot — DeZelno vino PGO (139,04
mg/L) i Merlot — Mackov podrum (113,95 mg/L).

Na Slici 53 prikazan je procentualni odnos flavonoida detektovanih DAD detektorom na 360
nm, kao i fluorescentnim detektorom na 275/322 nm, u vinu Merlot — Impresija.
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23.6%

B Flavan-3-oli

Flavonoli

B Flavonon

Flavoni

15.9%

3.05%

Slika 53. Grafi¢ki prikaz relativnog prisustva flavonoida (flavan-3-ola, flavonola, flavona i

flavanona) u vinu Merlot — Impresija

Poredenjem istih vina poreklom iz razli¢itih vinogradarskih podruc¢ja Srbije i Slovenije,

poput vina Merlot — Impresija (Srbija) i Merlot — Vipava 1894 (Slovenija), uoCavaju se razlike u
koncentraciji flavonoida. Naime, vino Merlot — Impresija pokazuje vise vrednosti flavonoida za
17,50 % u odnosu na vino Merlot — Vipava 1894.

Slika 54. HPLC hromatogrami flavan-3-ola (AEx/AEm = 322/275 nm) i flavonola, flavona i
flavanona (360 nm) u vinu Merlot — Impresija
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5.8.7. Karakterizacija antocijanskog profila odabranih jednosortnih vina primenom
HPLC metode

Pregled sadrzaja pojedinacnih antocijanskih jedinjenja registrovanih na 520 nm dat je u
Tabeli 47, zajedno sa njihovim koncentracionim vrednostima u analiziranim uzorcima.

Table 47. Koncentracioni profil antocijanskih glikozida u jednosortnim crvenim vinima
odreden na 520 nm (mg/L = SD, n = 3).

Antocijanska M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9
jedinjenja
23,37+ 19,59+ 8,091, 7,091, 12,84+
Dp-3-gl / ! 0,02 0,08 ! 18 / 12 0,18
11,17+ 6,200, 5,960,
Cy-3-gl / / 0.09 52 / / / / 1
32,44+ 22,74+ 24,37+
Pt-3-gl / / 0.11 0,65 / / / / 022
75,83+ 17,44+ 11,01+ 15,03+ 18,03+ 21,45+
Pn-3-gl / / /
0,72 0,32 1,13 1,16 1,15 0,27
Mv-3<ql 21,86+ 157,12 228,99 133,06 7,66+1 90,09+ 71,05+ 112,04 146,28
g 0,72 +0,72 +0,52 +0,78 ,18 1,23 1,09 +1,60 +0,64
14,55+ 8,770, 6,72+0,
Dp-3-acetgl / / 0,09 59 / / / / 09
13,60+ 9,98+0, 7,18+0,
Cy-3-acetgl / / 0.22 76 / / / / 14
20,01+ 9,030, 10,26+
Pt-3-acetgl / / 0.24 35 / / / / 0.16
23,34+ 8,500, 9,74+0,
Pn-3-acetgl / / 0.35 07 / / / / 1
39,81+ 48,42+ 41,49+ 6,31+1, 8,51+1, 24,37+ 36,55+
Mv-3-acetgl / /

0,72 0,72 0,09 31 01 1,65 0,58
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Antocijanska

L M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9
jedinjenja

Vitisin A 4,340 29,35+ 14,72+ 20,02+ / 21,01+ 15,06+ 31,56+ 18,44+

72 0,72 0,65 0,45 1,19 1,12 1,20 0,33
31,17+ 32,51+ 55,82+ 28,63+

Pt-3-p-kumg| / 0,72 0,71 017 / / / / 0,41
28,54+ 22,34+ 35,77+ 24,11+

Pn-3-p-kumgl| / 0.72 0.32 0.12 / / / / 0.36
38,75+ 28,51+ 53,93+ 41,92+

Mv-3-kumgl / 0.72 0,02 0,05 / / / / 0.55
My-3- / 29,05+ 17,31+ 10,07+ 4,29+1 13,57+ 28,77+ 19,70+ 22,37+

vinylfenolgl 0,72 0,09 0,08 ,18 1,25 1,15 1,40 0,48
Ukuoni 3-al 21,86+ 157,12 371,80 189,03 7,61+1 109,19 109,19 109,19 210,90
P g 0,72 10,72 10,52 10,13 ,18 11,34 11,34 11,34 10,77
Ukupni 3- / 39,81+ 119,92 77,77+ / 6,311, 8,101, 10,78+ 70,45+

acetilgl 0,72 +0,70 0,71 11 79 1,76 0,69
Ukupni 3- / 96,46+ 83,36+ 166,01 / 13,27+ 53,66+ 64,20+ 94,66+

pkumaroilgl 0,72 0,72 10,72 1,18 1,15 1,80 0,73
Ukupni 26,20+ 351,32 607,42 462,90 11,95+ 163,27 204,50 430,07 394,45
antocijani 0,72 10,72 10,72 10,72 0,72 10,72 40,52 +1,65 40,92

Rezultati odredivanja antocijana ukazuju na izraZenu varijabilnost njihovog sastava medu
analiziranim jednosortnim vinima. UocCeno je da su derivati kumaroilglikozida zastupljeniji u
vinima Merlot — Mackov podrum i Vipava 1894 u poredenju sa vinima Goriska Brda i Tribus Villa.

Ukupan sadrzaj antocijana pokazao je veoma Sirok raspon vrednosti, kre¢u¢i se od 11,95
mg/L u uzorku Merlot — Impresija do 607,42 mg/L u uzorku Dezelno vino PGO. Ovakve razlike
ukazuju na znacajnu heterogenost antocijanskog profila medu ispitivanim vinima.

Varijacije su zabeleZene 1 izmedu vina iste sorte. Tako je u uzorku Dezelno vino PGO
utvrdena veca koncentracija ukupnih antocijana u odnosu na vino Belica, dok je kod vina Merlot —
Impresija iz berbe 2016. godine sadrzaj ovih jedinjenja bio niZi nego u odgovaraju¢em uzorku iz
2015. godine. Direktno poredenje pojedinih vina treba posmatrati sa oprezom, budu¢i da na
koncentraciju i sastav antocijana uti¢e veliki broj faktora, ukljucujuci sortu, agroekoloske uslove,
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stepen zrelosti grozda i tehnoloske postupke tokom proizvodnje vina.

Na narednim slikama prikazana je procentualna raspodela identifikovanih antocijanskih
derivata u analiziranim jednosortnim vinima.

I Glukozidi

I Acetilglukozidi

I Kumaroilglukozidi
Vitisin A

I Miv vinilfenol gl.

27.7%

11.1%

8.13%

8.04%

45%

Slika 55. Relativna zastupljenost antocijana u obliku 3-glikozida, 3-acetilglikozida i 3-p-
kumaroilglikozida u vinu Impresija (berba 2015).

idi Glukozidi
I Glukozidi A
[77] Acetilglukozidi Acetilglukozidi
I Kumaroilglukozidi Kumaroilglukozidi
[ Vitisin A Vitisin A
_19.8% g Miv vinilfenol gl. Miv viniffenol gl. 315%

16.8%

13.8%

4.33%

2.43% 4.22%

2.53%

61.4%

43.1%

A) B)

Slika 56. Komparativni prikaz zastupljenosti 3-glikozidnih, 3-acetilglikozidnih i 3-p-
kumaroilglikozidnih derivata antocijana u vinima Merlot — Impresija 2015 (A) i Mackov podrum

(B)

Rezultati analize pokazali su da derivati malvidina predstavljaju dominantnu grupu
antocijanskih jedinjenja u svim ispitivanim jednosortnim vinima. Njithovo relativno ucesce kretalo
se od 49,13% do 84,57% ukupnog sadrzaja antocijana. Pregled procentualne zastupljenosti
malvidinskih derivata prikazan je u narednoj tabeli.

152



Tabela 48. Procentualna zastupljenost malvidinskih derivata u antocijanskom profilu

analiziranih jednosortnih crvenih vina.

Uzorak Malvidin-3- Malvidin-3-O- Malvidin-3-O-(p-  Ukupan udeo

vina O-glikozid acetilglikozid (%)  kumaroil)glikozid  malvidinskih
(%) (%) derivata (%)

M1 82,94 / / 84,57

M2 45,12 12,10 12,02 66,95

M3 38,90 8,01 5,08 50,28

M4 29,17 9,04 11,05 49,13

M5 63,98 / / 63,77

M6 54,82 4,16 / 58,69

M7 48,25 9,35 9,52 79,05

M8 51,60 10,42 10,06 90,30

M9 37,08 9,27 10,63 56,98

Slika 57. HPLC hromatogram antocijana u vinu Merlot — Impresija pri 520 nm
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5.9. ANTIOKSIDACIONA AKTIVNOST | NJENA KORELACIJA SA SADRZAJEM
FENOLNIH JEDINJENJA U IZABRANIM UZORCIMA CRVENIH VINA SRBIJE |
SLOVENIJE

Jos od proslog veka je poznato da fenolna jedinjenja nemaju nutritivni znacaj, ali pomazu u
ocuvanju ljudskog organizma zbog visokog antioksidativnog potencijala (Hertog i sar. 1995). Jedan
¢as nakon unos$enja 300 mL crvenog vinskog seruma antioksidacioni kapacitet se povecava za 18%,
Sto je uporedivo sa povecanjem od 22% nakon unoSenja 1 g C vitamina (Whitehead i sar., 1995).
Polifenoli koji se nalaze u crvenim vinima inhibiraju neke degenerativne bolesti kao §to su:
kardiovaskularne bolesti, neurogenetske poremecaje, dijabetis, poboljSavaju insulinsku osetljivost,
spreavaju oksidaciju LG holesterola, usporavaju kancerogene procese u organizmu, do 80 %
inhibiraju virus HIV-a, usporavaju Alzheimer-ovu bolest, starenje, asme, hipertenzije, slabokrvnost
I smanjuju ukupni oksidativni stres (Bertelli, 2007; Gey, 1990; German i Walzem, 2000;
Grotewold, 2006; Doll, 1990; Hertog, 1995; Havsteen, 2002; Hou, 2003; Edeas, 2001; Klepacka i
sar., 2011; Macheix i sar., 1990; Mimi¢-Oka i sar., 1999; Olas i Wachowich, 2002; Pereira i sar.,
2009; Renaud i de Lorgeril, 1992; Shahidi i Wanasundara, 1992; Soleas i sar, 2002).

Ovi farmakoloski efekti polifenolnih jedinjenja povezani su sa njihovom antioksidacionom
delovanju. Dr Cristobal Miranda (1954.) i Dr Donald R. Buhler (1962.), dobitnici Nobelove nagrade
za istrazivanja antioksidacione aktivnosti flavonoida, potvrdili su da ona zavisi od strukture
molekula tj. od prisutnih hidroksilnih grupa na benzenovom prstenu i dvogubih veza. 1z navedenih
razloga u ovom poglavlju bi¢e dati rezultati ispitivanja korelacije antioksidacione aktivnosti
najzastupljenijih crvenih vina Balkanskog regiona sa nadenim koncentracijama prisutnih fenolnih
jedinjenja.

5.9.1. Korelaciona analiza DPPH antioksidativne aktivnosti i sadrZaja fenolnih
jedinjenja u odabranim crvenim vinima

Antioksidativna aktivnost analiziranih uzoraka crvenih vina odredena je primenom metode
zasnovane na 2,2’-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH-) slobodnom radikalu, pri ¢emu su rezultati
predstavljeni u eksperimentalnom delu rada. Ova spektrofotometrijska metoda se zashiva na
pracenju redukcije DPPH radikala promenom apsorbance na talasnoj duZini od 517 nm.

DPPHe radikal karakteriSe intenzivna ljubicasta boja usled prisustva nesparenog elektrona,
dok nakon reakcije sa antioksidativnim komponentama iz vina, prvenstveno fenolnim jedinjenjima,
dolazi do njegovog redukovanja u oblik bezbojan ili Zuckast 2,2’-difenil-1-pikrilhidrazin (DPPH-
H). Intenzitet ove promene koristi se za kvantifikaciju antioksidativnog kapaciteta uzoraka.

U Tabeli 58 prikazani su rezultati antioksidativne aktivnosti ispitivanih vina izrazeni kao
procenat inhibicije DPPH radikala, kao i EC50 vrednosti, koje predstavljaju koncentraciju potrebnu
za neutralizaciju 50% slobodnih radikala. Ovakav nacin prikaza omogucéava lakSe poredenje
razlicitih uzoraka.

U analizu su ukljuceni prethodno spektrofotometrijski i hromatografski karakterisani uzorci,
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1 to Sest vina sorte Cabernet Sauvignon i osam vina sorte Merlot. Grupu Cabernet Sauvignon ¢inili
su uzorci: Cabernet Sauvignon — Slovenska Istra (2015), Cabernet Sauvignon — Vipava 1894
(2015), Cabernet Sauvignon — Diva (2015), Cabernet Sauvignon — Impresija (2015), Cabernet
Sauvignon — Diva (2016) i Cabernet Sauvignon — Impresija (2016).

Dobijeni rezultati su pokazali da se antioksidativna aktivnost Cabernet Sauvignon vina krece
u opsegu od 83,52% do 91,83%, dok su EC50 vrednosti bile u intervalu od 49,24 do 83,25 mL/g.

Kod Merlot vina analizirani su uzorci: Mackov podrum (2015), Vipava 1894 (2015),
Dezelno vino (2015), Impresija (2015), Impresija (2016), Belica (2016), Goriska Brda (2016) i
Tribus Villa (2016). U ovoj grupi zabelezene su vrednosti antioksidativne aktivnosti u rasponu od
80,45% do 90,25%, dok su EC50 vrednosti varirale izmedu 49,85 1 55,30 mL/g.

Medu posmatranim uzorcima, vino Belica izdvojilo se kao vino sa neSto nizim
antioksidativnim kapacitetom u poredenju sa ostalim ispitivanim jednosortnim crvenim vinima.

Tabela 49. Uporedni prikaz antioksidativne aktivnosti odabranih crvenih vina

Oznaka uzorka vina Procenat inhibicije DPPH radikala EC50 vrednost
(%) (mL/g)
Goriska brda Cabernet 2016 88,74+0,26 72,18+0,33
Vipava 1894 Cabernet 2015 89,53+0,56 49,24+0,26
Slovenska ISTRA Cabernet 2015 88,93+1,02 80,03+0,32
Goriska brda Cabernet Merlot 90,12+0,31 58,44+0,29
2016

GoriSka brda Merlot 2016 87,32+0,26 74,08+0,03
Mackov podrum Merlot 2015 89,96+0,26 50,56+0,26
Dezelno vino PGO Merlot 2015 87,02+0,26 64,96+0,16
Impresija Merlot 2015 90,25+0,26 47,85+0,56
Belica Merlot 2016 65,82+0,26 145,83+0,17
Impresija Merlot 2016 80,72+0,15 104,11+0,22
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Oznaka uzorka vina Procenat inhibicije DPPH radikala EC50 vrednost
(%) (mL/g)

Diva Cabernet 2015 86,78+0,26 60,67+0,34
Diva Cabernet 2016 85,89+0,26 83,25+0,24
Impresija Cabernet 2015 91,83+0,26 47,17+0,43
Rose Merlot 2016 86,45+0,26 65,30+0,55
Impresija Cabernet 2016 83,52+0,26 97,750,15
Vipava 1894 Merlot 2015 88,96+0,26 54,31+0,29

Tabela 50 prikazuje opseg vrednosti antioksidativne aktivnosti za ispitivane tipove vina, pri
¢emu se jasno uocava da su uzorci sorte Cabernet Sauvignon karakterisani najvisSim nivoom
antioksidativnog delovanja u okviru analiziranog seta vina.

Tabela 50. Raspon antioksidativne aktivnosti pojedinih vrsta crvenih vina obuhvacenih

istrazivanjem
Oznaka uzorka vina ECs, antioksidativna vrednost
(mL/g)
Cabernet Sauvignon sorta 49,26+0,15 - 83,25+0,24
Merlot sorta 47,85+0,55 - 145,83+0,17

Na osnovu dobijenih ECsy vrednosti moze se zakljuiti da analizirana crvena vina
ispoljavaju izrazen antioksidativni potencijal. UopSteno se smatra da fenolna jedinjenja deluju kao
antioksidansi zahvaljujuéi svojoj sposobnosti da prekidaju lancane reakcije slobodnih radikala, pri
¢emu brzina tih reakcija predstavlja jedan od klju¢nih parametara koji odreduju ukupni
antioksidativni kapacitet.

Antioksidativna aktivnost fenolnih jedinjenja uslovljena je nizom strukturnih faktora,
ukljucujuéi energiju disocijacije O-H veze, mogucnost delokalizacije nesparenog elektrona,
rezonantnu stabilizaciju formiranog radikala, kao 1 stericne efekte supstituenata na aromaticnom
prstenu (Shahidi 1 Naczk, 1995). Pojedini autori isticu da inhibitorno dejstvo fenolnih kiselina,
naroc¢ito hidroksicimetnih derivata, zavisi od broja i rasporeda hidroksilnih grupa u molekulu.
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Hidroksilne grupe doprinose antioksidativnoj aktivnosti ne samo kao donori vodonika koji
neutraliSu slobodne radikale, ve¢ i1 kroz stabilizaciju nastalih radikala dodatnim rezonantnim
efektima i intramolekulskim interakcijama. Razlike u antioksidativnom kapacitetu vina posledica su
varijacija u sadrzaju i reaktivnosti prisutnih fenolnih jedinjenja.

Kod flavonoida, posebno flavonola, antioksidativna aktivnost se dovodi u vezu sa
strukturnim karakteristikama kao S§to su: broj hidroksilnih grupa u B prstenu, prisustvo orto-
dihidroksilne konfiguracije, konjugacija 2,3-dvostruke veze sa keto grupom na C4 atomu, kao i
prisustvo hidroksilnih grupa na polozajima C3 i C5, koje ucestvuju u hvatanju slobodnih radikala,
formiranju vodoni¢nih veza sa keto grupom 1 heliranju metalnih jona tokom oksidacionih procesa
(Espinoza i sar., 2009; Marinova i Yanishlieva, 1992; Rice-Evans i sar., 1995).

U dosadasnjim istrazivanjima (navedenim u literaturi) prikazane su razli¢ite korelacione
analize izmedu bioaktivnih komponenti i antioksidativnog kapaciteta prirodnih uzoraka poput
grozda 1 vina. U okviru ovog rada ispitana je moguca povezanost izmedu koncentracija prethodno
odredenih fenolnih jedinjenja i eksperimentalno dobijenih ECsy vrednosti za antioksidativni
kapacitet analiziranih crvenih vina (Radovanovi¢ i sar., 2008; 2010a; 2010b; 2012a; 2012b).

Na osnovu UV/VIS spektroskopskih rezultata izvrSena je procena korelacije izmedu ECsy
vrednosti i spektroskopski odredenih parametara za ukupne fenole, estre vinske kiseline i flavonole.
Dobijeni korelacioni indeksi, prikazani u Tabeli 41, ukazuju na postojanje izraZzene povezanosti
izmedu posmatranih parametara.

Tabela 51. Korelacioni odnosi izmedu UV/VIS spektroskopski odredenih estara vinske
kiseline i flavonola i antioksidativne aktivnosti (ECsp) u crvenim vini

Korelacioni koeficijent (r) CS M

Povezanost ukupnih polifenola i ECs 0,5220 26,9547
vrednosti

Povezanost estara vinske kiseline i 0,5695 49,1090
ECs, vrednosti

Povezanost ukupnih flavonola i ECs 0,6060 21,6040
vrednosti

Na Slici 58 prikazani su grafi¢ki odnosi izmedu antioksidativne aktivnosti ispitivanih
crvenih vina i koncentracija ukupnih polifenola (A), estara vinske kiseline (B) i ukupnih flavonola
(C), na osnovu kojih su analizirane njihove medusobne korelacije.
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Slika 58. Korelacija izmedu UV/VIS spektroskopski odredenih fenolnih jedinjenja (ukupni
polifenoli, estri vinske kiseline i flavonoli) i antioksidativne aktivnosti (EC50) u crvenim vinima

Pored toga, analizirana je potencijalna korelacija izmedu sadrzaja ukupnih fenola, flavan-3-
ola, flavonola i ukupnih flavonoida, kao i ukupnih antocijana odredenih HPLC metodom, u odnosu
na antioksidativnu aktivnost ispitivanih crvenih vina. Dobijeni korelacioni indeksi prikazani su u
Tabeli 52, dok je njihov graficki prikaz dat na Slici 59.

Tabela 52. Korelacioni odnosi izmedu HPLC-odredenih fenolnih jedinjenja i
antioksidativne aktivnosti (ECsp) u crvenim vinima

Korelacioni koeficijent (r) CS M
Povezanost fenolnih kiselina i 0,7423 27,4829
EC50 vrednosti
Povezanost flavan-3-ola i ECs 0,6991 19,2772
vrednosti
Povezanost flavonola i ECs 0,7486 10,4961
vrednosti
Povezanost antocijana i ECsp 0,5941 22.1015
vrednosti
Povezanost ukupnih flavonoida i 0,8595 21.2075

ECs, vrednosti
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Slika 59. Korelacija izmedu HPLC-odredenih fenolnih jedinjenja (fenolne kiseline, flavan-
3-oli, flavonoli, antocijani i flavonoidi) i antioksidativne aktivnosti (ECsp) u crvenim vinima

Dobijeni rezultati ukazuju na postojanje izraZzene korelacije izmedu antioksidativne
aktivnosti izrazene preko EC50 vrednosti 1 svih ispitivanih grupa fenolnih jedinjenja odredenih
HPLC metodom. Najvisi stepen povezanosti zabelezen je sa ukupnim flavonoidima (r = 0,8595), Sto
upucuje na njihov znac¢ajan doprinos ukupnom antioksidativnom kapacitetu vina, kao i na moguci
sinergisticki efekat razli¢itih flavonoidnih grupa.

Antocijani predstavljaju posebno znacajnu grupu fenolnih jedinjenja sa izrazenim bioloskim
potencijalom, medutim njihov sadrzaj u crvenim vinima pokazuje veliku varijabilnost. Na njihovu
zastupljenost utice vise faktora, ukljucuju¢i sortu grozda, stepen zrelosti, klimatske uslove,
tehnologiju proizvodnje i nain sazrevanja i cuvanja vina, $to je ve¢ ranije diskutovano.

Rezultati HPLC analiza pokazuju da u okviru svake ispitivane fenolne grupe postoji jedna
dominantna komponenta. Kod fenolnih kiselina, analiziranih DAD detektorom na 280 i 320 nm,

galna kiselina se izdvojila kao najzastupljenija, sa maksimalnim uceS¢em do 88,75% u vinima tipa
Impresija.
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U grupi flavan-3-ola, odredenih na 275/322 nm, najveéi doprinos ima (+)-katehin, sa
maksimalnim uces¢em od 55,30% u Cabernet Sauvignon vinima. Kod flavonola, analiziranih na
360 nm, dominantna komponenta je kvercetin-3-glikozid, ¢iji udeo dostize do 57,58%.

Tabela 53. Raspon procentualne zastupljenosti odabranih fenolnih jedinjenja odredenih

HPLC metodo
Uzorak vina Udeo galne kiseline Udeo (+)-katehina Udeo kvercetin-3-O-
(%) (%) glikozida (%0)
Cabernet Sauvignon sorta 36,55 - 63,92 30,96 — 55,30 12,37 - 38,35
Merlot sorta 61,77 — 62,54 22,09 - 25,50 34,92 - 36,48

U cilju dodatnog sagledavanja povezanosti izmedu fenolnog sastava i antioksidativne
aktivnosti, analizirana je korelacija izmedu koncentracija galne kiseline, (+)-katehina i kvercetin-3-
glikozida i odgovarajuéih vrednosti antioksidativnog kapaciteta ispitivanih crvenih vina. Rezultati
prikazani u Tabeli 54, kao i graficki predstavljeni na Slici 61 (A—C), ukazuju na izrazenu pozitivnu
povezanost izmedu ovih fenolnih jedinjenja i antioksidativne aktivnosti.

Ovi nalazi su dodatno potvrdeni analizom odnosa izmedu pomenutih jedinjenja i ECsg
vrednosti, gde je uocCena konzistentna tendencija jac¢anja antioksidativnog efekta sa porastom
njihove koncentracije.

Pored toga, ispitana je i korelacija izmedu trans-resveratrola, kao predstavnika stilbena, i
antioksidativne aktivnosti analiziranih uzoraka vina. Dobijeni korelacioni koeficijent ukazuje na
izrazenu povezanost izmedu sadrzaja ovog jedinjenja i1 antioksidativnog potencijala vina.

Tabela 54. Korelacioni odnosi izmedu HPLC-odredenih fenolnih jedinjenja i antioksidativne
aktivnosti (ECsp) u crvenim vinima

Korelacioni koeficijent (r) CS M
Galna kiselina vs ECsg 0,6917 18,4398
(+)-Katehin vs ECs 0,6912 22,8353
Kvarcetin-3-glikozid vs ECsg 0,7719 3,4454

Korelacija 1izmedu trans- 0,7404 21,2444
resveratrola i ECs, vrednosti
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Slika 60. Korelacija izmedu HPLC-odredenih fenolnih jedinjenja (galna kiselina, (+)-
katehin, kvercetin-3-glikozid i trans-resveratrol) i antioksidativne aktivnosti (ECso) u crvenim
vinima

Antioksidativna aktivnost pojedina¢nih fenolnih jedinjenja i odabranih referentnih
antioksidanasa odredena je primenom DPPH slobodnoradikalske metode. U okviru ispitivanja
analizirani su prirodni fenolni standardi prisutni u vinima, ukljuc¢uju¢i galnu kiselinu, askorbinsku
kiselinu, kvercetin i rutin, kao i sinteti¢ki antioksidansi troloks i 2-terc-butil-4-hidroksianizol
(BHA).

Dobijeni rezultati pokazuju izrazene razlike u njihovoj antioksidativnoj efikasnosti. Medu
ispitivanim jedinjenjima, kvercetin je ispoljio najjaci antioksidativni kapacitet, dok su neSto niZe

vrednosti zabelezene kod galne kiseline 1 rutina, u poredenju sa ostalim analiziranim supstancama.

Tabela 55. ECsp vrednosti odabranih ¢istih supstanci izrazene u mg/g i pmol/g

Korelacioni koeficijent (r) CS M
Galna kiselina vs ECsg 0,6917 18,4398
(+)-Katehin vs ECs 0,6912 22,8353
Kvercetin-3-glikozid vs ECsg 0,7719 3,4454
Korelacija  izmedu trans- 0,7404 21,2444

resveratrola i ECsy vrednosti
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Na osnovu svih dobijenih korelacionih analiza moZze se uociti da se najizraZzenija povezanost
sa antioksidativnom aktivno$éu crvenih vina postize kada se razmatra ukupna koncentracija
flavonoidnih jedinjenja. Ovoj grupi pripadaju flavan-3-oli, flavonoli, flavoni i flavanoni, ¢ije su
koncentracije odredene primenom DAD detekcije na 360 nm, kao i fluorescentne detekcije na
275/322 nm.

Dobijeni rezultati ukazuju da ove grupe jedinjenja zajednicki doprinose ukupnom
antioksidativnom kapacitetu vina, pri ¢emu se moze pretpostaviti postojanje sinergistickog
delovanja izmedu razli¢itih bioaktivnih fenolnih komponenti i ukupne antioksidativne aktivnosti
crvenih vina.

5.9.2. Korelacija izmedu Cu(II)-1,10-fenantrolin odredene antioksidativne aktivnosti i
fenolnog sastava crvenih vina

Antioksidativna aktivnost prirodnih uzoraka, ukljucuju¢i grozde i vino, moze se procenjivati
primenom razli¢itih analitickih pristupa. U ovom delu rada prikazani su rezultati odredivanja
antioksidativnog kapaciteta primenom nove bakar(l1)-1,10-fenantrolin (Cu(ll)-fen) redoks metode.

Ova metoda se zasniva na redukciji hromogenog kompleksa Cu(ll)-1,10-fenantrolina do
Cu(D)-1,10-fenantrolina u prisustvu antioksidativno aktivnih fenolnih jedinjenja iz uzorka vina.
Nastali redukovani oblik pokazuje karakteristican maksimum apsorpcije na 450 nm, §to omogucava
njegovu spektrofotometrijsku kvantifikaciju.

Da bi se procenila pouzdanost i primenljivost ove nove bakar-redukuju¢e (CR) metode za
odredivanje antioksidativne aktivnosti vina, izvrSeno je poredenje dobijenih rezultata sa
vrednostima dobijenim primenom standardne DPPH metode, §to je prikazano u Tabeli 56.

Za izradu kalibracionih krivih kori§¢ena su ista referentna fenolna jedinjenja kao i kod
DPPH metode, i to galna kiselina, kvercetin i rutin.

Tabela 56. Poredenje antioksidativne aktivnosti odabranih crvenih vina odredene DPPH i
CR metodom

Ispitivana jedinjenja ECs, (Mmg/g, DPPH ECs, (umol/g, DPPH

metoda) metoda)
Flavonol 7,29 24,12
Fenolna kiselina 55,15 325,00
Askorbat 107,43 609,95
Kvercetin-3-O- 129,96 212,86

rutinozid
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Ispitivana jedinjenja ECs, (mg/g, DPPH ECs, (umol/g, DPPH

metoda) metoda)
6-hidroksi-2,5,7,8- 130,00 520,00
tetrametilkroman-2-
karboksilna kiselina
Butil-hidroksianizol 142,84 792,41

U Tabeli 57 i na Slici 61 prikazani su korelacioni indeksi koji ukazuju na veoma visok
stepen slaganja izmedu rezultata dobijenih primenom nove CR metode i standardne DPPH metode.
Uocene vrednosti korelacije (0,9767-0,9775) potvrduju izuzetnu saglasnost izmedu ova dva
pristupa u proceni antioksidativne aktivnosti crvenih vina.

Na osnovu ovako izrazene podudarnosti, nije bilo neophodno dalje uspostavljanje
korelacionih odnosa izmedu CR metodom dobijenih vrednosti antioksidativne aktivnosti i
koncentracija pojedina¢nih fenolnih jedinjenja identifikovanih u analiziranim uzorcima vina.

Tabela 57. Korelacioni odnosi izmedu DPPH i CR metoda za odredivanje antioksidativne
aktivnosti crvenih vina izrazene preko ekvivalenata galne kiseline, kvercetina 1 rutina

DPPH CR
metoda metoda
Uzorak vina GAE QE RE GAE QE RE

(mg/l)  (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)

Goriska brda Cabernet 2016 433,96 53,47 1240,94 922,16 559,37 407,40
Vipava 1894 Cabernet 2015 804,39 114,37 1118,84 871,07 510,19 371,60

Slovenska ISTRA Cabernet

2015 868,21 124,86 1196,76 855,31 518,83 377,89

GoriSka brda Cabernet Merlot
2016

868,21 124,86 172463 1659,96 1006,84 733,07
Goriska brda Merlot 2016 433,96 53,47 1483,83 127351 772,46 562,49
Mackov podrum Merlot 2015 547,86 72,19 149859 1336,95 810,94 590,49
Dezelno vino PGO Merlot 2015 532,49 69,66 938,31 657,97 399,14 290,78
Impresija Merlot 2015 526,12 68,62 1340,87 1158,07 702,45 511,53

Belica Merlot 2016 472,64 59,82 1269,22  1055,66 640,34 466,33
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DPPH CR

metoda metoda
Uzorak vina GAE QE RE GAE QE RE
(mg/L)  (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
Impresija Merlot 2016 506,77 65,44 1240,94 922,16 559,37 407,40
Diva Cabernet 2015 737,99 103,45 1118,84 871,07 510,19 371,60
Diva Cabernet 2016 632,52 86,11 1196,76 855,31 518,83 377,89
Impresija Cabernet 2015 638,98 87,17 172463 1659,96  1006,84 733,07
Rose Merlot 2016 393,56 46,82 1483,83 127351 772,46 562,49
Impresija Cabernet 2016 569,89 75,81 1498,59 1336,95 810,94 590,49
Vipava 1894 Merlot 2015 538,51 70,65 938,31 657,97 399,14 290,78
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Slika 61. Korelacija izmedu antioksidativne aktivnosti odredene DPPH i CR metodom
izrazene preko ekvivalenata galne Kiseline, kvercetina i rutina
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ZAKLJUCAK

Istrazivanje je obuhvatilo ukupno Cetrnaest uzoraka crvenih vina poreklom iz razlicitih
vinogradarskih podru¢ja Balkana, sa teritorije Srbije i Slovenije, proizvedenih u periodu 2015—
2016. godine kod viSe razliCitih proizvodaca. Analizirana su vina dobijena od sorti Vitis vinifera
Cabernet Sauvignon i1 Merlot, kao i drugih regionalno zastupljenih vina iz razli¢itih vinarija,
ukljucujuéi uzorke iz slovenskih i regionalnih oznaka porekla.

U okviru eksperimentalnog dela rada primenjene su komplementarne analitiCke metode za
karakterizaciju fenolnog profila i antioksidativnog potencijala. Spektrofotometrijske analize su
obuhvatile odredivanje ukupnih fenola na 280 nm, derivata vinske kiseline na 320 nm, kao i
flavonolnih jedinjenja na 360 nm. Paralelno je sprovedena HPLC analiza kojom je obuhvaceno
ukupno cCetrdeset pojedinacnih fenolnih komponenti.

Identifikacija 1 kvantifikacija jedinjenja izvrSena je kombinovanom primenom DAD
detekcije (na talasnim duzinama 280, 320, 360 i 520 nm) i fluorescentne detekcije (275/322 nm), uz
poredenje retencionih vremena i apsorpcionih spektara sa standardnim supstancama, kao i primenu
odgovarajucih kalibracionih krivih za kvantifikaciju.

Na osnovu primenjene HPLC metode, utvrdeno je prisustvo jedanaest neflavonoidnih
fenolnih jedinjenja, medu kojima dominiraju fenolne kiseline kao $to su galna, vanilinska,
siringinska, hlorogenska, elaginska, kao i razli¢iti derivati hidroksicimetnih kiselina (trans-kaftarna,
trans-kutarinska, trans-kafeinska, p-kumarinska i ferulinska kiselina), uz prisustvo trans-resveratrola
kao predstavnika stilbena.

Pored njih, identifikovana je i Siroka grupa flavonoidnih jedinjenja koja obuhvata ukupno
dvadeset i devet komponenti. U okviru ove grupe izdvojeni su flavan-3-oli (kao Sto su (+)-katehin,
(-)-epikatehin, procijanidin B2 i (-)-epigalokatehingalat), zatim flavonoli (kvercetin-3-glikozid,
kvercetin, rutin, miricetin, morin 1 kemferol), kao i1 flavoni (luteolin i apigenin), dok je medu
flavanonima detektovan naringin.

Posebno znacajnu grupu u fenolnom profilu analiziranih vina €ine antocijani, koji su
analizirani na 520 nm. U njihov sastav ulaze derivati malvidina, peonidina, delfinidina, cijanidina i
petunidina, ukljucujuci njihove glikozidne, acetilglikozidne i p-kumaroilglikozidne oblike, kao i
prisustvo jedinjenja kao $to su Vitisin A i malvidin-3-vinilfenol glikozid.

Pored hemijskog sastava, odredivana je i pH vrednost svih uzoraka, pri ¢emu su zabelezene
vrednosti u opsegu od 2,80 do 3,67, u zavisnosti od sorte i porekla vina. Na osnovu dobijenih
rezultata moze se zakljuciti da sva ispitivana vina pripadaju grupi slabo kiselih vina.

Analiza rezultata pokazala je da je fenolni sastav vina, kao 1 sadrzaj pojedinacnih
identifikovanih jedinjenja, pod uticajem vise medusobno povezanih faktora. Medu njima se
izdvajaju sortne karakteristike grozda, geografsko poreklo i klimatski uslovi vinogradarskih
regiona, zatim godina berbe, kao i tehnologija proizvodnje, uslovi ¢uvanja i1 procesi starenja vina,
koji posebno uticu na stabilnost i koncentraciju antocijana.
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Pra¢enjem uzoraka iz dve uzastopne berbe (2015. i 2016. godine) kod istih proizvodaca
uocene su izrazene razlike u fenolnom profilu. Rezultati ukazuju da je 2015. godina pogodovala
intenzivnijoj sintezi fenolnih jedinjenja, §to se moze povezati sa povoljnijim klimatskim uslovima i
vi§im stepenom fenolne zrelosti grozda.

Dodatna analiza neflavonoidnih komponenti pokazala je znacajne razlike u sadrzaju
hidroksibenzoevih 1 hidroksicimetnih kiselina, ¢ak 1 medu vinima iste sorte, ali razli¢itog
proizvodaca. U Cabernet Sauvignon vinima koncentracije hidroksibenzoevih kiselina kretale su se u
opsegu od 19,72 do 130,77 mg/L, dok su hidroksicimetne kiseline bile prisutne u rasponu od 11,65
do 46,90 mg/L. Ukupan sadrzaj fenolnih kiselina varirao je od 38,94 do 176,67 mg/L, Sto ukazuje
na izrazenu heterogenost u zavisnosti od porekla i uslova proizvodnje.

Analizom odnosa hidroksibenzoevih i hidroksicimetnih kiselina utvrdeno je da se njihovo
medusobno ucesce krece u opsegu od 41,45 do 67,88%. Posebno se izdvajaju Cabernet Sauvignon
vina vinarije Impresija, kod kojih je zabelezen visi relativni udeo hidroksicimetnih kiselina, koji
prelazi 50%, u poredenju sa ostalim ispitivanim vinima iste sorte.

U okviru ove grupe uzoraka, galna kiselina je identifikovana kao najzastupljenija fenolna
kiselina, sa dominantnim udelom koji u Cabernet Sauvignon vinima vinarije Impresija dostize
63,92% 1 65,06%. Poredenjem Merlot vina istog proizvodaca sa vinima drugih vinarija uoceno je da
uzorci Impresije sadrze do 40,55% visi nivo fenolnih kiselina, Sto ukazuje na izrazen uticaj
proizvodnog sistema na hemijski profil vina.

Koncentracija trans-resveratrola, kao najznacajnijeg predstavnika stilbena u crvenim vinima,
kretala se u svim analiziranim uzorcima u rasponu od 0,74 do 2,41 mg/L, bez obzira na sortu i
poreklo.

Distribucija pojedina¢nih fenolnih kiselina pokazala je stabilan hijerarhijski obrazac
prisustva, pri ¢emu je u svim vinima zabelezen slede¢i redosled: galna kiselina > trans-kaftarinska
kiselina > trans-kutarinska kiselina > siringinska Kiselina > ferulinska Kkiselina > p-kumarinska
kiselina > kafeinska kiselina > hlorogenska kiselina > vanilinska kiselina. Ovaj raspored ukazuje na
konzistentnost dominantnih jedinjenja u okviru analiziranih uzoraka.

Analiza flavonoidnog profila pokazala je izraZene razlike izmedu istosortnih vina, Sto
ukazuje na znacajan uticaj proizvodaca i uslova vinifikacije. Sadrzaj flavan-3-ola u Cabernet
Sauvignon vinima kretao se od 49,20 do 143,75 mg/L, dok je u ostalim jednosortnim vinima
zabelezen nizi opseg od 30,06 do 73,13 mg/L.

Medu flavan-3-olima, (+)-katehin se izdvojio kao dominantna komponenta, sa
procentualnim udelom u Cabernet Sauvignon vinima u rasponu od 30,96 do 54,01%, dok je u
Merlot vinima dostizao 55,30%, a u pojedinim uzorcima i 52,09%.

Flavonoli su predstavljali slede¢u znacajnu flavonoidnu grupu, sa koncentracijama u
Cabernet Sauvignon vinima u intervalu od 11,80 do 35,15 mg/L. U okviru ove grupe, kvercetin u
formi kvercetin-3-glikozida identifikovan je kao najzastupljenije jedinjenje, sa procentualnim
udelom od 20,79 do 51,58% u Cabernet Sauvignon vinima, dok je u Merlot i drugim vinima
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njegovo ucesce Cesto prelazilo 60%.

Prisustvo flavona i flavanona bilo je znatno nize u poredenju sa ostalim flavonoidnim
klasama, ali su ova jedinjenja ipak doprinela ukupnom flavonoidnom profilu ispitivanih uzoraka.
Ukupna koncentracija flavonoida, odredena na 360 nm i 275/322 nm, u Cabernet Sauvignon vinima
kretala se od 60,88 do 163,63 mg/L, dok je u Merlot vinima zabeleZen nizi nivo, sa minimalnim
vrednostima oko 54,68 mg/L.

Antocijani su predstavljali najznacajniju grupu jedinjenja u pogledu boje i senzornog profila
vina. Njihova ukupna koncentracija u Cabernet Sauvignon vinima dostizala je 1480,56 mg/L, dok je
u Merlot vinima bila niza i iznosila do 607,42 mg/L.

U svim analiziranim uzorcima dominantan antocijan bio je malvidin-3-glikozid, zajedno sa
njegovim acetil- i p-kumaroil-derivatima. Udeo malvidin derivata dostizao je do 86,47% u Cabernet
Sauvignon vinima, dok je u Merlot vinima prelazio 50%. Struktura antocijana pratila je stabilan
obrazac raspodele: glikozidi > acetilglikozidi > p-kumaroilglikozidi > malvidin-3-vinilfenol
glikozid > Vitisin A.

Ispitivanja antioksidacione aktivnosti DPPH metodom pokazala su da su ECsy vrednosti bile
u rasponu od 47,17 do 50,56 mL/g, u zavisnosti od sorte, dok je izrazena antioksidativna aktivnost
varirala izmedu 69,55% 1 91,83%. Rezultati ukazuju na snaZan antioksidativni potencijal svih
analiziranih vina

Korelaciona analiza je pokazala umerenu povezanost izmedu spektrofotometrijski odredenih
parametara (ukupni fenoli, esteri vinske kiseline i1 flavonoli) i antioksidativne aktivnosti (r <
0,6060), dok je znacajno jaca korelacija utvrdena izmedu HPLC-detekovanih grupa jedinjenja
(fenolne kiseline, flavan-3-oli, flavonoli i antocijani) i antioksidativnog kapaciteta (r < 0,8595).

Najslabiji doprinos korelaciji zabelezen je kod antocijana, §to ukazuje na njihovu izrazenu
zavisnost od viSe faktora, ukljuc¢ujuéi sortu, tehnologiju proizvodnje, uslove skladiStenja i proces
starenja vina.

Dodatna analiza pokazala je da je u okviru svake fenolne klase prisutna dominantna
komponenta, $to potvrduje specificnost hemijskog profila vina. Korelacioni odnosi sa pojedina¢nim
jedinjenjima pokazali su najizrazeniju povezanost za galnu kiselinu (0,6917), (+)-katehin (0,6912),
kvercetin-3-glikozid (0,7719) i trans-resveratrol (0,7404), §to ukazuje na njihov znacajan doprinos
ukupnoj bioaktivnosti vina.

Antioksidativni potencijal ispitivanih crvenih vina procenjivan je primenom DPPH metode,
pri ¢emu je paralelno ispitivana aktivnost odabranih bioaktivnih jedinjenja, ukljucujuéi galnu i
askorbinsku kiselinu, kvercetin, rutin, troloks i BHA. Rezultati su pokazali da kvercetin ispoljava
najizrazeniji antioksidativni efekat, sa ECsy vrednoscu od 24,12 mg/g, Sto ga svrstava medu
najaktivnije ispitivane komponente.

Pored DPPH testa, antioksidaciona svojstva vina odredivana su i primenom alternativne
redoks metode zasnovane na bakar(Il)-1,10-fenantrolinskom sistemu kao oksidacionom sredstvu.
Dobijeni rezultati, izrazeni kao ekvivalenti galne kiseline, kvercetina i1 rutina (mg/L), pokazali su
visok stepen podudarnosti sa rezultatima DPPH analize.
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Saglasnost izmedu primenjenih metoda potvrdena je visokom korelacijom, pri ¢emu su
koeficijenti korelacije bili u veoma uskom opsegu od 0,9775 do 0,9776, Sto ukazuje na izrazenu
metodolosku konzistentnost i pouzdanost dobijenih podataka.

Sveobuhvatna analiza sprovedena u okviru ove doktorske disertacije integrisala je teorijski
okvir, eksperimentalna merenja i statisticku obradu podataka, ¢ime su dobijeni rezultati dobili
dodatnu validaciju i interpretativnu snagu.

Dobijeni nalazi ukazuju da su crvena vina hemijski kompleksni sistemi u kojima fenolna
jedinjenja predstavljaju klju¢ne nosioce antioksidativne aktivnosti. I ukupna koli¢ina fenola i njihov
pojedinacni sastav direktno uti¢u na izrazenost funkcionalnih svojstava vina.

Uporedna analiza antioksidativnih metoda (DPPH, ABTS i FRAP) pokazala je visok stepen
medusobne uskladenosti, ¢ime je potvrdena stabilnost primenjenih analiti¢kih pristupa i pouzdanost
procene antioksidativnog kapaciteta.

Utvrdeno je da sortne karakteristike predstavljaju jedan od glavnih faktora varijabilnosti
fenolnog profila. Vina sorte Cabernet Sauvignon u proseku su pokazala visi nivo ukupnih fenolnih
jedinjenja i izrazeniju antioksidativnu aktivnost u odnosu na Merlot vina.

Pored genetskog faktora, znacajan doprinos razlikama u hemijskom sastavu imaju i uslovi
sredine, obuhvaceni pojmom terroir. Razlike u klimatskim i1 zemlji§nim karakteristikama izmedu
vinogradarskih regiona Srbije 1 Slovenije odraZzavaju se na hemijski profil i bioaktivni potencijal
vina.

Metodoloski pristup zasnovan na kombinaciji spektrofotometrijskih analiza, HPLC-DAD
tehnike, antioksidativnih testova i multivarijantne statistike omogucio je sveobuhvatnu i pouzdanu
interpretaciju rezultata.

Dodatno, primena PCA analize omogucila je redukciju kompleksnog skupa podataka i jasnu
separaciju uzoraka prema sorti i geografskom poreklu, ¢ime su potvrdeni prethodno uoceni obrasci
varijabilnosti.

Na osnovu integrisanih rezultata moZe se zakljuciti da analizirana vina poseduju izrazen
funkcionalni potencijal, Sto podrZzava njithovo mesto u okviru koncepta funkcionalne hrane, pod
uslovom umerene konzumacije.

U celini posmatrano, ova doktorska disertacija predstavlja originalan, metodoloski dosledan
1 nau¢no utemeljen doprinos oblasti hemije hrane i enologije, sa jasnim implikacijama za
unapredenje razumevanja bioaktivnih svojstava vina 1 njihove prakticne primene u vinskoj
industriji.
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