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1. UVOD



Uros Milji¢, dipl. inZ. Doktorska disertacija

Vo¢éno vino je poljoprivredno-prehrambeni proizvod dobijen potpunom ili delimi¢nom
fermentacijom soka ili kljuka od svezeg, i za to pogodnog, kostiCavog, jezgriCavog, jagodiCastog,
bobicastog ili ostalog vo¢a. Ovakva vina zbog svog laganog, vo¢nog i osvezavajuceg karaktera
postaju sve popularnija u svetu. Sa druge strane, trend proizvodnje i konzumiranja voénih vina u
Republici Srbiji je prakti¢no zanemarljiv, 1 pored velike godiSnje proizvodnje razli€itih vrsta
voca. Sljiva (Prunus domestica L.) je svakako najvaznija i najée$¢e gajena voéna vrsta u Srbiji,
pri ¢emu je nasa zemlja takode i jedan od najvecih proizvodaca ovog voca u svetu. Na osnovu
podataka Organizacije za hranu i poljoprivredu Ujedinjenih nacija (FAO) za period od 2007-
2011. godine, Srbija se nalazi na drugom mestu u svetu po proizvodnji §ljiva sa prosecnim
godisnjim prinosom od oko 600000 tona. Znacajna koli¢ina godiSnje proizvodnje §ljive se izveze
u svezem ili suvom stanju, dok se najvec¢i deo preradi u neki od brojnih proizvoda (sokovi,
dZemovi 1, pre svega, rakija Sljivovica). S obzirom na teznju da se §to manje izvoze primarni
poljoprivredni proizvodi, a Sto viSe gotovi prehrambeni proizvodi, pruza se moguénost da Srbija
postane poznata po jo§ jednom proizvodu od Svoje najrasprostranjenije vrste voca, specifi¢cnom
vo¢nom vinu od S$ljive. U pogledu hemijskog sastava, §ljivu, kao potencijalnu sirovinu za
proizvodnju vina, karakteriSe povoljan odnos Secera i vo¢nih kiselina, visok sadrzaj pektinskih
materija, kao i1 znacajane koli¢ine fenolnih jedinjenja, vitamina i mineralnih materija. S obzirom
na razli¢ite epohe sazrevanja (sastav sirovine) pretpostavlja se da nisu sve sorte §ljive koje se
gaje u Srbiji podjednako pogodne za preradu u vino.

Proizvodnja voénih vina se tehnoloski ne razlikuje znacajno od proizvodnje vina od
grozda, ali s obzirom na specifi¢nosti §ljive kao sirovine, pre svega u pogledu fizicko-hemijskih
parametara kvaliteta, neophodno je jednim opseznim istrazivanjem celokupnog procesa
proizvodnje omoguciti dobijanje finalnog proizvoda najviSeg, standardizovanog i
prepoznatljivog kvaliteta. Pod time se podrazumeva ispitivanje postupaka primarne prerade voca
1 procesa fermentacije u cilju pronalazenja optimalnih uslova proizvodnje vina od Sljive
(temperatura, pH, tretman vo¢nog kljuka enzimima, postupak maceracije, izbor soja kvasca itd.).
Za kvalitet gotovog vina od velike vaznosti su procesi sazrevanja i stabilizacije kao i njihov
uticaj na fizicko-hemijske parametre kvaliteta. Posebna paznja prilikom ispitivanja uticaja
razli¢itih procesnih parametara i postupaka vinifikacije mora biti usmerena ka oceni senzorne
prihvatljivosti i kvaliteta svakog proizvedenog vina.

Poznato je da konzumiranje odredene hrane i pi¢a moZze imati pozitivan uticaj na zdravlje
potroSaca. Takva hrana se naziva funkcionalnom, jer ima povoljan uticaj na ljudsko zdravlje,
pored svojih uobiCajenih nutritivnih funkcija. Vino, kao 1 grozde od kojeg je proizvedeno,
prirodno sadrzi velike koli¢ine bioloski aktivnih komponenti (pre svega fenolnih jedinjenja).
Umeren dnevni unos vina je povezan sa duzim Zivotom, kao i boljim opStim zdravstvenim
stanjem ljudi. Pored grozda, voc¢e kao Sto je borovnica, kupina, brusnica, §ljiva itd. smatra se
jednakim, pa i boljim, izvorom razli¢itih fenolnih jedinjenja. Kako bi se ocenila funkcionalna
vrednost vina od Sljive potrebno je ispitati sastav i sadrzaj fenolnih jedinjenja, njegovu
eventualnu antioksidativnu i antimikrobnu aktivnost. Za razliku od vina od grozda, vo¢na vina
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imaju jednu bitnu prednost, a to je najceS¢e nizi sadrzaj alkohola koji je najveca prepreka
prihvatanju vina kao funkcionalne hrane usled kontraverznog misljenja nau¢ne javnosti o uticaju
alkohola na zdravlje.

Uzimajuci u obzir nedostatak dostupne literature vezane za postupak proizvodnje vina od
Sljive, kao i nedovoljno podataka o pogodonsti razli¢itih domacih sorti za ovaj nacin prerade, ova
doktorska disertacija je imala za cilj sprovodenje detaljnih istrazivanja celokupnog procesa
vinifikacije. Kao sirovine za proizvodnju vina kori$tene su tri sorte domace sljive razli¢itih epoha
sazrevanja: Cac¢anska rana, Cacanska lepotica i PoZegada, s obzirom da predstvaljaju jedne od
najzastupljenijih i najkvalitetnijih sorti §ljive koje se gaje u Republici Srbiji. U cilju ocene
mogucnosti upotrebe pomenutih sorti kao sirovina za proizvodnju voénog vina ispitan je njihov
mehanicki i fizicko-hemijski sastav. IzvrSena je optimizacija uslova alkoholne fermentacije
(temperature, vrednosti pH, trajanja fermentacije i doze enzimskog preparata). PronalaZenje
optimalnog tehnoloskog postupka za cilj je imalo i ispitivanje upotrebe razli¢itih pektolitickih
enzima za tretman kljuka i efekta ucestalosti meSanja kljuka tokom fermentacije. Takode,
ocenjen je kvalitet vina od $ljive proizvedenih upotrebom autohtonih i selekcionisanih sojeva
kvasaca, kako bi se odabrao proizvodni mikroorganizam najpogodnijih karakteristika.

Radi dobijanja potpune slike o ovom vinu, izvrSena je njegova karakterizacija u pogledu
hemijskog sastava (alkoholi, kiseline, mineralne materije, fenolna i aromati¢na jedinjenja itd.). S
obzirom da je re¢ o vo¢nom vinu namenjenom §iroj potro$nji, jedan od osnovnih ciljeva je bio 1
da se rezultati hemijskih analiza upotpune senzornom ocenom kvaliteta i prihvatljivosti vina
dobijenih primenom razli¢itih uslova proizvodnje. Kvalitet vina od sorti domace Sljive je
ocenjivan i tokom njegovog dvanaestomesecnog starenja u staklenim bocama na kontrolisanoj
temperaturi.

Cilj istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije je bio i ,,in vitro® ispitivanje i
karakterizacija antiradikalske, antimikrobne i antiproliferativne aktivnosti vina od ispitanih sorti
Sljive. Antimikrobna aktivnost vina ispitana je prema Gram-pozitivnim i Gram-negativnim
bakterijama izolovanim iz vode za pice i namirnica i prema dve vrste kvasaca, dok su u oceni
antiradikalske aktivnosti koriSteni 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) slobodni radikali.
Antiproliferativna aktivnost ispitana je na tri histoloski razli¢ite ¢elijske linije karcinoma: Hep2,
RD i L20B.

Velika paznja prilikom izrade ove disertacije bila je usmerena ka pronalazenju
kompromisnog reSenja vezanog za enzimski tretman kljuka. Obrada kljuka pektolitickim
enzimima primenjuje se pre svega zbog povecanja randmana vina i sadrzaja fenolnih jedinjenja,
ali sa druge strane znacajno povecava sadrzaj metanola usled visokog sadrzaja pektina u §ljivi.
Sa time u vezi, cilj je bio da se ispitaju razliciti fizicko-hemijski tretmani koji mogu dovesti do
smanjenja produkcije metanola, kako bi se pronaSao najefikasniji i, po kvalitet vina od §ljive,
najneutralniji postupak.
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2.1. Sljiva

Sljiva je drvo iz familije ruza (Rosaceae) (Misi¢, 2006). Filogenetski posmatrano, §ljiva
pripada potfamiliji Prunuoideae (Amygdalaceae, kosti¢avo voée), rodu Prunus L., u koji spadaju
i badem, breskva, kajsija, treSnja, viSnja. Ova vocka pripada podrodu Prunophora Focke koji
ubuhvata veéi broj vrsta (tabela 2.1.).

Tabela 2.1. Vrste podroda Prunophoara Focke (Blagojevié¢ i Bozi¢, 2012)
Vrste §ljiva

Latinski naziv Srpski naziv Poreklo
1 P. domestica L. Domaca §ljiva Zapadna Azija, Evropa
2 P. insititia L. Trnosljiva Zapadna Azija, Evropa
3 P. spinosa L. Crni trn Evropa, Severna afrika
4 P. cerasifera Ehrh. DZanarika Od Tjen-8ana u Aziji
do Jadranskog mora
5 P. salicina Lindl. Kineska (japanska) $ljiva Kina
6 P. simonii Carrr. Sljiva-kajsija Severna Kina
7 P. ussuriensis. Kov. Et. Kost. Usurijska $ljiva Daleki istok
8 P. nigra. Ait. Kanadska $ljiva Kanada, sever SAD
9 P. americana Marsh. Americka sljiva Isto¢ni deo SAD
10 P. hortulana Baiey Americka bastenska Centralni deo SAD
11 P. angustifolia Marsh. Uskolinska §ljiva Jugoisto¢ni deo SAD
P. munsoniana Munsonijska $ljiva Centralni deo SAD,
12 )
Meksiko
13 P. maririma Marsh. Severnoam?{_i-éka primorska  Severosito¢ni deo SAD
Shjiva
14 P. subcordata Bentham Pacificka §ljiva Kalifornija i Oregon

Najzastupljenije u svetu su sorte domace $ljive (Prunus domestica L.), znatno manje su
prisutne sorte kineske Sljive (Prunus salicina Lindl.) i dzenarika (R. cerasifera), dok je
proizvodnja ostalih vrsta $ljiva skoro zanemarljiva (Hui i sar., 2006). Na slici 2.1. predstavljeni
su podaci o prose¢noj godisnjoj proizvodnji §ljive u svetu u periodu od 2007. do 2011, dok su u
tabeli 2.2. istaknute zemlje koje su najvazniji proizvodaci ovog voca. Najveéi proizvodac §ljive
je danas Kina, sa preko 5 miliona tona sveze $ljive godisnje. Medu znacajne proizvodace ove
vocke se ubrajaju i Srbija, SAD, Rumunija, Iran, Cile, Rusija, Turska, Italija itd. sa prose¢nom
proizvodnjom od 100.000 do 600.000 tona (FAO, 2012).

Smatra se da su domaca Sljiva (Prunus domestica L.) i trnosljiva (Prunus insititita),
nastale spontanom hibridizacijom crnog trna (R. spinosa) i dzanarike (R. cerasifera) (Blagojevic¢
i Bozi¢, 2012). Dugotrajnom evolucijom u razli¢itim ekosredinama §ljiva je stekla visok stepen
prilagodenosti i Sirok areal rasprostranjenja, posebno na severnoj Zemljinoj polulopti (izmedu 40
1 60° severne geografske Sirine). Naucna dostignu¢a u oblasti genetike, oplemenjivanja,
fiziologije, integralne proizvodnje §ljiva i njene prerade otvorila su nove puteve za stvaranje
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boljih sorti i podloga, prosirila su aeral gajenja, povecala proizvodnju, poboljsala kvalitet svezih

Sljiva i njenih preradevina, Sto je omogucilo vecu potroSnju u svetu.
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Slika 2.1. Prose¢na godi$nja proizvodnja §ljiva u svetu (FAO, 2012)

Tabela 2.2. Vodec¢i proizvodaci §ljive u svetu (2007-2011) (FAO, 2012)

Zemlja 2007 2008 2009 2010 2011
ngg:g'ovina 138707 132623 155767 157562 157504
Bugarska 23020 14298 17246 33688 32371
Ceska Republika 5858 5942 8894 4470 6261
Cile 250000 234000 296000 298000 293205
Iran 164029 269139 269139 269139 288719
ltalija 178293 183955 189303 207497 191989
Kina 4825830 5223001 5372899 5664826 5873656
Moldavija 14015 56157 31400 53816 34981
Nemacka 65290 31363 73102 49260 58741
Rumunija 372631 475290 533691 624884 573596
Rusija 183000 135000 138000 120000 137000
SAD 367319 493055 568442 257096 281499
Srbija 680566 606767 662631 426846 581874
Turska 240874 248185 245782 240806 268696

2.1.1. Doma¢a §ljiva (Prunus domestica L.)

Domaca $ljiva (Prunus domestica L.) gaji se u Evropi preko 2000 godina (Walkowiak-
Tomczak, 2008). Pored Evrope, zastupljena je u Aziji (najviSe zapadni delovi) i, u manjoj meri,

u Severnoj Americi. Ova vrsta §ljive obuhvata preko 2500 sorti (Misi¢, 2006).

Domaca $ljiva je zbun ili drvo visoko do 12 m. Zivi od 30 do 50 godina. Kruna stabla je
piramidalna, jajasta, loptasta ili u obliku kiSobrana. Grancice gajenih biljaka su gole ili
prekrivene dlacicama, bez trnova. Listovi su dosta krupni (4-9 x 2-5 cm), elipti¢ni ili jajasti. Lice
liske je tamnozeleno i1 golo, a nali¢je sivozeleno i prekriveno dlacicama. Cvetovi su najcesce
beli, obi¢no po dva u cvetnom pupoljku. Plodnik je srednje cvetan. Kod nas cveta u martu i
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aprilu. Plod domace $ljive je koStunica, razli¢ite krupnoce (mase 6,5 do 65 g) i oblika (jajast,
loptast, kruskast) sa bocnom brazdom. Pokozica ploda je modroplava, ljubiCasta, crvena, zuta ili
zelena. Meso (mezokarp) ploda sraslo je za kosticu (endokarp) kod glodusa, slobodno je kod
cepaca, a poluslobodno kod polucepaca. Meso je zuto, zutozeleno, rede tamno, socne
konzistencije i razli¢itog ukusa (slatko, slatko-nakiselo, kiselo, mirisljavo). U zavisnosti od sorte,
plod dozreva od jula do septembra. Koren je relativno plitak, pa teSko podnosi susu (Blagojevi¢ i
Bozi¢, 2012).

Sljiva je najzastupljenija voéna vrsta u Srbiji, a ima i najveéi privredni znacaj (Misi¢,
2006). Privredni znacaj $ljive odreden je njenom upotrebnom vrednoscu, visokom zastupljenoséu
u vocarskoj proizvodnji, znaajnim uce$¢em u spoljno-trgovinskoj razmeni, visokim
angazovanjem radne snage U proizvodnji, preradi i prometu, kao i doprinosu ove voéne Vvrste
odrzivom razvoju poljoprivrede i zastiti zivotine sredine. Na osnovu podataka Organizacije za
hranu i poljoprivredu Ujedinjenih nacija (FAO) za period od 2007-2011. godine, Srbija se nalazi
na drugom mestu u svetu po proizvodnji §ljiva sa proseénim godi$njim prinosom od oko 600000
tona. Po povrsini koje Sljivari zauzimaju, prinos bi trebao da bude ve¢i, ali na slabiji prinos utice
zapustenost §ljivara, bolesti i StetoCine, narocCito Stitaste vasi i1 virus Sarke Sljive (Plum pox virus
PPV). Da bi se prinosi poboljsali nuzne su sanacije $ljivara, poboljSanje agrotehnike i zastite od
StetoCina i biljnih bolesti (Misi¢, 2006).

Sljiva je voéna vrsta umereno kontinentalne klime (Hui i sar., 2006) koja se na
prostorima Srbije prilagodila razli¢itim uslovima. Odli¢no uspeva i veoma dobro rada na brdsko-
planinskom podruéju Srbije (200-700 m nadmorske visine). Veoma je adaptivna i uspeva cak i
na preko 1.000 m nadmorske visine (gaji se na padinama Javora i Kopaonika, na visini preko
1.250 m). U zavisnosti od sorte, $ljiva na naSim prostorima sazreva od sredine juna do polovine
oktobra. Koristi se sveza ili se susi, a znatan deo roda se izvozi. Od plodova ove vocke proizvodi
se Citav niz proizvoda (dZemovi, sokovi, slatko itd.), pri ¢emu se preko 90% godisnjeg roda u
nasoj zemlji iskoristi za proizvodnju rakije Sljivovice, koja je naSe nacionalno alkoholno pice
(Nikic¢evi¢ i Paunovi¢, 2013).

2.1.2. Sorte domace Sljive

Najnovija sortna lista kod nas je predlozena i usvojena 1993. god. u Vrnjackoj Banji, a
obuhvata vodece sorte §ljive za proizvodne zasade, sorte lokalnog znacaja i perspektivne sorte
(Blagojevi¢ i Bozi¢, 2012). Vodece sorte su sorte Sljive od opsteg znacaja za Republiku Srbiju,
sorte lokalnog znacaja daju dobre rezultate u odredenim mestima, pa je opravdano njihovo
gajenje u takvim uslovima, dok perspektivne sorte poseduju pozeljne osobine ali njihovom
eventualnom S$irenju treba da prethode detaljna ispitivanja.

U vodeée sorte za proizvodne zasade spadaju: Cacanska lepotica, Pozegac¢a, Cadanska
rodna, Valjevka, Stenli (Stanley).

U sorte lokalnog znadaja se ubrajaju: Cacanska rana, Rut gersteter (Ruth Gerstetter),
Cacanska najbolja, Valerija, Kalifornijska plava (California blue), Caganski $eder, Ana $pet
(Anna Spdth), Altanova renklode (Reine-Claude d’Althan), Azenka (Agen 707).
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U perspektivne sorte spadaju: Dijana (Diana), Herman (Herman), Opal (Opal), Pozna
plava (Cacak Spate), Silvija (Silvia), Albatros (Albatros) itd.

Veliki broj sorti stvoren je upravo u bivsoj Jugoslaviji, kasnije Srbiji i Crnoj Gori, 1 to su:
Cacanska lepotica, CaGanska rana, Cacanska najbolja, Caanska rodna, Cacanski Secer,
Valjevka, Timocanka itd. Treba istaéi i stare domace sorte Sljive ¢iji se plodovi prvenstveno
koriste za proizvodnju rakije (rakijske sorte): Crvena ranka (Sumadinka, darosavka), Metlas
(dragacevka), Moravka (bugarka) itd. (Misi¢, 2006).

2.1.2.1. Caganska lepotica

Stvorena je hibridizacijom u Institutu za voéarstvo u Cacku, a priznata je za novu sortu
1975. godine. Nastala je ukrstanjem sorti Vangenhajm (Wangenheims Fruhzwetsche) i PoZzegaca.
Sazreva srednje rano, pa se berba odvija najcesce krajem jula ili pocetkom avgusta. Plodovi su
prvenstveno namenjeni za jelo u svezem stanju, mada se mogu Koristiti i za neke vidove prerade,
posebno u domacinstvu (slatko, dZzem, rakija). Srednje su krupni, prose¢ne mase oko 40 g i
okruglastog oblika. Pokozica je tamno plava i prekrivena obilnim pepeljkom. Mezokarp je
zelenkasto zut, ¢vrst, soCan, slatko nakiselog ukusa. Sadrzaj suve materije je oko 16-18%,
ukupnih Secera oko 9-10% a ukupnih Kiselina oko 1%, a vrednost pH je oko 3,4. Rano prorodi i
rada redovno i obilno. Samooplodna je sorta. Tolerantna je prema virusu Sarke §ljive. Relativno
dobro podnosi susu (Misi¢, 20006).

Slika 2.2. Izgled ploda sorte Ca¢anska lepotica

2.1.2.2. Pozegaca

Postoji veliki broj sinonima za ovu sortu kao §to su Madzarka, plava §ljiva, bistrica,
bosanka, jesenka itd. Poreklo ove sorte nije u potpunosti poznato mada se smatra da potice iz
Male Azije, danasnjeg Turkmenistana. Predstavlja sortu sa najkvalitetnijim plodovima ne samo
kod nas vec i u ¢itavom svetu, te se moze smatrati vode¢om sortom §ljive. Obiluje nizom tipova
(klonova) razlic¢itih biolosko-privrednih osobina koji se posebno razlikuju po krupnoéi ploda i
rodnosti. Plodovi se u nasim krajevima beru krajem avgusta ili pocetkom septembra, a u
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hladnijim podruc¢jima 1 na ve¢im nadmorskim visinama mnogo kasnije (kraj septembra, pocetak
oktobra). Plod je sitan do srednje krupan sa tezinom od 12-30 g, naj¢eS¢e 15-18 g. Oblika su
tipi¢no jajastog sa modro-plavom pokozicom prekrivenom obilnim pepeljkom. Plodovi ostaju
sitni ako se sprovodi blaga rezidba ili ako se stabla ne orezuju. Mezokarp se potpuno odvaja od
kostice, zlatno Zute je boje, Cvrst, socan, prepoznatljivo slatko-nakiselog ukusa, aromatican.
Upotrebna vrednost plodova je raznovrsna. Pozegaca je dosta dobro prilagodena razli¢itim
klimatskim i zemljiSnim uslovima. Osetljiva je na bolesti, posebno na virus Sarke $ljive. Rodna je
sorta, ali alternativno rada (Misi¢, 2006).

PoZzegaca sadrzi 10-14% Secera, u kojima je glukoza zastupljena sa oko 44%, fruktoza sa
oko 21%, a saharoza sa oko 35%. Sadrzaj kiselina je najéesc¢e u granicama 0,44-0,9%, pri ¢emu
je najvise zastupljena jabucna kiselina, a u manjoj meri su prisutne i limunska 1 vinska kiselina.
Vrednost pH najcesce varira od 3,4 do 3,7. Sadrzaj pektina je 0,5-0,9% (Niki¢evi¢ i Paunovic,
2013).

2.1.2.3. Catanska rana

Stvorena je u Institutu za vocarstvo u Cac¢ku, a priznata za novu sortu 1975. godine.
Nastala je ukr$tanjem sorti Vangenhajm (Wangenheims Fruhzwetsche) i Pozegaca. Sazreva rano,
plodovi se beru krajem juna ili po¢etkom jula, i neujednacene su krupnoce jer prosecna tezina
varira od 35 do 80 g. Plod je izduzeno-jajastog oblika, ljubicasto-plave boje pokozice. Meso je
zuto, C¢vrsto 1 so¢no, zadovoljavajuCeg ukusa. Tolerantna je prema virusu Sarke Sljive. Rada
dobro na toplijim polozajima. Plod sadrzi oko 15% rastvorljive suve materije, 9% ukupnih
Secera, 1% ukupnih kiselina, a vrednost pH je oko 3,3 (Misi¢, 2006).
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Slika 2.4. 1zgled ploda sorte Ca¢anska rana

2.2. Hemijske i nutritivne karakteristike $ljive

Sljivu i proizvode prerade ljive (suve ljive, sok od §ljiva) karakterisu zna¢ajne koli¢ine
pojedinih hranljivih materija. Hemijski sastav sveze i susene §ljive prikazan je u tabeli 2.3.

Tabela 2.3. Hemijski sastav svezih i suSenih §ljiva (na 100 g ploda bez kostice) (Hui i sar., 2006)

Nutrijent Sveze Sljive  SuSene §ljive
Voda (9) 87,23 30,92
Energija (kcal) 46 240
Protein (g) 0,7 2,18
Ukupni lipidi (g) 0,28 0,38
Masne kiseline, zasi¢ene (g) 0,017 0,088
Ugljeni hidrati (g) 11,42 63,88
Ukupna prehrambena vlakna (g) 1,4 7,1
Ukupni Seceri 9,92 38,13
Vitamini

Vitamin A (1U) 345 781
Vitamin C (mQ) 9,5 0,6
Tiamin (mg) 0,028 0,051
Riboflavin (mg) 0,026 0,186
Niacin (mQg) 0,417 1,882
Pantotenska kiseina (mg) 0,135 0,422
Vitamin B-6 (mg) 0,029 0,205
Folna kiselina (n1g) 5 4
Vitamin E (mg) 0,26 0,43
Vitamin K (pg) 6,4 59,5
Mineralne materije

Kalcijum (mg) 6 43
Gvozde (mg) 0,17 0,93
Magnezijum (mg) 7 41
Fosfor (mg) 16 69
Kalijum (mg) 157 732
Natrijum (mQ) 1 2
Cink (mg) 0,1 0,44
Bakar (mQ) 0,057 0,281

10
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Rezultati prikazani u tabeli 2.3. predstavljaju prosecne vrednosti za jednu ispitivanu sortu
Sljive, proizvedenu na konkretnom podrucju, i dati su s ciljem sticanja uvida u red veliCina za
najvaznije hemijske parametre kvaliteta Sljive. Postoji veliki broj faktora koji uti€u na sastav
Sljive, pri ¢emu, kao najvaznije, treba istaci sortu, zrelost voca, klimatske uslove, karakteristike
zemljista, agrotehnicke mere, postupanje sa vo¢em nakon berbe itd.

U odnosu na ukupnu masu ploda domace $ljive, meso (mezokarp) i pokozica (egzokarp)
¢ine 94,1-96,3%, dok ostatak otpada na kosticu (Misi¢, 2006). U sastav jestivog dela ploda sljive
ulaze: voda, ugljeni hidrati, pektini, organske kiseline, lipidi, azotne materije, fenolne i
aromatske supstance, vitamini, enzimi i mineralne materije.

Sveze §ljive se smatraju zdravom, funkcionalnom hranom pre svega zbog niskog sadrzaja
masti i visokog sadrzaja prehrambenih vlakana. Nauc¢na istrazivanja su pokazala pozitivan uticaj
upotrebe prehrambenih vlakana u ishrani na spreCavanje pojave raka, dijabetesa, bolesti srca i
gojaznosti (Anderson i sar., 2009). Konzumiranje $ljiva, i pored znacajnog sadrzaja ukupnih
Secera, ne dovodi do brzog poveéanja koli¢ine glukoze u krvi, §to se verovatno moze objasniti
visokim sadrzajem prehrambenih vlakana, fruktoze i sorbitola (Walkowiak-Tomczak, 2008).
Prehrambena vlakna §ljive se najve¢im delom sastoje od rastvorljivih frakcija (oko 80 %), koje
uglavnom obuhvataju pektinske materije, hemicelulozu, celulozu, neznatne koli¢ine lignina (Hui
i sar., 2006). Sadrzaj pektinskih materija u jestivom delu $ljive kre¢e se najcesée izmedu 0,4 i
1,5%, a celuloze 1,5-2,5% (Misi¢, 2006).

Sadrzaj suve materije u domacoj Sljivi kreée se od 14 do 21%, pri ¢emu je udeo
rastvorljive suve materije 13-18,5%. Sljivu karakterie povoljan odnos $eéera (8-16% (m/v)) i
vocnih kiselina (5-14 g/kg). Najzastupljeniji seceri su glukoza (3,5-5,5%), fruktoza (0,9-2,8%) i
saharoza (3,5-4,5%), dok jabué¢na kiselina ¢ini i do 70% od ukupnih kiselina u plodu. U manjoj
meri prisutne su i hinska, limunska i vinska kiselina. U zrelom plodu §ljiva vrednost pH se krec¢e
od 3,3 do 3,6 (Misi¢, 2006). Milala i sar. (2013) su analizom kljuka tri sorte domace $ljive
(Promis, Cac¢anska najbolja i Dabrowicka) utvrdili da je je udeo glukoze u ukupnim Secerima
oko 50%, fruktoze 20-40%, a sorbitola i do 10%, izraZeno na suvu materiju. Sljiva je dobar izvor
vitamina A (345 1U/100 g) i C (95 mg/kg), kao i kalijuma (1570 mg/kg) (Hui i sar., 2006).

Nergiz i Yildiz (1997) ispitivali su hemijski sastav jedanaest sorti domace $ljive (Prunus
domestica L.), uzgajanih u egejskoj oblasti Turske, pri ¢emu su dosli do slede¢ih srednjih
vrednosti za parametre kvaliteta domace $ljive na konkretnom podruéju: voda, 837,4g/Kkg;
ukupne kiseline, 15,1 g/kg; ukupni Seceri, 96,5 g/kg; odnos ukupnih Secera i kiselina, 7,59;
redukujuci Seceri, 51,9 g/kg; saharoza, 42,4 g/kg; askorbinska kiselina (vitamin C), 157,9 mg/kg;
protein, 7,5g/kg; pepeo, 5,5 g/kg; natrijum, 161,53 mg/kg; kalijum, 2228,12 mg/kg; kalcijum,
25,47 mg/kg; gvozde, 4,70 mg/kg; pH 3,46.

Kostice $ljive, ali 1 kajsije, breskve, viSnje itd. sadrze znacajne koli¢ine amigdalina,
specificnog glikozida, prvobitno izolovanog iz semena gorkog badema, koji je jedno vreme bio
prihvacen kao moguéi lek protiv raka i komercijalno dostupan kao vitamin B17. U kiseloj sredini
i pod dejstvom enzima beta-glukozidaze amigdalin se razgraduje na dva molekula glukoze,
benzaldehid 1 cijanovodoni¢nu kiselinu. Koli¢ina amigdalina u koSticama Sljive se krec¢e u
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opsegu 5-25 mg/kg (Ghiulai i sar.,, 2006). S obzirom na toksi¢nost benzaldehida i
cijanovodonicne kiseline, prilikom proizvodnje alkoholnih pi¢a od kosti¢avog voca, preporucuje
se odvajanje kostica iz kljuka pre pocetka fermentacije (Niki¢evi¢ i Paunovic¢, 2013).

2.2.1. Fenolna i isparljiva jedinjenja Sljive

Sljive predstavljaju sirovinu bogatu bioloski aktivnim supstancama, nosiocima
antioksidativnih svojstava koja su u korelaciji sa visokim sadrzajem fenolnih jedinjenja.
Najznacajnija fenolna jedinjenja Sljive su derivati kafene kiseline, uglavnom neohlorogenska,
hlorogenska i kriptohlorogenska kiselina, zajedno sa manjim koli¢inama antocijana, flavanola i
flavonola. Brojne studije su potvrdile po zdravlje pozitivna dejstva koja nosi konzumiranje $ljiva,
na primer poboljsanje lipidnog profila krvi, smanjenje sadrzaja Zzucne kiseline, poboljsanje
metabolizma glukoze i masti, spre¢avanje osteoporoze itd. (Walkowiak-Tomczak, 2008). U
zavisnosti od viSe faktora (sorta, klima, zemljiSte, primenjena analiticka metoda itd), sadrzaj
ukupnih fenolnih jedinjenja moze dosta varirati, te se, prema rezultatima jedne studije, kre¢e u
opsegu 125-685 mg/100 g svezeg voca, izrazeno kao ekvivalent galne kiseline (GAE), dok se
sadrzaj ukupnih flavonoida nalazio u opsegu 60-360 mg/100 g svezeg voca, izrazeno kao
ekvivalent katehina (Chun i sar., 2003). Kim i sar. (2003) su ispitujuci Sest sorti domace §ljive,
medu kojima i Ca¢ansku najbolju i Stenli, dosli do sli¢nih rezultata za sadrzaj ukupnih fenola
(174-385 mg GAE/100 g svezeg voc¢a). U studiji hrvatskih autora Voca i sar. (2009) odredivan je
sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u tri sorte domace §ljive (Bistrica, Top 1 Elena), pri ¢emu su
dobijene vrednosti u granicama 157-344 mg GAE/100 g svezeg voca. Sadrzaj fenolnih kiselina u
Sljivi, takode, moZe biti u Sirokom opsegu, pa tako npr. za neohlorogensku iznosi 85-1300
mg/kg, hlorogensku 13-430 mg/kg i kriptohlorogensku 9-56 mg/kg, izrazeno na suvu materiju
(Donovan i sar., 1998; L.o$ i sar., 2000; Nakatani i sar., 2000; Tomas-Barberan i sar., 2001).

Medu flavonolima S§ljive preovladuju kvercetin-3-glukozid i kvercetin-3-rutinozid
(Tomas-Barberan i sar., 2001), dok su glavni predstavnici flavanola uglavnom Kkatehin i
epikatehin, kao i proantocijanidini (njihovi dimeri i trimeri) (Lo$ i sar., 2000; Tomas-Barberan i
sar., 2001). Studija koja se bavila odredivanjem sadrzaja katehina u 27 vrsta voca, istiCe daje
najveéi sadrzaj ovog jedinjenja zabelezen upravo u Sljivi (49 mg/100g), zatim jabuci (10-43
mg/100g), dok je u bobicastom vocu iznosio 5-20 mg/100g, izrazeno na masu svezeg voca
(Auger i sar., 2004). Cijanidin-3-glukozid, cijanidin-3-rutinozid i peonidin-3-rutinozid su
krece od 18 do 125 mg/100 g sveze §ljive (Donovan i sar., 1998; Los i sar., 2000; Kim i sar.,
2003). Koncentracija navedenih fenolnih jedinjenja je veca u pokozici nego u mesu (mezokarpu)
Sljive (i do 3-4 puta), ali se u veéini studija njihov sadrzaj odreduju u celoj masi usitnjenog ploda
bez kostice (Walkowiak-Tomczak, 2008).

Sljive karakterie visoka aktivnost enzima polifenol-oksidaze koja dovodi do brzog
enzimskog tamnjenja kljuka ili soka prilikom prerade, a kao posledica oksidacije pojedinih grupa
fenolnih jedinjenja (Milala i sar., 2013). Will i Dietrich (2006) su ispitivali uticaj optimizovanog
postupka proizvodnje soka od razli¢itih sorti domace Sljive na stabilnost boje 1 bioloski aktivnih
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jedinjenja. Dobijene su visoke vrednosti za gustinu soka (19-21 °Brix), ekstrakt bez Secera (75-
105 g/l), ukupnu kiselost (6-11 g/, izrazeno kao jabucna kiselina), sorbitol (27-52 g/1) i sadrzaj
mineralnih materija (pre svega kalijum, oko 2700 mg/l). Sadrzaj fenolnih jedinjenja je takode bio
veoma Visok, 1465-2590 mg/l, pri ¢emu su kao najdominantniji polifenoli u soku od Sljive
identifikovani neohlorogenska kiselina, hlorogenska kiselina, (+)-katehin i (-)-epikatehin.
Ukupni antocijani su pronadeni u koli¢inama od 43-168 mg/l, a kao najdominantniji predstavnici
ove grupe flavonoida istaknuti su cijanidin-3-glukozid, cijanidin-3-rutinozid, peonidin-3-
glukozid i peonidin-3-rutinozid. Naglo smanjenje koncentracije antocijana primeceno je tokom
prvih Sest meseci skladiStenja na 20 °C, $to je dovelo do drasti¢éne promene crvene boje soka.

Takode, ovo voce ima i visoku antiradikalsku aktivnost, izrazenu preko ORAC vrednost -
950/100 g (ORAC-oxygen radical absorbance capacity). Poredenja radi, ista masa crvenog
grozda daje ORAC vrednost 739, borovnice 2400, a kupine 2036 (Hui i sar., 2006). Fenolna
jedinjenja §ljive poseduju veoma znacajnu sposobnost hvatanja slobodnih kiseonikovih radikala
kao $to su hidroksil i peroksil radikali (Murcia i sar., 2001). Kim i sar. (2003) su pokazali da je
antiradikalska aktivnost ekstrakta §ljiva, izrazena kao ekvivalent vitamina C, bila znatno veca (do
tri puta) u odnosu na antiradikalsku aktivnost ekstrakta jabuke. U drugoj studiji, Wang i sar.
(1996) istakli su 4,4 puta ve¢u ukupnu antiradikalsku aktivnost §ljive u odnosu na jabuku, kao
jedne od najcesce konzumiranih vrsta vocéa u ljudskoj ishrani. Voée i sar. (2009) su odredivanjem
antiradikalske aktivnosti etanolnih ekstrakata §ljive (sorte Bistrica, Top i Elena) prema DPPH
(2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikalima dosli do priblizno iste vrednosti za sve tri sorte (3,10
mmol Trolox ekvivalenta/kg sveze §ljive) i pored znacajnih razlika u sadrzaju ukupnih fenolnih
jedinjenja medu sortama. Prilikom odredivanja antiradikalske aktivnosti derivata hlorogenske
kiseline, kao jedne od najzastupljenijih fenolnih kiselina u §ljivi, prema superoksid anjon (O;")
radikalu primenom elektron spin rezonantne (ESR) spektroskopije, utvrden je da kapacitet
hvatanja ovog radikala od 30 do 37%, dok je za askorbinsku Kkiselinu, u kontrolnom
eksperimentu, ova vrednost iznosila 47% (Walkowiak-Tomczak, 2008). Istrazivanja su pokazala
visok stepen korelacije (r=0,96) izmedu antiradikalske aktivnosti i ukupnog sadrzaja fenolnih
jedinjenja kod sorti domace $ljive (Rupasinghe i sar., 2006).

Svezi plodovi §ljiva bogati su aromaticnim sastojcima, a posebno njena pokozica.
Isparljiva jedinjenja i nosioci arome svezih §ljiva su ispitivani od strane vise autora. Jedinjenja
koja najznacajnije doprinose aromi sljive sorte Viktorija su linalol, benzaldehid, metil-cinamat i
dekalakton (Williams i Ismail, 1991). Smatra se da heksanol, heksanal 1 njihovi derivati
doprinose tzv. ,,zelenim“ tonovima arome $ljive. Lako isparljivi estri, kao §to su 3-metil-
butilacetat i etil-butirat takode doprinose aromi i odgovorni su za njenu o$trinu (Nikicevi¢ i
Paunovi¢, 2013).

U pokozici pozegace identifikovana su 43 aromati¢na sastojka, pri ¢emu se kao najvazniji
isticu cis-linaloloksid, nonanal, etil-nonanat, etil-oktanoat, etil-dekanoat, etil-dodekanoat, etil-
tetradekanoat i etil-heksadekanoat (Niki¢evi¢ i Paunovié, 2013). Horvat i sar. (1992) analizirali
su isparljive sastojke pet komercijalnih sorti domace §ljive i tom prilikom identifikovali su
trideset 1 Sest jedinjenja. Osam najzastupljenijih jedinjenja za vecinu sorti su bili heksanal,
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butilacetat, (E)-2-heksenal, butil-butirat, heksil-acetat, linalol, y-dekalakton i y-dodekalakton. U
manjim koli¢inama bilo je prisutno i jedanaest estara, dva alkohola, Cetiri laktona, dva terpena,
dva zasi¢ena ugljovodonika, palmitinska Kkiselina, tri fenil jedinjenja i nonanal. Pino i Quijano
(2012) su, ispitijuci sastav i doprinos isparljivih jedinjenja sveze §ljive karakteristi¢noj aromi
ovog voca, identifikovali 148 jedinjenja, ukljucujuci 58 estara, 23 terepenoida, 14 aldehida, 11
alkohola, 10 ketona, 9 alkana, 7 kiselina, 4 laktona, 3 fenola i jo§ 9 jedinjenja razliCite strukture.
Medu identifikovanim estrima, izrazeno na masu svezeg voca, u najvecoj meri bili su prisutni
butil-acetat (3,8 mg/kg), heksil-acetat (3,4 mg/kg), propil-acetat (1,0 mg/kg), etil-butanoat
(0,8 mg/kg) i heksil-heksanoat (0,72 mg/kg). Najzastupljeniji visi alkohol u svezoj §ljivi bio je
heksanol (1,7 mg/kg), a zabelezen je i znacajan sadrzaj ukupnih terpena (1,5 mg/kg) i o-
dekalaktona (1,2 mg/kg).

Najznacajnija aromati¢na jedinjenja kineske tj. japanske §ljive (P. salicina Lindl) su
heksanal, heksanol, heksil-acetat, fenil-acetaldehid, 4-heksen-1-ol-acetat, nonanal i linalol
(Gomez i sar., 1993; Lozano i sar., 2009).

2.3. Voéna vina

Vocéna vina se proizvode u vecini evropskih zemalja, i njihova proizvodnja nije strogo
vezana za tradicionalne vinogradarske zemlje. Najveci proizvoda¢i voénih vina u Evropi su
danas Francuska, Rusija i Engleska, ali, u manjoj meri, i Nemacka, Austrija, §vajcarska. Vrste
voca koje se najvise koriste za proizvodnju voénih vina su jabuka, kruSka, malina, kupina itd.
Proizvodnja vo¢nih vina nije regulisana medunarodnim propisima, pa za njih svaka zemlja
primenjuje svoja pravila (Niki¢evi¢ i Paunovi¢, 2013). Pod voénim vinom se uglavnom
podrazumeva pic¢e dobijeno alkoholnom fermentacijom vocénog soka ili koncentrisanog voénog
soka, vo¢ne kaSe ili koncentrisane vo¢ne kaSe, po tehnoloskom postupku koji se primenjuje u
proizvodnji vina

Preradom pojedinih vrsta vofa mogu se dobiti vina znacajne hranjive i bioloske
vrednosti, pre svega zahvaljujuci znacajnom sadrzaju organskih kiselina, mineralnih i azotnih
materija, vitamina i fenolnih jedinjenja koja poticu iz voca. Sadrzaj Secera u vocu je u vecini
sluajeva znatno niZi nego u grozdu, najcesce 8-15%, te se vocéna vina uglavnom karakteriSu
znatno manjom koli¢inom alkohola (4-7% v/v). U nekim zemljama (npr. SAD) posebnim
pravilnicima je dozvoljeno pojacavanje voénog soka ili kljuka, tj. dodavanje Secera kako bi se
dobilo vino sa ve¢im sadrzajem alkohola. Voce, kao sirovinu za proizvodnju vina, Cesto
karakteriSe povecan sadrzaj organskih kiselina, te, u nekim slu¢ajevima, proizvodnja vo¢nih vina
ukljucuje 1 postupke koji za cilj imaju smanjenje njihovog sadrzaja. Pod time se moZze
podrazumevati razredenje soka ili kljuka vodom ili dodavanje hemijskih sredstava (CaCO3) za
delimi¢nu neutralizaciju kiselina (Buglass, 2011).

Tehnoloski postupci koji se primenjuju u proizvodnji vo¢nih vina sli¢ni su onima u
proizvodnji vina od belog i crnog grozda. Pojednostavljen prikaz procesa proizvodnje crvenog
vina dat je na slici 2.5. Glavne razlike u postupcima proizvodnje poti¢u iz Cinjenice da voce
uglavnom karakteriSe visi sadrzaj polisaharida (pre svega pektina), te primena samo mehanickih
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tretmana (mlevenja) voc¢a daje manje randmane te¢ne faze. Takode, ekstrakcija Secera i drugih
rastvorljivih komponenti iz pulpe (mesa ploda) vo¢a moze biti otezana i neefikasna. Voéne
sokove, u vecini slucajeva, karakteriSe nizi sadrzaj Secera i visi sadrzaj Kiselina nego u grozdanoj
8iri, te postupci korekcije ovih parametara mogu biti neophodni kako bi se proizvedeno voéno
vino ucinilo senzorno prihvatljivim (Amerine i sar., 1980). Predfermentativna faza proizvodnje
vo¢nih vina stoga obuhvata sledec¢e postupke: (i) pranje voca (moze biti izostavljeno), (ii)
dezintegracija (mlevenje), (iii) sulfitacija voc¢nog kljuka, (iv) dodatak enzima (pre svih
pektolitickih), (v) maceracija i ote¢njavanje, (vi) procedivanje i cedenje (dobijanje voénog soka),
(vii) korekcija sadrzaja Secera i kiselina (po potrebi). Ovakva procedura moze biti i modifikovana
u tom smislu da voéni kljuk nakon dodatka enzima moze i¢i direktno na alkoholnu fermentaciju
(bez prethodnog izdvajanja voénog soka) (Buglass, 2011).

Kontrola i

l selekicija grotda MULJACA

PRESOVANJE (3 atn)

t=2530C
Maceracia 5-8 dana- POTAPANJE
Punp-over 2X
S02 =50 ppm

STARENJE
DOZREVANJE JABUENO - MLEENA STARENJE U INOX TANKOVIMA
3

FERMANTACLIA

PUNJENJE U
FLASE St
FILTRIRANJE

Slika 2.5. Postupak proizvodnje crvenih vina (Www.vina.rs)

Proizvodnja i karakterizacija vina od razli¢itih vrsta voca je bila predmet brojnih nau¢nih
istrazivanja u poslednje dve decenije. Tom prilikom dobijeni su znacajni naucni rezultati vezani
za optimizaciju alkoholne fermentacije, hemijski sastav i senzornu prihvatljivost vina od jabuke
(Joshi i sar., 1991; Polychroniadou i sar., 2001), manga (Kumar i sar., 2009; Reddy i Reddy,
2011), banane (Akubor i sr., 2003; Byarugaba-Bazirake, 2008), breskve (Chung i sar., 2003),
maline (Duarte i sar., 2010), kupine (Rommel i sar., 2006) itd.
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2.4. Primarna prerada voca

Primarnom preradom pojedinih vrsta voca, kao §to Su viSnje, breskve i veéina
jagodicastog voca dobijaju se znacajne kolicine te¢ne faze (soka). Sa druge strane, voce kao $to
su $ljive, kajsije, dunje, banane, mango itd. zahtevaju posebne tehnoloske tretmane nakon
usitnjavanja kako bi se povecao randman soka i ekstarkcija rastvorljivih sastojaka (Buglass,
2011). Mechanicki usitnjeno voée moze biti dalje podvrgnuto termickim i/ili enzimskim
tretmanima (Byarugaba-Bazirake, 2008).

Postupak proizvodnje voénih vina koji ukljucuje razredenje voénog soka (kljuka) vodom
u predfermentativnoj fazi u cilju bolje ekstarkcije rastvorljivih materija, smanjenja kiselosti i
povecanja prinosa vina, moze se izvS$iti na dva nacina. Prvi nalin podrazumeva hladnu
maceraciju: dodatak potrebne koli¢ine vode (temperature oko 5 °C) i kalijum-metabisulfita,
nakon 12 h dodatak pektoliti¢kih enzima i nastavak hladne maceracije (na oko 5 °C) narednih 48
h, a nakon toga zasejavanje kvasca i pocetak alkoholne fermentacije. Drugi nadin podrazumeva
toplu maceraciju: dodatak zagrejane vode, spontano hladenje na ambijentalnu temperaturu,
dodatak kalijum-metabisulfita i nakon 24 h maceracije inokulacija selekcionisanog kvasca
(Buglass, 2011). Primena pomenutih postupaka ne sme uticati na to da dobijeno vino, po sastavu
1 organolepti¢kim osobinama, izgubi karakter sirovine — voca od kojeg potice.

2.4.1. Termicki tretman voca

Zagrevanjem kljuka grozda, kostiCavog i jagodic¢astog voca na 50-70 °C u periodu od
nekoliko minuta do nekoliko ¢asova (viSa temperatura-krae vreme tretmana), naruSava se
struktura Celije 1 inicira brza ekstrakcija njenih sastojaka. Pored povecanja udela te¢ne faze u
kljuku, postize se bolja ekstrakcija bojenih materija i uklanjanje herbalnih (zelenih) tonova u
aromi proizvedenog vina (Fischer i sar., 1999). Sa druge strane, primena termickih tretmana
vo¢nog kljuka (maceracija dodatakom vrele vode, a posebno direkino zagrevanje kljuka) u
predfermentativnoj fazi vinifikacije dovodi do gubitka isparljivih jedinjenja, formiranja
aromatskih kompleksa koji nastaju preko Majlardovih reakcija i karakteriSu se kao ,,miris i ukus
na kuvano®. Sadilova i sar. (2006) su pokazali da izlaganje vo¢nog soka jagode i bobica zove
temperaturi od 95 °C tokom jednog casa dovodi do gubitka (degradacije) 17-19% antocijana.
Pod pomenutim uslovima, cijanidin-glukozilksilozid, najvazniji anthocijanin bobica zove,
razgraduje se do aglikona cijanidina, koji se zatim razlaze do protokatehinske Kkiseline i
floroglucin-aldehida. Antocijanin jagode, pelargonidin-3-glukozid, po slicnom mehanizmu biva
razlozen do 4-hidroksibenzoeve kiseline i floroglucin-aldehida.

Primena pektolitickih enzima i pasterizacije u predfermentativnoj fazi proizvodnje vina
od maline dovela je do razgradnje oko 50% ukupnih antocijana u odnosu na uzorak koji nije
termicki tretiran. Cijanidin-3-glukozid se pokazao najnestabilnijim antocijanom s obzirom da
nije detektovan u vinu nakon zavrSene fermentacije (Rommel i sar., 1990). Pored pomenutih
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znacajnih gubitaka u sadrzaju antocijana, autori isticu da je proizvedeno vino od maline imalo
stabilnu boju tokom duzeg vremena odlezavanja.

Cendres i sar. (2011) ispitivali su moguénost primene postupka baziranog na zagrevanju
voc¢a mikrotalasima u cilju ekstrakcije njihovog soka. Postupak zapocinje unoSenjem voca u
mikrotalasni reaktor, bez dodatka vode. Frekvencija mikrotalasa u industrijskim uredajima
(reaktorima) je iznosila 915 MHz, za razliku od ku¢nih pecnica koje koriste frekvenciju od 2450
MHz. Unutrasnje zagrevanje vode prisutne u voc¢u do tacke kljuanja dovodi do ekspanzije celije
1 njenog raspadanja. Zagrevanjem mikrotalasima se tako oslobada voda prirodno prisutna u vocu.
Ovaj fizicki fenomen poznat kao hidrodifuzija, omogucava ekstraktu da difunduje iz voca, i da
pod uticajem gravitacije, kroz perforirani disk, napusti mikrotalasni reaktor. Efikasnost postupka
ispitana je na svezem i zamrznutom vocu (grozde, Sljive i kajsije). Najbolji prinosi soka su
ostvareni kod tretmana zamrznutog voca, i to 480 ml/kg Sljive, 620 ml/kg grozda i 550ml/kg
kajsija.

Predmet istrazivanja bio je i poredenje primene klasi¢nog postupka (enzimski tretman i
cedenje) i postupka mikrotalasne hidrodifuzije za ekstrakciju soka od 3ljive sorte Ca¢anska
najbolja (Cendres 1 sar., 2012). Prinos mutnog soka Sljive nakon primene klasi¢nog postupka
estrakcije iznosio je 670-690 g/kg, dok je postupkom hidrodifuzije dobijen prinos od 344-461
g/kg, u zavisnosti od primenjene snage uredaja (250 W, 500 W i 750 W). Sok dobijen
mikrotalasnom hidrodifuzijom sadrzao je viSe proantocijanidina, ali manje antocijana i fenolnih
kiselina. Kao zaklju¢ak, pomenuti autori isticu da tretman voéa mikrotalasima karakterise
jednostavnost 1 brzina procesa, ali 1 neSto nizi prinos soka, u odnosu na klasi¢an enzimski
postupak.

2.4.2. Enzimski tretman voéa

Grupa enzima koja se najc¢esce koristi u preradi voca i proizvodnji vina su pektoliticki
enzimi (pektinaze). Ovi enzimi svojom aktivnos¢u dovode do hidrolize pektinskih materija.
Pored pektinaza, mogu se koristiti i celulaze i hemicelulaze, ali je njihova primena u praksi
znatno manje zastupljena (Bayindirli, 2010). Pektinske materije predstavljaju slozene
polisaharide ¢iju osnovu ¢ini lanac molekula galakturonske kiseline povezanih o(1-4)
glikozidnim vezama. Boc¢ni lanci molekula pektina se mogu sastojati iz L-ramnoze, arabinoze,
galaktoze i ksiloze. Karboksilne grupe galakturonske kiselne su delimic¢no esterifikovane metil
grupama i delimicno ili potpuno neutralizovane natrijumovim, kailijumovim ili amonijumovim
jonima. Pektinska kiselina predstavlja molekul poligalakturonske kiseline ¢ije karboksilne grupe
nisu esterifikovane metanolom ili je esterifikacija neznatna (Kashyap i sar., 2001).

Pektinske materije se najve¢im delom nalaze u srednjoj lameli ¢elijskog zida biljne ¢celije
(slika 2.6.) gde povezuju pojedine Celije u tkivo, doprinose¢i njegovom integritetu (otpornosti) i
cvrstini.
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Slika 2.6. Struktura ¢elijskog zida biljne ¢elije (www.phschool.com)

U nezrelom vocu pektin je vezan za celulozna vlakna u ¢elijskom zidu i kao takav je
nerastvorljiv. Tokom sazrevanja struktura pektina se menja (raskidanje glavnog i bo¢nih lanaca)
pod dejstvom enzima prirodno prisutnih u vocu. Usled ovakvih promena pektini postaju
vocu se nalazi u opsegu 0,5-4% (Kashyap i sar., 2001). Pektinske materije u voéu su
neravnomerno rasporedene, pa tako pokozica sadrzi vise pektina od mesa ploda, dok semenke i
peteljke sadrze i nekoliko puta viSe pektina od pokozice (Jovié, 1991). Nakon usitnjavanja
(mlevenja) zrelog voca, rastvorljive frakcije pektina prelaze u te¢nu fazu, povecavajuéi tako njen
viskozitet, dok nerastvorljive frakcije i dalje ostaju vezane za celulozna vlakna preko boc¢nih
lanaca hemiceluloze, olakSavajuci tako zadrzavanje vode. Mehanicko usitnjavanje voéa bogatog
pektinima oslobada sok velikog viskoziteta, koji ostaje vezan za pulpu u formi Zelatinozne mase.
Ekstrakcija ovakog soka cedenjem ili primenom nekog drugog mehani¢kog tretmana znatno je
otezana. Dodatkom pektoliti¢kih enzima viskozitet soka opada, cedljivost kljuka se poboljsava,
zelatinozna struktura se dezintegriSe i omogucava se dobijanje znacajnih prinosa vo¢nog soka
(Pifferi i sar., 1989).

2.4.2.1. Pektoliti¢ki enzimi

U zavisnosti od nacina njihovog delovanja, pektoliticki enzimi se mogu podeliti na
depolimerizujuce i saponifikacione (tabela 2.4.). Endo i egzo-poligalakturonaza vrse hidroliticku
razgradnju pektinske kiseline ¢iji je stepen esterifikacije ispod 10%, pri ¢emu endo-
poligalakturonaza cepa molekul pektina u njegovoj unutrasnjosti (nastaje oligomer galakturonske
kiseline), dok egzo-poligalakturonaza vr$i hidrolizu na kraju lanca pektina, terminalno (uz
nastajanje monomera — galakturonske Kkiseline). Lijaze kataliSu transeliminativnu razgradnju
molekula pektina uz nastajanje dvostruke veze na C, i Cs atomima. Endo-pektin lijaza vrsi
degradaciju molekula visokoesterifikovanih pektina, dok endo- i egzo-pektat lijaza ispoljavaju
aktivnost na pektinskoj kiselini ¢iji je stepen esterifikacije karboksilnih grupa ispod 10%.
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Tabela 2.4. Podela pektolitickih enzima

Substrat Mesto delovanja
Depolimerizujuéi enzimi:
o HIDROLAZE
Endo-poligalakturonaza pektat nasumice
Egzo-poligalakturonaza pektat terminalno
o LIAZE
Endo-pektat lijaza pektat nasumice
Egzo-pektat lijaza pektat terminalno
Endo-pektin lijaza pektin nasumice
Saponifikacioni enzimi
e Pektin(metil) esteraza Pektin terminalno®, nasumice®

Tbiljnog porekla, mikrobioloskog porekla.

Na slici 2.7. prikazan je nacin delovanja pojedinih grupa pektolitickih enzima. Prisustvo
razli¢itih pektolitickih enzima je dokazano u grozdu i vocu, ali je potvrdeno i da vinski i ,,divlji
(ne-Saccharomyces) kvasci, pa i siva plesan Botrytis cinerea mogu stvarati ove enzime (Kashyap
i sar., 2001).

pektin esteraza

}

COOCH, CO0H COOH CO0H

a o =] oo
e e e

egzo-poligalakturonaza endo-poligalakturonaza

b COOCH, COOCH, CooH COOCH, COOCH, CO0H COOCH,
| a ] a ] 1 I 0 ) o 1 Q)
< OH >r‘ /:: oM >“L0 n: oH >HL£ _: o : I-' .: oM >FLG<"H )LG<CH )O
L
OH T o ioH aH T oH v I clzu
egzo-pektin lijaza endo-pektin ljaza

Slika 2.7. Struktura glavnih lanaca (a) niskoesterifikovanih i (b) visokoesterifikovanih pektina i
aktivno mesto delovanja enzima ukljucenih u njihovu razgradnju.

2.4.2.2. Upotreba komercijalnih preparata pektolitickih enzima

Aktivnost pektolitickih enzima tokom prerade voc¢a namenjenog proizvodnji vina ne
vezuje se samo za hidrolizu pektinskih materija koja vodi ote¢njavanju kljuka, povecanju
randmana i olakSavanju bistrenja i filtracije, ve¢ dovodi i do znacajnog povecanja efikasnosti
ekstrakcije bojenih i aromati¢nih materija voca (Byarugaba-Bazirake, 2008; Bayindirli, 2010).

Komercijalni preparati pektolitickih enzima predstavljaju smeSu poligalakturonaza,
pektin lijaza i pektin metil esteraze (PME) (Dietrich i sar., 1991). Pektin lijaza primarno
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hidrolizuje pektine viseg stepena esterifikacije srednje lamele i primarnog c¢elijskog zida biljne
¢elije. S obzirom da poligalakturonaze deluju na pektinsku kiselinu i niskoesterifikovane pektine,
njihova aktivnost moze biti uslovljena prethodnim dejstvom pektin metil esteraze (Kashyap i
sar., 2001). Optimalna vrednost pH za aktivnost poligalakturonaze i pektin metil esteraze je oko
4,5 a sa porastom vrednosti pH iznad 5,0 njihova aktivnost znacajno opada, da bi u neutralnoj
sredini ovi enzimi bili prakti¢no inaktivirani. Pektin lijaza pokazuje optimalnu aktivnost u znatno
Sirem opsegu pH (5,0-6,0) (Lozano, 2006). Aktivnost poligalakturonaze je najbolja u
temperaturnom opsegu 30-50 °C, dok sa poviSenjem temperature ona pocinje znacajno da se
smanjuje u kratkom periodu. Sli¢na temperaturna zavisnost karakteri$e i aktivnost pektin lijaze
(Bayindirli, 2010). Optimalne temperature za aktivnost enzima pektin metil esteraze su u rasponu
45-55 °C, u zavisnosti od porekla enzima 1 spoljasnjih faktora sredine u kojoj enzim deluje.
Aktivnost pektolitickih enzima ukljucenih u proces proizvodnje vina je smanjenja, s obzirom na
nize vrednosti pH voénog kljuka (3,0-4,0) i niZze temperature tokom prerade vocéa i fermentacije
(10-30 °C) (Ducasse i sar., 2011). Pektoliticki enzimi, prorodno prisutni u vocu, manje su
osetljivi na termiCku inaktivaciju u poredenju sa njhovim izolovanim i precis¢enim oblicima
(Duvetter i sar., 2009). Primena komercijalnih pektoliti¢kih enzima narocito je potrebna nakon
termickih tretmana kljuka grozda i voca, s obzirom da, usled zagrevanja, dolazi do inaktivacije
enzima prisutnih u vocu, kao i do povecanja sadrzaja slobodnih pektinskih materija u kljuku
(Bayindirli, 2010).

Enzimska razgradnja pektinskih materija tokom predfermentativne faze proizvodnje vina
od banana dovela je do znacajnog povecanja koli¢ine samotoka i smanjenja vremena cedenja
soka (Pilnik, 1996). Maceracija grozda uz primenu pektolitickih enzima dovela je do povecanja
koli¢ine samotoka za oko 10% (Laurentiu Itu i sar., 2011). Dodatak komercijalnog pektolitickog
enzima tokom muljanja grozda, u koli¢ini od 2g/hl, obezbedio je da frakcija samotoka ¢ini 93%
dobijene $ire. Sa druge strane, prinos samotoka kod kontrolnog uzorka (bez dodatka enzima)
iznosio je 63% (Byarugaba-Bazirake, 2008). Prinos bistrog soka od banane je kod procesa
prerade koji nisu ukljucivali dodatak komercijalnih pektoliti¢kih enzima iznosio oko 38%, dok je
uz primenu enzima ta vrednost bila znatno veca (60-65%) (Byarugaba-Bazirake, 2008). Sadrzaj
ukupnih rastvorljivih Cestica i redukuju¢ih Secera je veéi u Siri od grozda tretiranog enzimima
nego u odsustvu enzimskog tretmana. Istovremeno, primena enzima je uticala na povecanje
prinosa Sire (Espejo i Armada, 2010).

Antocijanai i tanini su jedinjenja koja su odgovorna za crvenu boju vina. Antocijani se
nalaze u vakuolama celija pokozice grozda, a tanini u pokozici i semenkama (u slobodnom
obliku u vakuolama ili vezani za ¢elijski zid). Ekstrakcija antocijana tokom maceracije zahteva
razgradnju pektinima bogate srednje lamele kako bi se oslobodile ¢vrsto povezane ¢éelije. Na taj
nacin se stvaraju uslovi za dezintegraciju ¢elijskog zida koja omogucava ekstrakciju sadrzaja iz
vakuola (Barnavon i sar., 2000). Dodatak pektinaza tokom maceracije crnog grozda dovodi do
znaajnog povecanja sadrzaja ckstarhovanih antocijana, povecava intezitet i stabilnost boje
tokom duzeg vremena (Sacchi i sar., 2005; Kelebek i sar., 2007; Romero-Cascales i sar., 2008).
Sa druge strane, rezultati pojedinih istrazivanja (Zimman i sar., 2002; Alvarez i sar., 2005)
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ukazuju na neznatno povecanje sadrzaja bojenih materija prilikom maceracije grozda uz dodatak
pektolitickih enzima. Upotreba pektoliti¢kih enzima znacajno skracuje vreme trajanja maceracije
voca (Romero-Cascales i sar., 2008) i filtracije dobijenih vina (Blunt, 2000).

Pektoliticki enzimi koji svojom aktivno$¢u dovode do dezintegracije Celijskog zida voca,
imaju vaznu ulogu u ekstrakciji prekursora aromati¢nih jedinjenja. Aromati¢na jedinjenja voca
¢ine monoterpeni, Ci3 norizoprenoidna jedinjenja, estri visih masnih kiselina, derivati benzena,
alifaticni alkoholi itd. Ova jedinjenja u grozdu i vocu mogu biti u svojoj slobodnoj formi
(direktno doprinose mirisu) ili vezana za Secere ili neke druge neisparljive komponente, gde kao
takva, predstavljaju bezmirisne forme. Razgradnjom celijskog zida pod dejstvom pektinaza
tokom primarne prerade i fermentacije, ekstrahuju se vece koli¢ine aromati¢nih prekursora, koji
na taj nacin bivaju dostupni dejstvu enzima beta-glukozidaza. Beta-glukozidaze su prirodno
prisutne u vocu, mogu ih stvarati kvasci i bakterije tokom fermentacije, a mogu se i dodavati u
vidu komercijalnih preparata. AktivnoS¢u ovih enzima bezmirisni aromati¢ni prekursori prelaze
u mirisne (isparljive) aglikone (Gémez-Plaza i sar., 2000; Pinelo i sar., 2006; Sieiro i sar., 2012).

2.4.2.3. Nastajanje metanola tokom proizvodnje vina

Metanol u vinima i jakim alkoholnim pi¢ima nastaje demetoksikacijom pektinskih
materija (slika 2.8.). Pektin metil esteraza (PME) je ubikvitarni enzim (osma Kklasa
karbohidratnih esteraza) koji je prirodno prisutan u biljkama, ali ga sintetisu i neke bakterije,
plesni i kvasci. PME Xkatalizuje specifi¢cnu hidrolizu metil-estarskih veza na C-6 ostatku
galakturonske Kkiseline u linearnim lancima homogalakturonana pektinskih materija. Kao
posledica pomenute reakcije, dolazi do oslobadanja molekula metanola i protona (Jolie i sar.,
2010). Stepen esterifikacije pektinskih materija grozda krece se od 25 do 50%, dok je kod vecine
voca on znatno visi, i uglavnom se nalazi u opsegu 50-80%.

Upotreba pektolitiCkih enzima tokom predfermentativne faze vinifikacije dovodi do
poveéanja sadrZzaja metanola u gotovom vinu, usled aktivnosti enzima pektin metil esteraze
(Jovi¢, 1991; Revilla i Gonzalez-San José, 1998; Cabaroglu, 2005; Milji¢ i Puskas, 2014).

Ovaj enzim moze biti izolovan iz svih delova visih biljaka (plod, listovi, cvetovi,
semenke, ali i koren). U sklopu iste biljne vrste ¢esto su pronadene rali¢ite izoforme PME, koje
iako katalisu istu reakciju, medusobno se razlikuju u izoelektri¢noj tacki, molarnoj masi, stepenu
glikozilacije, termostabilnosti itd. Procentualni udeo pojedinih izoformi, moZe zna€ajno varirati
u zavisnosti od faze vegetativnog razvoja i biljnog organa iz kojeg je enzim izolovan
(Bordenave, 1996; Benen i sar., 2003).

Izoelektri¢na tacka (pl) PME varira od relativno niskih vrednosti (pH 3,1), kod PME
izolovane iz plesni, do pH 11,0, kod PME izolovane iz paradajza. Ve¢ina PME biljaka pokazuje
neutralne ili blago alkalne pl vrednosti ¢ime se objaSnjavaju Cvrste veze 0vOg enzima sa slabo
kiselim ¢elijskim zidom (Jolie i sar., 2010).
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Slika 2.8. Demetoksikacija pektinskih materija (Jolie i sar., 2010)

Metanol i produkti koji nastaju njegovim metabolickim transformacijama (formldehid i,
narocito, mravlja kiselina) su toksi¢ni za Coveka ako se unesu udisanjem ili oralnim putem, a
njihovo negativno dejstvo je mozda najizrazenije na oéni nerv i centralni nervni sistem. Covek je
narocito osteljiv na toksi¢no dejstvo metanola usled veoma ograni¢ene mogucnosti da metabolise
i detoksikuje mravlju Kiselinu. Simptomi trovanja metanolom manifestuju se kroz pojavu
glavobolje, jakih abdominalnih bolova, gusenja, slabljenje pulsa i pad telesne temperature (Hou i
sar., 2008). Usvajanje metanola od strane ljudskog organizma odvija se veoma brzo, bilo putem
zida creva ili sistema za disanje, te se obi¢no nakon 30-60 minuta postize maksimalna
koncentracija u krvi. Povecan unos ovog jedinjenja moze rezultirati teSkim trovanjem, slepilom,
pa i smrtnim ishodom. Metanol je prirodni sastojak alkoholnih pica i sokova, te iz tog razloga,
svi relevantni pravilnici propisuju maksimalno dozvoljen sadrzaj. Smrtonosnom dozom ¢istog
metanola smatra se koli¢ina od 1-2 ml/kg telesne tezine (ATSDR, 1993). Smrtonosna doza
metanola unetog oralno, nalazi se u opsegu 300-1000 mg/kg telesne tezine (WHO, 1997).
Koli¢ina metanola u krvi od preko 200 mg/l smatra se moguc¢im uzro¢nikom tezeg trovanja
(Paine i Dayan, 2001). Smrtni ishod nastupa kada je koncentracija metanola u krvi iznad 1,5-2,0
g/l (WHO, 1997). Enzim alkohol dehidrogenaza ima mnogo veci afinitet prema etanolu nego
metanolu, te tako koli¢ina etanola u krvi od oko 1000 mg/l potpuno inhibira metabolizam
metanola. U takvom slucaju koli¢ina metanola u krvi se smanjuje veoma sporo (1-2% po Casu)
usled ekskrecije kroz urin i disanje. S obzirom da se metabolizam etanola i njegova ekskrecija
odvijaju takode relativno sporo (6,5 g/h), bilo bi potrebno oko 40 h za uklanjanje 50% metanola
iz Krvi kroz normalne fizioloske procese u organizmu (Paine i Dayan, 2001).

Covek moze uneti male doze metanola konzumiranjem sokova od voca i povréa,
fermentisanih pica, kao i unoSenjem hrane koja je zasladena aspartamom (metil estar dipeptida
sastavljenog od aspartamske kiseline i fenilalanina), ¢ijom se razgradnjom u gastrointestinalnom
traktu oslobada metanol (Medinsky and Dorman, 1995). Tehni¢ki propisi kojima se odreduje
maksimalno dozvoljen sadrzaj metanola u alkoholnim pi¢ima, razlikuju se u pogledu dozvoljenih
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koli¢ina, ali i u pogledu nacina iskazivanja sadrzaja. Gornja granica sadrzaja metanola iznosi 150
mg/l za bela i roze vina, i 300 mg/l za crvena vina (prema Medunarodnoj kancelariji za vinovu
lozu i vino, OIV). U literaturi se moze pronaci i da maksimalna koncentracija metanola u
alkoholnim pic¢ima iznosi 10 g po litri apsolutnog alkohola (EU regulativa) (Hou i sar., 2008).

2.4.2.4. Vazniji Cinioci koji uti¢u na sadrzaj metanola u vinu

Sadrzaj metanola u vinu zavisi od sadrzaja pektinskih materija u polaznoj sirovini, ali i
od uticaja brojnih drugih faktora kao Sto su: zdravstveno stanje voc¢a, maceracija Kkljuka,
koncentracija i aktivnost pektolitickih enizima voca, dodatak komercijalnih enzima, pritisak pod
kojim se obavlja cedenje kljuka, uslovi fermentacije (temperatura, pH, intenzitet meSanja) itd.
Zdrastveno stanje grozda (voca) moze u velikoj meri uticati na koli¢inu metanola u vinu, s
obzirom da npr. siva plesan (Botrytis cinerea) sintetiSe pektin metil esterazu vrlo visoke
aktivnosti. Prilikom fermentacije voénog soka dobijaju se znatno nize vrednosti sadrzaja
metanola u gotovom vinu nego $to je to slucaj kod fermentacije kljuka. Sa druge strane, randman
i kvalitet vina su znatno slabiji ukoliko postupak proizvodnje predvida cedenje kljuka
neposredno nakon usitnjavanja voca (loSa ekstrakcija Secera, fenolnih i aromati¢nih jednjenja).
Maceracija kljuka dovodi do oslobadanja vece koli¢ine metanola koja je u direktnoj vezi sa
trajanjem kontakta ¢vrste i te¢ne faze (Jovi¢, 1991; Adam i Versini, 1996; Cabaroglu, 2005).
Cedenjem kljuka voca 1 grozda pod vecim pritiscima dobijaju se vina sa viSim sadrzajem
metanola usled vece ekstrakcije pektina iz polazne sirovine (Jovié, 1991). Milji¢ 1 Puskas (2014)
pokazali su da sadrzaj metanola u vinu od §ljiva raste sa povecanjem vrednosti pH kljuka i
temperature fermentacije kao posledica povec¢avanja aktivnosti PME.

2.4.2.5. Inhibicija aktivnosti PME

Postoji viSe moguénosti za smanjivanje sadrzaja metanola u vinima, koji se, pre svega,
odnose na primenu odredenih fizicko-hemijskih tretmana tokom primarne prerade voca i
alkoholne fermentacije. PME su uglavnom termolabilni enzimi koji bivaju inaktivirani na
temperaturama ispod 70 °C, medutim, utvrdeno je postojanje i termostabilnih formi ovih enzima
(Jolie i sar., 2010). Termicki tretmani kljuka dovode do znacajnog smanjenja sadrzaja metanola
u vinu usled denaturacije strukture enzima PME (njegove inaktivacije) pod dejstvom poviSenih
temeperatura (tabela 2.5.).

Za nekoliko jedinjenja, proteinskih i neproteinskih, smatra se da imaju inhibitorni efekat
na aktivnost PME. Pored inhibicije krajnjim proizvodom (od strane poligalakturonske kiseline) i
brojnim inhibitornim agensima, kao $to su: jodin, deterdzenti (SDS), tanini, fenolne kiseline
(galna 1 kumarinska kiselina), Seceri (saharoza 1 glukoza) 1 glicerol (Benen i sar, 2003), opisano
je 1 nekoliko specificnih inhibitora aktivnosti PME izolovanih iz razli¢itih biljaka (Duvetter i
sar., 2009).
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Tabela 2.5. Redukcija sadrzaja metanola u vinu od grozda u zavisnosti od temperature i vremena
zagrevanja kljuka (Adam i Versini, 1996)

Temperatura (°C) Vreme zagrevanja (min) Redukcija sadrzaja
metanola (%)
20 10
40 40
50 60 75
120 95
10 55
60 20 95
40 100
10 95
70 20 100
80 10 100

U tabeli 2.6. dat je pregled, do sada ispitanih, specifi¢nih inhibitora aktivnosti PME.
Proteinski inhibitor PME pronaden je u kiviju (Balestrieri i sar., 1990), ali je na osnovu genskog
koda njegovo prisustvo identifikovano i u nekim drugim biljnim vrstama (Jolie i sar., 2010). U
pitanju je glikoprotein molekularne mase 16 kDa koji specificno inhibira aktivnost PME
razli¢itih biljnih vrsta u opsegu pH 3,5-7,5, dok se po pitanju inaktivacije drugih enzima koji
ucestvuju u degradaciji polisaharida (poligalakturonaze, amilaze) nije pokazao efikasnim.
Mehanizam inhibitornog dejstva objaSnjava se nastajanjem inaktivnog kompleksa izmedu
glikoproteina i PME.

Tabela 2.6. Specifi¢ni inhibitori aktivnosti PME izolovani iz razli¢itih biljnih izvora (Jolie i sar.,

2010)
lzvor Priroda inhibitora
Kivi (Actinidia deliciosa) Protein (16 kDa)
Krompir (Solanum tuberosum) Boc¢ni lanci uronske kiseline (200 kDa)
Tropska smokva (Ficus aweotsang)  Mali polipeptidi (4 kDa)
Banana (Musa sapientum) Nedefinisan
Arabidopsis (Arabidopsis thaliana)  Protein (16 kDa)
LiS¢e bibera (Capsicum annum) Protein (16 kDa)
Zeleni ¢aj (Camellia sinensis ) Katehin
Brokoli (Brassica oleracea) Protein (16 kDa)

Koli¢ina metanola u voénim vinima (kao i destilatima) moze se smanjivati dodavanjem
D-galakturonske kiseline i pektinske kiseline u kljuk. Obe kiseline imaju istu strukturu ali
razli¢itu duzinu osnovnih lanaca. Koncentracija od 0,2% pektinske kiseline u medijumu dovodi
do redukcije sadrzaja metanola od 60%. Ovi rezultati su postignuti u laboratorijskim uslovima, u
sredini koja simulira uslove u vo¢nom kljuku, dok u realnim uslovima (dodatak 200 g pektinske
kiseline u 100 kg kljuka) nije zabelezena statisticki znaCajna razlika u sadrzaju metanola u
poredenju sa netretiranim kljukom (Adam i Versini, 1996). Smanjenje sadrzaja metanola u vinu
postignuto je i dodatkom tanina Kkoji inhibiraju aktivhost PME stvaranjem kompleksa tanin-
enzim (Adam i Versini, 1996). Primenom tanina u koli¢ini 1 g/kg sintetskog medijuma
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postignuta je redukcija sadrzaja metanola od 88%, dok je u realnim uslovima (kljuk kruske)
zabeleZena znacajno niza efikasnost primenjenog postupka (30-70%).

Terefe i sar. (2009) ispitivali su moguénost inaktivacije PME u soku od paradajza,
primenom ultrazvuka (frekvencija 20 kHz, amplituda 65 um) i povisene temperature (50-75 °C).
Primena ultrazvuka i temperature od 75 °C tokom 4 min dovela je do skoro potpune inaktivacije
PME. Efikasnot primene ultrazvuka i temperature za inhibiciju aktivnosti PME potvrdio je
svojom studijom i Siwach (2012). Predmet istrazivanja bila je i primena mikrotalasa u cilju
inaktivacije PME tokom proizvodnje vo¢nih sokova, pri ¢emu se pomenuti postupak pokazao
veoma efikasnim. Postupak inaktivacije enzima mikrotalasima karakteriSe znaCajno manji
gubitak senzornih i1 hranjivih svojstava finalnog proizvoda nego Sto je to slucaj kod klasi¢nih
termickih tretmana (Tajchakavit, 1997). Veoma efikasnom u inaktivaciji PME pokazala se
primena pulsnih visokih pritisaka (100-400 MPa). Pomenuta tehnika podrazumeva naizmeni¢no
izlaganje sirovine (soka ili kase) visokim pritiscima tokom 1-3 min i brze dekompresije (oko 10
s) (Basak i Ramaswamy, 2001).

2.5. Uticaj uslova fermentacije na sastav i kvalitet vo¢nih vina

Sastav i kvalitet voénih vina zavisi od uticaja velikog broja faktora kao $to su:
agroekoloski uslovi (klima, zemljiste, teren), sorta, stepen zrelosti, primarna prerada voca,
faktori fermentacije (pH, temperatura, aeracija, dostupnost hranjivin materija, autohtona
mikrobiota, upotreba starter kultura kvasaca), postupak vinifikacije (primena enoloskih
sredstava, nac¢in meSanja komine, postupci pretakanja, bistrenja, stabilizacije i filtracije vina),
starenje i odlezavanje vina.

2.5.1. Uticaj proizvodnog mikroorganizma (kvasca)

Kvasci predstavljaju mikroorganizme koji su odgovorni za proces alkoholne
fermentacije, biotransformacije fermentabilnih Secera u etanol i ugljen-dioksid. Kvasci mogu da
rastu i razmnoZavaju se U temperaturnom opsegu od 5 do 40 °C, pri ¢emu se optimalnim
smatraju temperature 30-37 °C, u zavisnosti od vrste i soja kvasca (za Saccharomyces cerevisiae
to je temperatura od oko 30 °C). Na temperaturama iznad 37 °C ¢elije kvasca dozivljavaju
metabolicki stres koji onemogucava pravilnu deobu (Jay i sar., 2005). Razviée kvasaca takode je
moguce 1 u Sirokom opsegu vrednosti pH (2,5-6,5), u sredinama koje sadrze do 21% (v/v)
etanola i u prisustvu do 55-60% saharoze (Barnett i sar., 2000). Kvasci su hemoorganotrofi jer
koriste organska jedinjenja kao izvor energije i ne zahtevaju suncevu svetlost za rast. Glavni
izvor ugljenika predstavljaju seceri heksoze kao §to su glukoza i fruktoza, i disaharidi kao $to su
saharoza i maltoza (Fugelsang i Edvards, 2007). Pored etanola i ugljen-dioksida kao glavnih
produkata fermentacije vina, kvasci stvaraju i veliki broj primarnih i sekundarnih nusprodukata
koji uticu na senzorni profil vina (slika 2.9.). Za proizvodnju vina najznacajniji su kvasci roda
Saccharomyces, pre svih S. cerevisiae i S. bayanus, ali se poslednjih godina sve veca paznja
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posvecuje i ne-Saccharomyces kvascima slede¢ih rodova: Hanseniaspora (Kloeckera), Candida,
Pichia, Metschnikowia, Kluyveromyces, Schizosaccharomyces i Issatchenkia. Brojna istrazivanja
utvrdila su da njihova aktivnost moze dati pozitivan doprinos karakteru i kvalitetu vina (Fleet,
1998; Pretorius, 2000; Fleet, 2003; Ribéreau-Gayon i sar., 2006).

U tradicionalnom vinarstvu, spontana fermentacija $ire ili kljuka grozda izvodi se
sekvencijalnim razvojem i aktivnos$cu razli¢itih vrsta kvasaca koji poticu sa grozda ili opreme
vinarije, 1 generalno pripadaju ne-Saccharomyces kvascima. Njihov razvoj je uglavhom
ogranien na prva tri do Cetiri dana fermentacije, nakon kojih oni ve¢inom odumiru. Tada
izvodenje fermentacije preuzimaju Saccharomyces vrste koje karakteriSe snazna fermentativna
aktivnost 1 tolerancija na etanol. Spontana fermentacija obi¢no traje duze od fermentacije uz
inokulaciju selekcionisanih kvasaca, i daje rezultate koji ne odgovaraju uvek ocekivanjima
proizvodaca. Ovakve odlike spontane fermentacije poticu, pre svega, od ¢injenice da brojnost i
raznolikost autohtonih kvasaca prisutnih na grozdu varira zavisno od mnogobrojnih faktora, kao
Sto su uslovi sazrevanja, padavine, tretmani zastitnim sredstvima (Heard, 1999; Fugelsang i
Edvards, 2007).

peter sulfat
sulfit

diacetil

amino-

kiselin
iseline H,S

i |

pirm at a—acetallaktat

amino
kiseline

| protein

kvasca
"

E

sircetna
acetaldehid Kiselina acetll CoA keto Kisel.

e—
il ctanol_| masne .+ ek >_aldebidi_|
J

kiseline oA

keto kiseline

” v
visi |

visi alkoholi
v alkoholi
|

A 4 masne klselme
monoterpeni

siréetna kiselina

| estri |

l monoterpeni I Cilibarna
kiselina

masne kiseline

estri

Slika 2.9. Sematski prikaz formiranja aromatskih jedinjenja iz $ecera i amino Kiselina kao
rezultat metabolizma vinskog kvasca

Najvec¢i broj proizvodaca vina u svetu je u poslednjih trideset godina presao na primenu
kontrolisane fermentacije inicirane inokulacijom ¢istih kultura selekcionisanih kvasaca, kao
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pouzdanijeg i jednostavnijeg postupka. Primena spontane fermentaciji je i dalje zastupljena u
izvesnoj meri, usled verovanja u jedinstven doprinos razli¢itih vrsta autohtonih kvasaca
kompleksonsti proizvedenog vina, koja se ne moze posti¢i putem kontrolisane fermentacije uz
inokulaciju. U cilju postizanja kompromisa izmedu ova dva vida proizvodnje, moguce je
fermentaciju poceti sa autohtonim kvascima, te nakon odredenog vremena izvrsiti inokulaciju
komercijalnom starter kulturom (Ciani i Maccareli, 1998; Pretorius, 2000; Fleet, 2003; Ciani i
sar., 2010).

Starter kulture se u vinarstvu primenjuju u cilju Sto brZe inicijacije fermentacije i
smanjenja rizika od potencijalnih kvarenja vina, putem stvaranja uslova u kojima bi broj Celija
seleksionisanog kvasca bio znacajno veci u poredenju sa autohtonim sojevima (Fugelsang i
Edwards, 2007). Postoji veliki broj sojeva kvasca S. cerevisiae koji se mogu znac¢ajno razlikovati
po svojim fermentacionim karakteristikama i doprinosu koji daju aromi vina, $to ih ¢ini razlicito
pogodnim za primenu u proizvodnji odredenih tipova vina. Sablayrolles (2009) istice da je
komercijalno dostupno preko 200 razliCitih sojeva S. cerevisiae. Veliki broj faktora uti¢e na
fermentacione karakteristike vinskog kvasca. Pored uspeSne inokulacije sa odgovaraju¢om
starter kulturom, od velikog znacaja je i fiziolosko stanje suvog aktivnog vinskog kvasca i
njegova sposobnost da se adaptira na fermentacioni medijum, eventualne nedostatke hranjivih
materija i dejstvo inhibirajucih faktora (visoka doza SO, niska temperatura itd.) (Pretorius,
2000).

Potencijal vinskih kvasaca da naglase tipicnost geografskog porekla vina je i dalje
predmet polemika u nau¢nim i struénim krugovima, medutim, danas je Siroko prihvacena
primena pojedinih vinskih sojeva za: (i) isticanje voc¢nog karaktera (Torija i sar., 2003;
Sablayrolles, 2009), (ii) naglasavanje odredenih sortnih karakteristika (Swiegers i sar., 2005,
2006; King i sar., 2008), (iii) ograni¢avanje produkcije organskih kiselina ili povecanje
proizvodnje glicerola (Scanes i sar., 1998), (iv) ograni¢avanje produkcije nepozeljnih aroma,
ukljucujuéi neka sumporna jedinjenja (Rauhut i sar., 1996) i isparljive fenole (Shinohara et al.,
2000). Upotrebom razli¢itih Saccharomyces sojeva u fermentaciji dobijaju se vina razliitog
aromatskog profila koji zavisi od sastava i sadrzaja velikog broja isparljivih materija (estri
siréetne kiseline, etil-estri masnih kiselina, visi alkoholi, isparljivi tioli itd.) (King i sar., 2008;
Swiegers i sar., 2009). Tako, na primer, S. bayanus produkuje vece koli¢ine nekih visih alkohola
(pre svega 2-feniletanola) i estara (2-feniletil acetat) u poredenju sa S. cerevisiae (Antonelli i
sar., 1999).

Zapazene su znatne razlike u fenolnom sastavu vina proizvedenih upotrebom razli¢itih
sojeva kvasaca za fermentaciju kljuka. Uticaj aktivnosti kvasaca na boju i fenolna jedinjenja nije
ni danas u potpunosti razjasnjen. Pojedini sojevi uticu na povecanje sadrzaja fenolnih jedinjenja,
monomera antocijana, intenziteta boje vina, dok je nakon fermentacije drugim sojevima utvrden
visi sadrzaj flavan-3-ola i proantocijanidola. Tokom starenja vina, razli¢iti metaboliti kvasca kao
piruvinska kiselina (Fulcrand i sar., 1998) i acetaldehid (Romero i Bakker, 1999), reaguju sa
razli¢itim grupama polifenola stvaraju¢i jedinjenja (piranoantocijani) koja dovode do
stabilizacije boje vina.
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Ispitivanje efekata sekvencijalne inokulacije i koinokulacije sojevima Saccharomyces i
ne-Saccharomyces kvasaca na parametre fermentacije i kvalitet proizvedenog vina je, poslednjih
godina, predmet istrazivanja brojnih studija (Jolly i sar., 2006; Ciani i sar., 2006; Mendoza i sar.,
2007; Ciani i sar., 2010). Jedna od najviSe ispitivanih upotreba mesanih kultura kvasaca
(multistarter kultura) u proizvodnji vina je vezana za biolosku deacidifikaciju Sire i/ili vina.
Moreno i sar. (1991) su predlozili sekvencijalnu upotrebu T. delbrueckii (nekada Saccharomyces
rosei) i S. cerevisiae u cilju smanjenja produkcije siréetne kiseline tokom fermentacije i
poboljsanja organoleptickih karakteristika vina. Koinokulacija Sire meSanom kulturom kvasaca
T. delbrueckii i S. cerevisiae (u odnosu 20:1), dovela je do smanjenja sadzaja isparljivih kiselina
(za 53%) i acetaldehida (za 60%), dok je sekvencijalna upotreba ovih starter kultura dala slabije
rezultate (Bely i sar., 2008). Predlagana je i upotreba kvasca Schizosaccharomyces pombe za
smanjenje sadrzaja jabucne kiseline u §iri i/ili vinu, putem sekvencijalne inokulacije sa S.
cerevisiae (Snow i Gallender, 1979; Ciani, 1995). Primena starter kultura S. cerevisiae i C.
stellata dovela je do povecéanja sadrzaja glicerola u dobijenom vinu (Ciani i Ferraro, 1996), dok
je primena starter kultura kvasaca Hanseniaspora uvarum, Hanseniaspora guillermondii i S.
cerevisiae uticala na povecanje produkcije sumpornih jedinjenja, visih alkohola i estara tokom
fermentacije (Moreira, 2008).

Mali broj nau¢nih radova se bavio proizvodnjom vina od S§ljiva, moguénostima za
poboljsanje njegovog kvaliteta, 1 ispitivanjem jedinjenja odgovornih za jedinstvenost arome ovog
vocnog vina. Pored toga, ne postoji dovoljno podataka o uticaju primene razlicitih starter kultura
kvasaca i dostupnosti hranljivih materija u sirovini na fermentaciju i kvalitet vina. Kroz izbor
odgovarajuteg soja vinskog kvasca mogucée je pozitivno uticati na produkciju Zeljenih
aromatskih materija tokom fermentacije.

2.5.1.1. Kvasci u fermentaciji voénih vina

Satora i Tuszynski (2003) su svojim istrazivanjem utvrdili da autohtonu mikrobiotu ploda
Sljiva sorte Wegierka Zwykia (Prunus domestica L.) najve¢im delom (preko 80%) ¢ine plesni
roda Aureobasidium sp. i kvasac Kloeckera apiculata. Putem usitnjavanja i muljanja voca, ovi
mikroorganizmi dospevaju u kljuk (sok) $ljive, gde zapoc€inju fermentaciju. Sojevi kvasaca K.
apiculata i Candida pulcherrima su prisutni u najveéem broju u kljuku tokom pocetne faze
fermentacije, dok je, u manjoj meri, zabeleZen i rast pojedinih vrsta iz rodova Rhodotorula i
Aureobasidium. Rast mikrobiota kvasaca je nastavljen do Cetvrtog dana fermentacije i
uspostavljanja koncentracije ¢elija od 10" CFU/mI. Ne-Saccharomyces vrste postepeno odumiru
sa daljim napredovanjem ferementacije, dok se populacija S. cerevisiae povecava, dovodeci
svojom aktivno$¢u do zavrSetka fermentacije (Satora i Tuszynski, 2005). U istrazivanju
objavljenom 2010. godine, pomenuti autori su odredivali uticaj razli¢itih sojeva Kkvasaca,
izolovanih sa plodova sveze $ljive, iz soka §ljive u spontanoj fermentaciji (K. apiculata i S.
cerevisiae), kao i komercijalnih starter kultura, na fermentaciju i hemijski sastav destilata.
Fermentacija je bila najbrza u slu¢ajevima inokulacije sa sojevima S. cerevisiae (komercijalnim i
authtonim). Najveca koncentracija etanola u kljuku utvrdena je u uzorcima nakon spontane
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fermentacije (8,4% V/v), §to je znacajno vise nego nakon fermentacija uz inokulaciju kvasca (oko
6,4% v/v). Destilate dobijene nakon spontane fermentacije karakterisao je visok sadrZaj acetoina,
etil-acetata i ukupnih estara, uz nizak sadrzaj metanola i viSih alkohola. Ne-Saccharomyces
kvasci su produkovali vise estara i metanola, dok je poveéan sadrzaj visih alkohola bio posledica
rasta sojeva S. cerevisiae. Utvrdeno je, takode, da su autohtoni sojevi S. cerevisiae proizvodili
relativno malo visih alkohola u poredenju sa komercijalnim kulturama.

Joshi i Bhardway (2011) su ispitivali moguénost proizvodnje penusavog vina od sorti
kineske $ljive (Prunus salicina Linn.) upotrebom sekvencijalne inokulacije i koinokulacije
kvascima S. cerevisiae i Shizosaccharomyces pombe, u slobodnom i imobilizovanom obliku (na
kalcijum-alginatu). Schiz. pombe efikasno obavlja delimi¢nu deacidifikaciju soka od $ljive u
pocetnoj fazi fermentacije vina (Vyas i Joshi, 1988; Joshi i sar., 1991). Efikasnost deacidifikacije
pomenutim kvascem smanjivala se tokom fermentacije sa povecanjem sadrzaja etanola U vinu
iznad 5% v/v (Joshi i sar., 1991). Najveca brzina ferementacije i deacidifikacije je zabelezena
kod uzoraka kod kojih je prvo izvresena inokulicija imobilizovanim ¢elijama Schiz. pombe, a
nakon odredenog vremena, i inokulacija sa slobodnim ili imobilizovanim ¢elijama S. cerevisiae.
Znacajna brzina deacidifikacije postignuta je i u slu¢aju koinokulacije pomenutih oblika starter
kultura kvasaca na pocetku fermentacije. Najbolje ocenjeno vino proizvedeno je pocetnim
inokulisanjem soka sa imobilizovanim S. cerevisiae i dodatkom imobilizovanih ¢elija Schiz.
pombe nakon previranja odredene koli¢ine fermentabilnih Secera.

Jooyandeh (2013) je u svojoj studiji koristio kvasac Candida colliculosa, izolovan iz
surutke belog iranskog sira, za proizvodnju bezalkoholnog, prirodno-gaziranog, pica od $ljiva.

Fermentacija tradicionalnog irskog vina od jabuka (sajdera) moze se podeliti u tri faze u
zavisnosti od populacije kvasaca koja u odredenom vremenu dominira svojom brojnoscéu i
aktivnoS¢u. Kvasci Kloeckera/Hanseniaspora uvarum dominiraju u kljuku, nakon muljanja
jabuka, 1 na pocetku fermentacije, a vremenom ovi kvasci odumiru i prepustaju dominaciju
kvascu S. cerevisiae. U toku starenja sidera zabeleZzena je najveca brojnost kvasaca iz rodova
Dekkera i Brettanomyces. Utvrdeno je da je kvasac H. uvarum jedan od najznacajnijih
predstavnika autohtone mikrobiote jabuke, dok S. cerevisie i Brettanomyces kvasci u kljuk i vino
uglavnom dospevaju preko opreme u vinariji (muljae, prese itd.) (Morrissey i sar., 2004).
Suarez Valles i sar. (2007) svojim istrazivanjem takode ukazuju na dominantnost Saccharomyces
vrsta tokom spontane fermentacije vina od jabuka, s tim da je S. bayanus bio najbrojniji
pocetkom i sredinom fermentacije, dok je S. cerevisiae preuzeo dominaciju u krajnjim fazama
procesa.

S ciljem poboljsanja kvaliteta vina od Zute marakuje (eng. Yellow passion fruit) testirano
je Sesnaest komercijalno dostupnih selekcionisanih kvasca: pet sojeva S. bayanus (EC1118,
AWRI R2, LittoLevure, QA23 i Freddo), sedam sojeva S. cerevisiae (Sauvignon, VL3, X5, X16,
VIN13, 4F9 i LVCB) i dva soja Saccharomyces spp. (Alchemy 1 i Il). Koris¢enjem razli¢itih
sojeva kvasca za pokretanje fermentacije proizvedena su vina koja karakteriSe razli¢ita kinetika
fermentacije 1 jedinstven sastav i sadrzaj sekundarnih metabolita kao Sto su jedinjenja sklona
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vezivanju SO,, neke organske kiseline, estri siréetne kiseline, etil-estri masnih kiselina i visi
alkoholi (Srisamatthakarn i sar., 2010; Srisamatthakarn, 2011).

Reddy i Reddy (2009) ispitivali su efikasnost fermentacije i kvalitet vina od manga
proizvedenih upotrebom razlicitih starter kultura. Soj S. cerevisiae var. ellipsoideus CFTRI 101,
pekarski kvasac i soj kvasca izolovan iz palminog vina (PWY1) su kori$¢eni za inokulaciju soka
od manga. Primenjeni kvasci, izuzev pekarskog kvasca, pokazali su dobre fermentativne
karakteristike (brzina usvajanja i previranja Secera, produkcija etanola i aromati¢nih jedinjenja
itd.) pri razli¢itim uslovima sredine (temperatura i pH). Pekarski kvasac nije bio u stanju da
usvoji ili prefermentiSe sav Secer u podlozi, dok je fermentacija bila znatno sporija u poredenju
sa ostalim uzorcima. Brzina proizvodnje etanola od strane soja CFTRI 101 iznosila je 42,87
g/l/dan, soja PWY1 36,74 g/l/dan, a pekarskog kvasca 24,83 g/l/dan. Kvasac izolovan iz
palminog vina bio je manje tolerantan na etanol u odnosu na soj CFTRI 101. Soj CFTRI 101
proizveo je znacajno vece kolicine visih alkohola i estara u odnosu na druga dva soja.

Kako bi ocenili moguénost upotrebe soka maline za proizvodnju voénog vina, Duarte i
sar. (2010) su u svojoj studiji pratili 16 oglednih fermentacija (upotreba razli¢itih sojeva S.
cerevisiae i S. bayanus) i analizirali kvalitet dobijenih vina. Medu 16 testiranih sojeva, najbolje
rezultate po pitanju fermentativnih karakteristika i produkcije pozeljnih isparljivih jedinjenja,
dali su sojevi CAT-1 i UFLA FW 15 (S. cerevisiae) i soj CBS 1505 (S. bayanus). Vino
proizvedeno sa sojem CAT-1 imalo je najvecu koncentraciju isparljivih masnih kiselina (1542,6
ug/l), dok je primena soja UFLA FW 15 dala vino sa najve¢om koncentracijom acetata (2211,1
ug/l) i ukupnih isparljivih materija (5835 pg/l). Najveca koncentracija isparljivih sumpornih
jedinjenja (566,5 pg/l) odredena je u vinu proizvedenim sa S. bayanus CBS 1505.

2.5.2. Temperatura i aeracija

Poznato je da uslovi fermentacije kao §to su temperatura, intenzitet aeracije i pH imaju
veliki uticaj na brzinu i efikasnost procesa, kao i na kvalitet proizvedenog vina. Uticaj
temperature na fermentaciju i maceraciju vina bio je predmet brojnih istrazivanja (Merida i sar.,
1991; Zoecklein, 1991; Renolds i sar., 2001; Kumar i sar., 2009; Reddy i Reddy, 2011).

Sa povecanjem temperature fermentacije do odredene granice, karakteristi¢ne za svaki
soj kvasca, intenzivira se rast kvasca i povecava brzina dejstva enzima (aktivnost se priblizno
udvostrucuje sa porastom temperature sa 10 °C na 20 °C). Sa poveéanjem temperature iznad 30
°C rast i aktivnost vinskog kvasca uglavnom pocinje da opada (Torija i sar., 2002). Kvasci su u
fazi rasta posebno osetljivi na toplotu. Kada je pocetna temperatura kljuka izmedu 26 i 28 °C,
dalje povecanje temperature tokom faze rasta kvasca moze dovesti do zastoja i prekida
fermentacije, a povecava se i rizik od proizvodnje vina sa poviSenim sadrzajem isparljivih
kiselina (Ribéreau-Gayon i sar., 2006). Osetljivost ¢elije kvasca na toksi¢no dejstvo alkohola
povecéava Se sa povecanjem temperature fermentacije zbog povecane propustljivosti membrane
(Torijai sar., 2002).

Prinos etanola je veci a njegova produkcija sporija na nizim temperaturama fermentacije.
Sadrzaj sekundarnih metabolita se povecava sa pove¢anjem temperature alkoholne fermentacije
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(Torija i sar., 2003). Na viSim temperaturama fermentacije (25-30 °C) nastaje vise glicerola.
Produkcija glicerola je najinetnzivnija u prvim danima fermentacije, i povezuje se sa
metaboliranjem prvih 50 g Secera (Ribéreau-Gayon i sar., 1999; Milji¢ i Puskas, 2014). Glicerol
je najzastupljeniji nusproizvod fermentacije vina nakon etanola i ugljen-dioksida. Ovaj poliol ne
doprinosi direktno aromi vina jer je neisparljiv, medutim, nastajanje vecih koli¢ina glicerola
smanjuje senzornu percepciju gorcine tanina, a doprinosi i puno¢i, slatko¢i i ugladenosti ukusa
vina (Taherzadehet i sar., 2002). Uobicajeni sadrzaj glicerola u vinu i voénim vinima je 1-15 g/l
(Taherzadehet i sar., 2002). Povecanje proizvodnje glicerola moze se posti¢i izborom soja kvasca
koji ima sposobnost produkcije vecih koli¢ina ovog jedinjenja, ili optimizacijom uslova
fermentacije (pre svega temperature).

Kako bi povecali produkciju etanola i glicerola, a minimizovali nastajanje isparljivih
kiselina tokom proizvodnje vina od manga, Kumar i sar. (2009) su optimizacijom uslova
fermentacije utvrdili da se, u ispitanom temperaturnom opsegu (18-30 °C), najbolji rezultati
dobijaju prilikom fermentacije na nesto nizoj temperaturi (22,5 °C).

Reddy i Reddy (2011) pokazali su da temperatura ima znacajan uticaj na rast kvasca i
produkciju isparljivih jedinjenja tokom fermentacije vina od manga. Na viSim temperaturama (35
°C) maksimalna populacija ¢elija kvasca postignuta je nakon 2 dana, nasuprot 6-8 dana, koliko je
bilo potrebno za postizanje maksimalne populacije celija kod fermentacije na 15 °C.
Fermentacija je najkrace trajala na temperaturi od 30 °C, uz usvajanje celokupne koli¢ine
dostupnog Secera. Na istoj temepraturi zabelezena je i najveca brzina produkcije etanola (41
g/l/dan). Duze vreme fermentacije na 35 °C, u odnosu na 30 °C, i odredena koli¢ina neprevrelog
Secera, potvrduju stav da vijabilnost Celija kvasca opada sa porastom temperature fermentacije
iznad 30 °C (Jones i Ingledew, 1994; Torija i sar., 2002). Sadrzaj ukupnih isparljivih jedinjenja,
sadrzaj glicerola i sadrzaj visih alkohola se povecavao sa povecanjem temperature fermentacije.
Sa druge strane, sadrzaj acetaldehida i ukupnih estara u vinu se smanjivao sa povecanjem
temperature fermentacije od 15 °C do 35 °C. Sadrzaj etanola se smanjivao sa poveanjem
temperature usled povecanja produkcije jedinjenja kao $to su glicerol i sir¢etna kiselina, koja
nastaju putem drugih metabolickih puteva.

Uticaj temperature je medu najbitinijim faktorima faze maceracije tokom koje dolazi do
ekstrakcije fenolnih jedinjenja voca ili grozda. Ova grupa jedinjenja je odgovorna za
karakteristicnu boju i1 ukus vina. Tokom maceracije u teCnu fazu ekstrahuju se i1 druge
komponente, kao $to su aromati¢na jedinjenja, polisaharidi, azotna jedinjenja i mineralne
materije. Porastom temperature znatno se ubrzava ekstrakcija fenolnih jedinjenja (Merida i sar,
1991). Razlog tome je degradacija celijskih zidova usled koje se ubrzava isticanje celijskog
sadrzaja. Sa povecanjem temperature povecava se i rastvorljivost ekstarhovanih sastojaka kljuka.
Uporednim ispitivanjem uticaja vremena 1 temperature maceracije zakljueno je da sa
poveéanjem temperature kod kratkotrajne maceracije (4-8 dana), blago raste sadrzaj antocijana i
nijansa boje, a intenzivnije se¢ povecava vrednost intenziteta boje, sadrzaj tanina i ukupnih
fenolnih jedinjenja (Ribéreau-Gayon i sar., 2006). Maceracijom na temperaturi 25 °C, dobijaju se
vina lepe boje, sa izrazenim voénim tonovima, namenjena potro$nji dok su mlada, dok
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maceracijom na 28-30 °C dolazi do blagog gubitka voéne arome zbog isparavanja aromati¢nih
komponenti sa formiranim ugljen dioksidom (Zoecklein, 1991). Maceracijom na viSim
temperaturama narocito se intenzivira ekstrakcija tanina, tako da se dobijaju vina namenjena
dugotrajnom starenju. Kod dugotrajne maceracije (30 dana) na visim temperaturama (30-35 °C)
zabelezen je izrazen pad vrednosti intenziteta boje i sadrzaja antocijana, ali i porast vrednosti
nijanse boje vina, sadrzaja tanina i ukupnih fenolnih jedinjenja (Gomez-Plaza i sar., 2001;
Puskas i sar., 2005; Ribéreau-Gayon i sar., 1999). Povecana temperatura maceracije pogoduje
ekstrakciji manoproteina iz ¢elija kvasca, koji doprinosi meko¢i, punoc¢i i zaokruzenosti ukusa
vina.

Povecanje temperature fermentacije vina od 15 °C do 30 °C dovodi do jaceg
naglasavanja arome crne ribizle, ublazavanja herbalnih tonova, a uti¢e i na povecéanje intenziteta
boje vina. Fermentacija na nizim temperaturama, ispod 15 °C, dovodi do proizvodnje
ekstrakcije fenolnih jedinjenja (Walker, 1998). Molina i sar. (2007) isticu da je koncentracija
ukupnih isparljivih produkata u vinu veca prilikom fermentacije na 15 °C nego na 28 °C. Pored
razlike u biosintetickoj aktivnosti kvasaca na razliitim temperaturama (vea na viSim
temperaturama), pomenuti autori dobijene rezultate objasnjavaju i ¢injenicom da fermentacija na
vi§im temperaturama (oko 30 °C) rezultira ve¢im gubicima isparljivih sastojaka nego $to je to
slu¢aj kod fermentacije na niZim temperaturama. Takvi gubici usled isparavanja najviSe se
ogledaju na finalnoj koncentraciji komponenti nize tacke isparavanja kao Sto su etil-estri kratkih
lanaca. Fermentacija na nizim temperaturama dovela je do povecanja koncentracije etil-estara
(etil-butanoat, etil-heksanoat, etil-oktanoat i etil-dekanoat) odgovornih za sveze, voéne arome
(kupine, borovnice, maline itd.). Sa druge strane, vise temperature fermentacije dovele su do
povecéanja koncentracije komponenti koje vinu daju cvetne arome (2-feniletanol i 2-fenil-etil-
acetat) i tonove tropskog voca kao $to su banana i ananas (2-metil-acetat, etil-2-metil-butanoat).
Povecéanje temperature fermentacije dovodi i do neznatnog povecanja ukupne kiselosti (Renolds
i sar., 2001).

Pokazano je da kvasci bolje podnose povisene temperature ukoliko postupak fermentacije
ukljucuje povremenu aeraciju kljuka. Aeracija nije neophodna za produkciju etanola tokom
fermentcije, ali je prisustvo kiseonika naro€iti znac¢ajno tokom faze umnozavanja kvasca zbog
proizvodnje esencijalnih sterola (ergosterola i lanosterola) i nezasi¢enih masnih kiselina kao $to
su linolna i linoleinska kiselina. Aerisanjem kljuka u pocetnoj fazi fermentacije (2-4 dan), proces
se znatno ubrzava. Kvasac nije u stanju da efikasno koristi kiseonik u zavr$noj fazi fermentacije
iz razloga $to etanol i drugi toksi¢ni metaboliti sprecavaju usvajanje izvora azota. Koliina
rastvorenog kiseonika u §iri koja se smatra dovoljnom da spreci zastoj fermentacije, iznosi 10-20
mg/l (Ribéreau-Gayon i sar., 2006). Sa druge strane prisustvo kiseonika tokom fermentacije
pospeSuje akumulaciju uree, koja se povezuje sa proizvodnjom toksi¢nog etil-karbamata
(Bafrncova i sar., 1999). Reddy i Reddy (2011) su pokazali da aeracija kljuka od manga u
pocetnoj fazi fermentacije omogucava produkciju veceg sadrzaja etanola, estara i viSih alkohola
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u poredenju sa postupkom koji je uklju¢ivao aeraciju i meSanje tokom celokupnog procesa
fermentacije.

2.5.3. Vrednost pH

Optimalna vrednost pH za rast ve¢ine kvasaca je u opsegu 4,5-6,5 dok su u kiselijim i
baznijim sredinama rast i fermentativna aktivnost kvasaca smanjeni ili potpuno onemoguceni.
SuviSe niske ili visoke vrednosti pH izazivaju hemijski stres ¢elije kvasca. Aktivnost enzima
aldehid dehidrogenazne se povecava na visim vrednostima pH, te stoga dolazi do znacajnije
produkcije siréetne kiseline. Ova oksidaciona reakcija generise molekul NADH, koji zahteva
redukciju kako bi se odrazala redoks ravnoteza celije (Walker, 1998). Optimalna vrednost pH
za alkoholnu fermentaciju vina je izmedu 3,0 i 4,0. Vrednosti pH kljuka 3,7-4,0 omogucavaju
brzu aklimatizaciju kvasca, ali su one pogodnije i za rast nepozeljnih mikroorganizama (Jackson,
2008). Prilikom ispitivanja uticaja vrednosti pH (3,5-6,0) kljuka na produkciju etanola tokom
fermentacije vina od manga, Reddy 1 Reddy (2011) su zabelezili znacajne razlike u dobijenim
vrednostima. Koncentracija etanola je bila najmanja prilikom fermentacije na pH 3,5 (5% m/v) a
najveca kod fermentacije na pH 5,0 (7,8% m/v). Dalje povecéanje vrednosti pH do 6,0 uticalo je
na smanjenje prinosa etanola. Poveéanje vrednosti pH od 2,8 do 3,7 nije dovelo do znacajnijih
razlika u prinosu glicerola (Rankine i Bridson,1971).

Vrednost pH znacajno utice na antocijane i boju vina, kako tokom fermentacije, tako i
tokom starenja i skladiStenja. VVodeni rastvor antocijana je pri pH 1,0 zatvoreno crvene boje, a sa
porastvom vrednosti pH intenzitet boje opada. Pri pH 5,0 rastvor je skoro potpuno bezbojan, a
daljim porastom vrednosti pH, prelazi u ljubi¢ato. Razli¢iti tonovi i intenzitet boje zavise od
strukture antocijana i njihove medusobne ravnoteze. U jako kiseloj sredini najveci deo antocijana
egzistira kao pozitivno naelektrisan flavilijum katjon (AH") — malvidin—glukozid, koji ¢ini 99%
crvene boje. Sa porastvom vrednosti pH, ravnoteza se pomera ka bezbojnoj karbinol-pseudobazi
(B), pri ¢emu intenzitet boje opada. Pri pH 3,0 svega 30%, a pri pH 4,0 samo 4% malvidin-3-
glukozida je u formi obojenog katjona (AH™). Pri pH 5,0 ne postoje katjonski oblici antocijana,
te je zastupljena plava boja zbog prisustva hinoidne pseudobaze (Ribéreau-Gayon i sar., 1999).

2.5.4. Sadrzaj izvora azota u sirovini

Kvasac Sacchromyces cerevisiae moze da raste koriste¢i razlicite supstrate kao izvor
azota. Najveci afinitet ima prema jednostavnim izvorima azota kao §to su amonijumovi joni 1
slobodne alfa-aminokiseline (Jiranek i sar., 1995; Valero et al , 2003). Medutim, sekundarne
aminokiseline, kao §to su prolin i hidroksiprolin, u najve¢oj meri, ne bivaju metabolizovane od
strane vinskih kvasaca pri uobi¢ajenim uslovima fermentacije. Vinski kvasci kao izvore azota
mogu usvajati i peptide male molekulske mase, ali ne i peptide velike molekulske mase I
proteine grozda, usled nedostatka ekstracelularne proteoliticke aktivnosti. Frakcija azotnih
jednjenja koju kvasac moze koristiti za svoj rast naziva se asimilabilni azot (Bell i Henschke,
2005). Brzina usvajanja i metabolizam azotnih jedinjenja zavise od soja kvasca, njegovog
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fizioloskog stanja i fizi¢ko-hemijskih svojstava Sire ili vina. S. cerevisiae moze direktno
inkorporirati aminokiseline u proteine, ili ih Kkoristiti kao izvor azota putem oksidativne
deaminacije (izuzev lizina i histidina). Azot ¢ini oko 10% mase kvasca, raunato na suvu
materiju. Celokupna koli¢ina azota koja se tokom fermentacije koristi za izgradnju celijske
biomase (populacija od 10° éelija/ml) preuzima se iz voéne sirovine. Stoga je vazno da sirovina
sadrzi znacajne koli¢ine izvora asimilabilnog azota kako bi se fermentacija odvijala brzo i bez
zastoja (Dharmadhikari, 2001). Nedostatak asimilabilnog azota dovodi do smanjenja brzine
fermentacije, njenog zastoja, pa i prekida, kao posledica smanjenja ¢elijske aktivnosti kvasca.

Azotna jedinjenja su od velikog znacaja za proces vinifikacije, ne samo zbog uticaja na
rast i metabolicku aktivnost kvasaca, ve¢ i zbog uloge u formiranju visih alkohola i drugih
jedinjenja koja znacajno doprinose mirisu i aromi vina (Mauricio i sar., 1995; Valero i sar.,
2003). Nedostatak azota takode moze da uti¢e na formiranje reduktivnih sumpornih jedinjenja,
kao Sto je vodonik-sulfid (Henschke i Jiranek, 1991; Jiranek i sar., 1995). S druge strane,
degradacija nekih azotnih jedinjenja dovodi do formiranja biogenih amina i etil karbamata,
jedinjenja koja se smatraju Stetnim za zdravlje ljudi (Ough, 1991; Zoecklein i sar., 1999; Bell i
Henschke, 2005). Uticaj izvora azota, njegove koli¢ine i vremena dodavanja na parametre
fermentacije i formiranje isparljivih jedinjenja je bio predmet brojnih studija (Torija i sar., 2003;
Wang i sar., 2003; Beltran i sar., 2005; Rosi i sar., 2008).

Azotna jedinjenja u voénom soku i $iri obuhvataju amonija¢nu komponentu i sloZenija
jedinjenja u koja se ubrajaju aminokiseline, oligopeptidi, polipeptidi, proteini, amidni azot,
bioamini, nukleinske kiseline, pirazini, vitamini i nitrati (Zoecklein i sar., 1999). Sastav i sadrzaj
ovih jedinjenja zavisi od sorte voc¢a 1 grozda, agroekoloskih uslova, postupka primarne prerade 1
vinifikacije itd.

Ukupan sadrzaj azotnih materija u Siri krece se u opsegu 60-2400 mg/I1 te stoga moze biti
ograniCavajuci faktor za rast i fermentativnu aktivnost vinskog kvasca (Ribereau-Gayon i sar.,
2006). Veci broj autora smatra da je minimalni sadrzaj asimilabilnog azota potreban za normalnu
aktivnost kvasca 120-140 mg/l (Bisson, 1991; Henschke i Jiranek, 1993; Bell i Henschke, 2005).
Sa druge strane, koncentracija asimilabilnog azota iznad 400 mg/l obezbeduje brz rast kvasca,
povecanu brzinu fermentacije, ali i znacajnu produkciju aromatskih jedinjenja (Henschke &
Jiranek, 1993; Zoecklein i sar., 1999; Bell i Henschke, 2005). Ribereau-Gayon i sar. (2006) su
svojim istrazivanjem, sprovedenim tokom deset uzastopnih berbi grozda (1996-2006. godine) u
Bordou, utvrdili nedostatak azotnih jedinjenja u 22% uzoraka Sire od belog grozda, 49% uzoraka
sire crnog grozda, 60% uzoraka Sire namenjenih proizvodnji rozea i 89% uzoraka Sire od
botritizovanog grozda.

2.5.5. Mesanje kljuka

Uticaj meSanja kljuka tj. kvaSenja 1 potapanja klobuka je veoma vazan radi
homogenizacije kljuka, kako u pogledu ravnomernog uticaja temperature, aeracije i biomase
kvasca, tako 1 zbog homogenizacije ekstrahovanih sastojaka. MeSanjem kljuka stvaraju se uslovi
za ravnomernu i potpuniju ekstrakciju fenolnih jedinjenja i polisaharida. Ekstrakcioni procesi
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veoma zavise od ucestalosti 1 tehnike meSanja kljuka, odrazavajuéi se tako na teksturu i aromu
vina (Zoecklein, 1991).

2.6. Uticaj starenja vina na fenolni sastav i boju vina

Starenje vina treba da predstavlja proces koji karakteriSe pravilan i ravnomeran razvoj
razli¢itih komponenti boje, mirisa i arome. Tako se, na primer, boja crvenih vina postepeno
menja od intezivno crvene, preko tamno crvene (bordo), do braon crvene. Ukus crvenog vina se,
ispoljavanja pomenutih promena je razli¢it za svako vino i zavisi kako od faktora spoljasnje
sredine (uticaj kiseonika, SO,, temperature i vremena starenja), tako i od specificnog sastava
vina. Potencijal vina za starenje zavisi posebno od sadrzaja i sastava fenolnih jedinjenja (odnos
tanini/antocijani, tip tanina — tanini pokozice i tanini semenke). Prisustvo polisaharida poreklom
iz sirovine (grozda) i kvasca takode znacajno utiCe na proces starenja vina (Ribéreau-Gayon i
sar., 1999).

Boja vina, pre svega, zavisi od sadrzaja i sastava antocijana. Antocijani i tanini su
ukljuceni u brojne reakcije koje se deSavaju tokom starenja vina: degradacija i modifikacije
pojedina¢nih komponenti, stabilizacija boje, polimerizacija tanina i kondenzacija sa drugim
komponentama (Sidari i sar., 2007).

Kontrolisana (umerena) aeracija tokom procesa starenja ima veliki znacaj za razvoj i
odrzivost boje mladog crvenog vina. Kada vinu nije omogucéen kontakt sa vazduhom, intezitet
boje ostaje nepromenjen, ili dolazi do njegovog smanjenja. U slucaju odgovarajuceg stepena
aeracije intenzitet boje crvenog vina se povecava, I pored smanjenja sadrzaja antocijana Koji
ucestvuju u formiranju stabilnih polimera putem reakcija kompigmentacije (kondenzacije) sa
flavan-3-olima (monomernim jedinicama tanina) i flavonolima (Gomez-Plaza i sar., 2002).
Novonastali pigmenti su intenzivnije obojeni od antocijana. Nastajanje ovih kondenzovanih
formi dovodi do povecanja koli¢ine obojenih oblika molekula pigmenata u odnosu na njihove
bezbojne forme, ali i do znacajnog povecanja stabilnosti boje vina.

Sa druge strane, tokom starenja vina dolazi i do reakcija degradacije antocijana i tanina
koje vode smanjenju intenziteta boje (gubitak crveno-ljubi¢astih tonova) i nastajanju Zzuto-
narandZzastih tonova. Pomenute promene u boji crvenih vina mogu biti rezultat brze i intenzivne
aeracije, prisustva etanala (narandzasti kompleksi tanin-piranoantocijanin), prisustva furfurola ili
hidroksimetil-furfurola iz botriziranog grozda i barika (nastajanje zZuto-narandzastih i ciglasto-
crvenh komponenti) (Ribéreau-Gayon i sar., 1999).

Temperatura predstavlja najznacajni faktor sredine koji uti¢e na hromatske karakteristike
crvenog vina tokom starenja. Starenje vina na viSim temperaturama vodi izraZzenijem nastanku
narandZastih tonova, smanjenju intenziteta 1 povecanju nijanse boje. Duzina odlezavanja takode
utiCe na boju vina jer je veéina promena koje se deSavaju u tom periodu zavisna od vremena
(Dallas i Laureano, 1994).
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Gomez-Plaza i sar. (2000) su u svojoj studiji ispitivali promene hromatskih karakteristika
tokom starenja vina na konstantnoj temperaturi (oko 15°C) i temperaturi zavisnoj od
ambijentalnih uslova (dnevne i sezonske varijacije), u periodu od godinu dana. Temperatura nije
imala znacajnijeg uticaja na intenzitet boje i sadrzaj ukupnih fenola, dok je starenje na viSim
temperaturama dovelo do povecanja nijanse boje, hemijske starosti i udela boje koja potice od
polimernih pigmenata. Sadrzaj katehina, petunidina i procijanidina nije se zna¢ajnije menjao pod
uticajem temperature, dok je sadrzaj epikatehina, kaftarne i kutarne kiseline, peonidina i
malvidina bio veéi u vinima koja su odlezavala pri promenjivim temperaturnim uslovima.
Sadrzaj antocijana, katehina i epikatehina se smanjivao tokom starenja vina (reakcije oksidacije,
polimerizacije i kondenzacije). Intenzitet boje vina se smanjivao u prva tri meseca odlezavanja,
dok je u narednih devet meseci zabelezen njegov rast usled formiranja izrazito obojenih
intermedijernih polimera sastavljenih od antocijana, acetaldehida i flavan-3-ola.

2.7. Antioksidativna, antimikrobna i antikancerogena aktivnost vina i
vocénih vina

2.7.1. Antoksidativno delovanje

Antiradikalska aktivnost vina od grozda, koja proizilazi iz sadrzaja i sastava prisutnih
fenolnih jedinjenja, detaljno i Cesto je obradivana u naucnoj literaturi. Sa druge strane,
antioksidativni potencijal i sadrzaj ukupnih fenola u voénim vinima nisu dovoljno ispitani.
Brojna istrazivanja su pokazala da razlike u antioksidativnom potencijalu vina zavise vise od
koncentracije pojedinih fenolnih jedinjenja nego od sadrzaja ukupnih fenola. Neka voé¢na vina
poseduju veci antioksidativni potencijal od crvenih vina, pre svega zbog razlike u sadrzaju i
sastavu specifi¢nih fenolnih jedinjenja.

Slobodni radikali su atomi, joni ili molekuli, koji imaju jedan ili viSe nesparenih
elektrona u svojoj strukturi. Nespareni elektroni uzrok su njihove visoke i neselektivne
reaktivnosti i nestabilnosti. Slobodni radikali mogu biti pozitivno (radikal katjon) i negativno
naelektrisani (radikal anjon). Reaktivni slobodni radikali mogu nastati brojnim reakcijama koje
se uglavnom svode na Cetiri osnovna tipa: termolizu, fotolizu, oksido-redukcione procese i
iradijaciju visoke energije (Pileti¢ i sar., 1993). Nespareni elektron se moze nalaziti na atomima
razli¢itih elemenata, pa se slobodni radikali dele na slobodne radikale (reaktivne
slobodnoradikalske vrste) kiseonika, hlora, azota itd. U normalnim uslovima, nastajanje
slobodnih radikala u ravnotezi je sa antioksidativnim sistemom odbrane organizma. Stanje u
kome je ravnoteza izmedu prooksidanata i antioksidanata pomerena u stranu prooksidanata,
naziva se oksidativni stres (Puskas, 2010). Oksidativni stres dovodi do oste¢enja primarnih
biomolekula: proteina, lipida, nukleinskih kiselina i ugljenih hidrata, sto moze biti uzrok ¢itavog
niza poremecaja u metabolizmu 1 izazvati disfunkciju 1 smrt Celija. Oboljenja kao Sto su
arteroskleroza, kancer, kardiovaskularna oboljenja, astma, artitis, gastritis, dermatitis, dijabetes,
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bolesti jetre, bolesti bubrega, Alchajmerova bolest, Parkinsonova bolest itd. posledica su
oksidativnog stresa (Lee i sar., 2004).

Crvena vina ispoljavaju snazan bioloSki efekat koji se, pre svega, pripisuje visokim
sadrzajima flavonoida (Cao i Prior, 2000). Postoji visok stepen pozitivne korelacije izmedu
sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja, kao i pojedinacno udela galne kiseline, (-)-epikatehina, (+)-
katehina, i antioksidativnog potencijala vina (Henn i Stehle, 1998; Sanchez-Moreno i sar., 1999).
Najizrazeniju aktivnost u pogledu hvatanja slobodnih radikala ima galna kiselina, zatim taninska
kiselina, kafena kiselina, kvercetin, rutin, ferulna kiselina, a najnizu aktivnost poseduju DL-a-
tokoferol i resveratrol (Sanchez-Moreno i sar., 1999). de Gaulejac i sar. (1999) su utvrdili da
frakcija antocijana pokazuje veéi antioksidativni potencijal u odnosu na frakciju
proantocijanidola, ali se antioksidativni efekat pojacava sinergistiénim delovanjem antocijana i
proantocijanidola iz vina i pokozice, u odnosu na ciste antocijane. Usku povezanost sadrzaja
antocijana, u ekstraktima grozda i razliCitim vinima, i antioksidativnog potencijala konstatovali
su u svojim istrazivanjima mnogi autori (Sato i sar., 1996; Meyer i sar., 1997; Sanches-Moreno i
sar., 2000). Za visok antioksidativni potencijal crvenih vina, prema Kerry i Abbey (1997),
najzasluzniji su, pre svega, kKatehini, proantocijanidoli, monomeri antocijana i fenolne kiseline.
Vece antiradikalsko delovanje antioksidanti vina ispoljavaju u kombinaciji, nego svaki
pojedinac¢no (Meyer i sar., 1997).

Heinonen i sar. (1998) su u svojoj studiji uporedivali sadrzaj fenolnih jedinjenja (u
ekvivalentima galne kiseline - GAE) i antioksidativni potencijal 33 vo¢na vina (jabuka, aronija,
malina, borovnica, brusnica, jagoda), tri crvena i jednog belog vina. Antioksidativni potencijal je
odredivan u uzorcima vina iz kojih je vakuum uparavanjem uklonjen alkohol, merenjem stepena
inhibicije oksidacije dodatog metil-linoleata. Utvrden je nizak stepen pozitivne korelacije
sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja i antioksidativnog potencijala kod vo¢nih vina (r = 0,32-
0,47), za razliku od konvencionalnih vina (r = 0,89-0,94). Vina proizvedena od me$anog soka
crne ribizle i borovnice (1020-1060 mg GAE/l) pokazala su nesto veci antioksidativni potencijal
u poredenju sa crvenim vinima koja su sadrzala znatno vise fenolnih jedinjenja (1390-1600 mg
GAE/l). Pomenute razlike u antioksidativnom potencijalu pripisane su razli¢itom sastavu
fenolnih jedinjenja u pojedinacnim vinima. Pinhero 1 Paliyath (2001) odredivali su
antioksidativni potencijal tri vo¢na vina i jednog crvenog vina, pri ¢emu se pokazalo da je
sposobnost hvatanja superoksid anjon radikala (O,¢’) bila za 30-40% veéa kod vina od
borovnice, kupine 1 viSnje, u odnosu na testirano crveno vino. Antioksidativni potencijal prema
hidroksil (*OH) radikalima je bio najve¢i kod vina od borovnice i visnje gde je utvrden stepen
inhibicije od 9,07% odnosno 5,98%, a nesto manji kod kupine i crvenog vina (3,57 i 2.8%).

Nasuprot rezultatima do kojih su dosli Heinonen i sar. (1998), Yildirim (2006) je utvrdio
znacajnu pozitivnu korelaciju izmedu antioksidativnog potencijala i sadrzaja ukupnih fenolnih
jedinjenja ispitivanih voénih vina od jabuke, kajsije, borovnice, kupine, dunje, jagode i viSnje.
Razlike u dobijenim rezultatima mogu biti rezultat primene razli¢itih metoda, s obzirom da je
Yildirim (2006) za merenje antioksidativnog potencijala vina koristio DPPH (1,1-difenil-2-
pikrilhidrazin) radikale umesto metil-linoleata. Rezultati studije koja se bavila ispitivanjem
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razlika u mehanizmu antiradikalske aktivnosti kod sokova i vina od nara, takode ukazuju na
visoku pozitivnu korelaciju izmedu sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja i antioksidativnog
potencijala prema DPPH radikalima (Zhuang i sar., 2011). Visok antioksidativni potencijal i
visok stepen pozitivne korelacije sa sadrzajem ukupnih fenolnih jedinjenja (r > 0,95) utvrden je i
kod vina od tropske vocke dzekfruta (eng. Jackfruit, Artocarpus heterophyllus) primenom cetiri
antioksidativna testa (DPPH, FRAP (eng. Ferric reducing antioxidant power), DMPD (N,N-
dimetil-p-fenilendiamin) i NO (nitril-oksid)). Sposobnost hvatanja DPPH slobodnih radikala je
bila naizrazenija i iznosila je 55-70% (Seeram i sar., 2008).

Sljiva ima visoku antiradikalsku aktivnost, ORAC vrednost 950/100 g (ORAC —oxygen
radical absorbance capacity). Poredenja radi, ista masa crvenog grozda daje ORAC vrednost 739,
a borovnice 2400 (Hui i sar., 2006). Yuan (2013) je utvrdio da vino od $ljiva poseduje znacajan
antioksidativni potencijal, pre svega prema superoksid anjon radikalima (O*"). Vino od §ljiva je,
i pored nesto nizeg sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja, imalo visi antioksidativni potencijal u
odnosu na vec¢inu voénih vina koja su ispitana u ovoj studiji.

Rupasinghe 1 Clegg (2007) odredivali su antioksidativni potencijal i sadrzaj ukupnih
fenolnih jedinjenja u deset voénih vina (8ljiva, kruska, jabuka, breskva, malina, borovnica,
kupina itd.) 1 uporedivali dobijene vrednosti sa tradicionalnim crvenim (Kaberne sovinjon) 1
belim (Rajnski rizling) vinima. Ukupni antioksidativni potencijal ispitanih vina, odreden pomocu
modifikovanog FRAP testa, bio je u opsegu 219-2447 mg ekvivalenta askorbinske kiseline/l.
Antioksidativni potencijal i sadrZzaj ukupnih fenolnih jedinjenja bio je najvisi kod crvenog vina i
vo¢nih vina od borovnice i crne ribizle, umeren kod vina od $ljive, tresnje, kupine 1 maline, a
najmanji kod belog vina 1 vo¢nih vina od jabuke, kruske 1 breskve. Utvrdena je snazna pozitivna
korelacija izmedu ova dva parametra (r = 0,97).

2.7.2. Antimikrobno delovanje

Istrazivanja antimikrobnih svojstava vina u poslednje dve decenije potvrduju aktivnost
prema velikom broju mikroorganizama, ali se o nosiocima aktivnosti jo§ uvek polemise, te su
istrazivanja u ovoj oblasti 1 dalje aktuelna.

Sheth 1 sar. (1988) su u svom istrazivanju ispitivali razlike u antibakterijskoj aktivnosti
razli¢itih komercijalnih napitaka kao §to su gazirani sokovi, pivo, vino, mleko i voda. Pomenuti
autori su inokulisali bakterije rodova Salmonella, Shigella i enterotoksigenu E. coli u testirana
pica, 1 brojali prezivele kolonije nakon dva dana. NajniZi stepen preZivljavanja medu patogenim
bakterijama zabeleZzen je prilikom inokulacije u vino, dok je najizraZeniji rast celija bio
zabelezen u mleku 1 vodi. NesSto niza antibakterijska aktivnost u odnosu na vino, zabeleZena je
kod piva i gaziranih sokova.

Weisse 1 sar. (1995) uporedivali su antibakterijska svojstva crvenih 1 belih vina sa
bizmut-subsalicilatom, tradicionalnim digestivom koji se koristi protiv patogena generalno
odgovornih za putni¢ku dijareju. Suspenzije E. coli, Salmonella enteritidis i Shigella sonnei
inokulisane su u crveno i belo vino, ¢ist etanol i tekilu razblazene sterilnom ¢esmenskom vodom
do koncentracije etanola od 10%, rastvor bizmut-subsalicilata (35 mg/l) i sterilizovanu
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¢esmensku vodu (kontrola). Utvrdeno je da crvena i bela vina izazivaju najve¢e smanjenje broja
patogenih bakterija, od 10°-10° CFU/mI do granice detekcije (<10 CFU/ml). Bizmut-subsalicilat
je bio manje efikasan od crvenog i belog vina, ali i efikasniji u redukciji brojnosti E.coli i S.
enteritidis od razblazene tekile. 10% etanol nije pokazao bilo koji vid inhibitornog dejstva na rast
testiranih patogenih bakterija, a njegova antibakterijska aktivnost nije se znacajnije razlikovala
od kontrolnog uzorka (sterilizovane ¢esmenske vode). Harding i Maidment (1996) su, takode,
istakli znacajnu antibakterijsku aktivnost vina prema patogenim bakterijama (E. coli, Salmonella
enteritidis i Shigella sonnei), ali i neznatno dejstvo 10% etanola i pufernog rastvora
odgovarajuc¢e vrednosti pH (kao u vinima) na testirane bakterijske sojeve. Dobijeni rezultati
ukazuju da vino, pored alkohola i pH, poseduje dodatne komponente koje doprinose njegovoj
antibakterijskoj aktivnosti. Dodatak razblaZzenog destilata (svedenog na 10% etanola) u §iru
doveo je do povecanja antibakterijske aktivnosti u odnosu na pojedinacne uzorke, Sto ukazuje na
sinergisti¢ko dejstvo alkohola i sastojaka vina. Antibakterijska aktivnost takvog meSanog uzorka
je bila i dalje manja od vrednosti zabeleZzene kod odgovarajuc¢eg vina, pa se moze zakljuciti da
proces fermentacije znacajno doprinosi antibakterijskoj aktivnosti vina. Takode, ova studija
isti¢e neznatno vecu antibakterijsku aktivnost belih, u odnosu na crvena, vina.

Kako bi odredili doprinos pojedinacnih faktora, pre svega fenolnih jedinjenja, etanola i
pH, ukupnoj antimikrobnoj aktivnosti vina, Boban i sar. (2010) su za tretman S. enteritidis i E.
coli Kkoristili crveno vino, vino iz kojeg su uklonjeni fenoli, vino iz kojeg je uklonjen alkohol,
rastvor etanola (12,5% v/v), puferni rastvor pH 3,1, kombinaciju rastvora etanola i pufernog
rastvora 1 fizioloski rastvor (kontrolni uzorak). Dobijeni rezultati pokazali su da je najvecu
antibakterijsku aktivnost imalo netretirano crveno vino, pa zatim vino iz koga su uklonjeni
fenoli, vino iz koga je uklonjen etanol, kombinacija rastvora etanola i pufernog rastvora, puferni
rastvor, i na kraju rastvor etanola.

U cilju provere antimikrobne aktivnosti pojedinacanih fenolnih jedinjenja karakteristicnih
za vino, Rodriguez Vaquero i sar. (2007) ispitano je dejstvo Cetiri fenolne kiseline (galna,
vanilinska, protokoatehinska i kafena) i tri flavonoida (rutin, katehin i kvercetin) protiv Serratia
marcescens, Proteus mirabilis, E. coli, Klebsiella pneumonia, Flavobacterium sp. i
Staphylococcus aureus. Bakterije su pokazale razlicitu osetljivost prema pojedinim fenolnim
jedinjenjima i njihovim koncentracijama, pri ¢emu je Flavobacterium sp. pokazao rezistentnost
na sva primenjena jedinjenja, dok je E. coli bila najosetljivija. Ispitana je i antimikrobna
aktivnost vina prema ovim bakterijama 1 utvrdeno je znacajno inhibitorno dejstvo na rast svih
testiranih sojeva, naroc¢ito kod uzoraka vina koja su vakuum uparavanjem dvostruko i
cetvorostruko koncentrovana. Vina koja su podvrgnuta bistrenju pokazala su nizu antimikrobnu
aktivnost, §to je pripisano delimi¢nom uklanjanju fenolnih jedinjenja tokom tretmana.

Utvrdeno je da fenolna jedinjenja vina poseduju antibakterijsko dejstvo i protiv
Campylobacter jejuni, pri ¢emu je izrazenija aktivnost zabelezena kod crvenih i roze, nego kod
belih vina (Gafan i sar., 2009). Testiranjem dejstva dvanaest ekstrakata rali¢itih vrsta bobicastog
voca na rast sedam odabranih patogena, utvrdeno je da je Bacillus cereus bio osetljiv (pa i
snazno inhibiran) na sve primenjenje ekstarkte, dok je kvasac Candida albicans bio
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najrezistentniji, pokazujuéi osetljivost na samo tri ekstrakta (malina, jagoda i mo¢varna (severna)
malina) (Nohynek i sar., 2006). Melanoidini, jedinjenja koja nastaju Majlardovim reakcijama i
koja su prisutna i Spanskim desertnima vinima, pokazali su znacajnu antibakterijsku aktivnost
prema E. coli i S. aureus (Rufian-Henares i Morales, 2008).

Znacajnu antimikrobnu aktivnost pokazuju i vo¢na vina. Bish (2011) je ispitivao
baktericidni efekat Cetiri voéna vina (malina, kupina, treSnja i breskva) na sledece alimentarne
patogene: Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium, Shigella
dysenteriae i Staphylococcus aureus. Patogeni su tretirani rastvorima vina razli¢ite koncentracije
tokom 24 casa. Sa povecanjem koncentarcije voénih vina (40-60% rastvori) zabelezeno je i
povecanje baktericidnog dejstva. Primenom skening i transmisione elektronske mikroskopije
uoceno je da je tretman bakterija voénim vinima doveo do smanjenja veli¢ine ¢elija, rupa u
¢elijskom zidu i disrupcija ¢elijske membrane.

Mehanizam antimikrobnog dejstva fenolnih jedinjenja objasnjavan je pomocéu nekoliko
teorija. Kao moguce objasnjnje, Scalbert (1991) istiCe vezivanje (prijanjanje) tanina za povrsinu
bakterijske Celije i njihovu interakciju sa pojedinim enzimima. Ova teorija je izvedena iz jedne
od osnovnih karakteristika tanina, grupe fenolnih jedinjenja koja ima veliki afinitet ka vezivanju
proteina. Tanini takode vezuju 1 metalne jone, neophodne supstarte za rast ¢elije. Autor istice i da
je stvaranje kompleksa i interakcije tanina sa mikrobnim enzimima posmatrano kod celulaza,
pektinaza, peroksidaza, lakaza i glukoziltransferaza. Delehanty i sar. (2007) su u svojoj studiji
inhibiciju bakterijskog rasta pripisali mehanizmu vezivanja lipopolisaharida c¢elija gram
negativnih bakterija za frakcije proantocijanidina izolovanih iz kupina, grozda i ¢aja. Utvrdeno je
da polifenoli i pic¢a bogata ovim jedinjenjima proizvode znacajne koli¢ine vodonik-peroksida
usled reakcije sa metalnim jonima (Akagawa i sar., 2003). Na visim vrednostima pH podloge
zabelezeno je intenzivnije nastajanje vodonik-peroksida. Polifenoli, takode, mogu inhibirati
aktivnost ATP sintetaze, enzima neophodnog za rast 1 metabolizam ¢elije (Chinnam i sar., 2010).

Sugita-Konishi i sar. (2001) su uporedivali antibakterijska svojstva vina in vitro i in vivo.
U prvoj fazi istrazivanja ispitivana je in vitro antibakterijska aktivnost crvenog i belog vina, 14%
rastvora etanola, rastvora 350 mg/l kalijum-metabisulfit (vinobran) i rastvora fosfatnog pufera
(pH 3,3) prema E. coli O157:H7, Salmonella enteritidis i Vibrio parahaemolyticus. Crveno i
belo vino je znagajno smanjilo broj kolonija bakterija tokom 30 min (od 10° do ispod granice
detekcije). Sa druge strane, nije zabelezeno nikakvo dejstvo rastvora etanola, kalijum-
metabisulfita i pufernog rastvora, te se pretpostavilo da etanol i sulfiti nisu direktno odgovorni za
antibakterijsku aktivnost vina. Druga faza istrazivanja imala je za cilj identifikaciju sastojaka
vina odgovornih za antimikrobna svojstva. Tom prilikom utvrdeno je da vino kod kojeg je
sredstvima za bistrenje uklonjena najvec¢a koli¢ina fenolnih jedinjenja pokazuje skoro istovetna
antimikrobna svojstva kao 1 netretirano vino. Ovakvi rezultati su doveli do zaklju¢ka da fenolna
jedinjenja nisu glavni nosioci antimikrobne aktivnosti vina, §to nije u saglasnosti sa rezultatima
brojnih studija koja su se bavila ovom tematikom (Nohynek i sar., 2006; Rodriguez Vaquero i
sar., 2007; Ganan i sar., 2009). U poslednjoj fazi istrazivanja, autori su tokom perioda od nedelju
dana testirali dejstvo crvenog i belog vina, koncentrisane frakcije fenolnih jedinjenja vina, 14%
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rastvora etanola i vode na miSevima zarazenim S. enteritidis. Posmatranjem slezine tretiranih
miSeva autori nisu uocili bitne razlike medu primenjenim tretmanima, te su zakljucili da
unosenje vina u organizam miseva nije sprecilo ili pruzilo zastitu od infekcije salmonelom.

2.7.3. Antikancerogeno delovanje

Svako nagomilavanje ¢elija preko one koli¢ine koja je potrebna za razvoj, oporavak ili
funkciju tkiva naziva se tumor. Tumor moze biti benigni ili maligni, gde maligni tumor
(karcinom, kancer) brze raste i ima tendenciju invazije na susedna tkiva. Kancer je oboljenje kod
kojeg su procesi proliferacije, razvitka i smrti ¢elije poremeceni. Ovo oboljenje karakterise
nekontrolisana deoba c¢elija, odnosno sposobnost tih ¢elija da prodru u ostatak tkiva, bilo
direktnim urastanjem (invazija) bilo migracijom celija do udaljenih delova tela (metastaza).
Kancerogeneza je slozeni proces prelaska normalne ¢elije u maligno stanje, a agensi Kkoji
indukuju taj proces zovu se kancerogeni. Kancerogeni procesi mogu da zapo¢nu u gotovo
svakom organu, ali tkiva kod kojih je proliferacija ¢elija inace intenzivnija i koja su hroni¢no
izlozena spoljasnjim uticajima (pluca, creva, itd.) su posebno podlozna.

Kancer se moze pojaviti kod ljudi svih uzrasta, kod Zivotinja, pa ¢ak i biljaka. Ovo
oboljenje je odgovorno za oko 13% svih smrtnih ishoda kod ljudi. Shodno tome, ulazu se veliki
napori u cilju pronalazenja i ispitivanja novih antikancerogenih agenasa. Smatra se da jedna
tre¢ina kancera kod ljudi nastaje zbog losih navika u ishrani, te da su pravilna ishrana i promena
nacina zivota glavna strategija u borbi protiv ovih bolesti. Antikancerogene supstance koje su
prisutne u ishrani generalno se mogu podeliti na blokiraju¢e agense, koji deluju tokom faze
inicijacije kancerogeneze, i suzbijajuce agense, koji usporavaju ili vracaju proces kancerogeneze
unazad u kasnijim fazama (Johnson i sar., 1994).

Potencijalno antikancerogeno dejstvo vina, u naucnoj literaturi, uglavnom se dovodi u
vezu sa prisustvom i dejstvom razli¢itih fenolnih jedinjenja, pre svega flavonoida (kvercetin,
katehin), trihidroksistilbena (resveratrol) i fenolnih kiselina (galna kiselina) (Soleas i sar., 2006).
Polifenoli sprecavaju prelazak benignih u maligne tumore, §to je izazvano slobodnim radikalima,
Stite veze u molekulu DNA od raskidanja izazvanih y zracima koji uti¢u na pojavu mutacija i
kancerogenezu (Dufresne i Farnworth, 2000).

Soleas 1 sar. (2006) ispitivali su antikncerogeno dejstvo Cetiri fenolna jedinjenja
izolovana iz crvenog vina (kvercetin, (+)-katehin, trans-resveratrol i galna kiselina) na karcinom
koze miseva (CD-1). Zivotinje su povrsinski tretirane (na obrijanim delovima koZe) pomenutim
polifenolima u dozi 0-25 pmol (rastvoreno u 200 pl acetona), dva puta nedeljno, tokom 18
nedelja. Utvrdeno je da je kvercetin bio najefikasniji (EDsp < 1 umol), dok je galna kiselina bila
najmanje efikasna (EDsg 5-10 pumol). (+)-katehin i trans-resveratrol su se pokazali srednje
efikasnim (EDsp vrednost 5 i 6 umol, respektivno). EDsq (srednja efektivna doza) je doza koja
deluje na 50% populacije koja koristi lek. S obzirom da je pokazano da se trans-resveratrol
absorbuje znatno efikasnije u ljudskoj plazmi prilikom oralne upotrebe od kvercetina i (+)-
katehina, i uzimajuci u obzir relativne koncentracije ovih polifenola u crvenom vinu, autori su
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zakljucili da bi se trans-resveratrol mogao smatrati najefikasnijim antikancerogenim fenolnim
jedinjenjem crvenog vina.

Resveratrol je pokazao znacajnu antikancerogenu aktivnost kao agens koji suzbija tri faze
tumorskog rasta (inicijaciju, promociju i progresiju). Na inicijalnom nivou, smatra se da su vazne
antioksidativne sposobnosti resveratrola, dok pojacana apoptoza, ekspresija antiapoptoti¢nih
proteina i smanjen broj celijskih aktivacionih puteva spadaju u efekte usmerene protiv faze
promocije karcinogeneze. Aktivnosti usmerene protiv faze progresije karcinogeneze ukljucuju
supresiju signalnih puteva faktora rasta, supresiju rasta tumorskih c¢elija, kao i inhibiciju
angiogeneze (Udenigwe i sar., 2008). Takode, utvrdeno je da cis-resveratrol deluje inhibitorno na
karcinogenezu inhibicijom enzima tirozin kinaze. Prirodni analog resveratrola, piceatanol
(prisutan u vinu) inihibi$e proliferaciju tumorskih celijskih linija putem apoptoze i zaustavljanja
¢elijskog ciklusa. Postoji hipoteza da su antiproliferativni efekti resveratrola na tumorskim
¢elijskim linijama rezultat konverzije resveratrola u piceatanol od strane citohroma P450 1B
(CYPI1BI1). CYPIBI je veoma izrazen u tumorskom tkivu dojke, kolona, pluca, jednjaka,
ezofagusa, koze, limfnih ¢vorova, mozga i testisa, dok u zdravom tkivu nije prisutan (Wolter i
sar., 2002).

Antocijanini su pokazali antikancerogeno dejstvo protiv viSe vrsta celijskih linija
karcinoma in vitro, kao i protiv razli¢itih vrsta tumora in vivo. Rezultati in vitro studija ukazuju
na slede¢a hemopreventivna dejstva antocijana: sposobnost hvatanja slobodnih radikala,
stimulacija aktivnosti detoksikuju¢ih enzima, smanjenje proliferacije celija, inflamacija,
angiogeneza i invazivnost, kao i indukcija apoptoze i diferencijacije. In vivo studije pokazale su
da unos antocijana putem ishrane inhibira razvoj karcinoma gastrointestinalnog trakta, dok
povrsinski primenjeni antocijani inhibiraju rak koze (Wang i Stoner, 2008).

Yang i sar. (2009) su utvrdili znacajnu antiproliferativnu aktivnost ekstrakata grozda na
rast tri histoloski razlicite cCelijske linije humanog kancera Caco-2 (adenokarcinom debelog
creva), HepG2 (karcinom jetre) i MCF-7 (adenokarcinom dojke). Antiproliferativna aktivnost je
bila u pozitivnoj korelaciji sa sadrzajem fenolnih jedinjenja. Primena ekstrakata i vina od crne
maline (Rubus occidentalis) dovela je do zaustavljanja proliferacije ¢elija karcinoma debelog
creva (HT-29) i karcinoma prostate (LNCaP). Ekstrakti maline u 60% etanolu imali su najveéi
inhibitirni efekat na proliferaciju ¢elija HT-29 i LNCaP (ICsp vrednost 89,9 pug/ml, odnosno 1420
ug/ml). ICs je koli¢ina uzorka potrebna da se smanji proliferacija celija za 50%. Vino od maline
pokazalo je neSto nizu antiproliferativnu aktivnost u poredenju sa etanolnim ekstraktom (Jeong i
sar., 2010). Istrazivanje Sun i sar. (2002) isti¢u da je najveca antiproliferativna aktivnost medu
ispitanim ekstraktima razli¢itog voca prema celijskoj liniji humanog karcinoma jetre HepG2
odredena kod ribizle (ICso 14,5 mg/ml, nakon 96 h inkubacije), a zatim kod limuna, jabuke,
jagode, crnog grozda, banane, grejpfruta, i na kraju, breskve. Byrne i sar. (2007) isticu u svom
radu znacajan inhibitirni efekat ekstrakata $ljive na rast tri celijske linije humanog karcinoma
dojke (MCF-7, MDA-MB-453 i MCF-10A), dve c¢elijske linije humanog karcinoma debelog
creva (HT-29 i Caco-2) i jednu celijsku liniju humanog karcinoma prostate (PC-3). ICs
vrednosti dobijene za razli¢ite ispitane sorte $ljive bile su u opsegu 200-975 mg/l. Predmet
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istrazivanja bila je i identifikacija frakcija fenolnih jedinjenja Sljive, nosioca antiproliferativne
aktivnosti (Noratto 1 sar., 2009). U studiji su koris¢ene dve celijske linije humanog karcinoma
dojke, estrogen zavisna (MCF-7) i estrogen nezavisna (MDA-MB-435). Ekstrakti $ljive su
pokazali veci inhibitorni efekat na MDA-MB-435 ¢celijsku liniju, u poredenju sa MCF-7 i
normalnom (zdravom) ¢elijskom linijom dojke. U drugom delu istrazivanja, razdvojene su cCetiri
frakcije fenolnih jedinjenja, pri ¢emu se pokazalo da frakcije F3 (flavonoidi) i F4 (procijanidini)
poseduju vecu antiproliferativnu aktivnost u poredenju sa frakcijama F; (fenolne kiseline) i F;
(antocijani) prema obe celijske linije karcinoma dojke. Analizom pojedina¢nih komponenti
frakcije F3 utvrdeno je da najvece inhibitorno dejstvo na rast kancerogenih Celija poseduje
kvercetin-3p-glukozid.

lako rezultati eksperimentalnih studija jasno potvrduju antikancerogenu aktivnost
razli¢itih fenolnih jedinjenja, pozitivno dejstvo njihovog unosenja na smanjenje rizika od pojave
raka kod ljudi jo§ nije pouzdano potvrdeno epidemioloskim studijama. Stavise, koli¢ine
pojedinih fenolnih jedinjenja potrebne za izazivanje antiproliferativnog efekta in vitro, daleko
prevazilaze koli¢ine ovih jedinjenja koje su odredene u ljudskoj plazmi in vivo.

2.8. Optimizacija tehnoloSkih procesa metodom odzivne povrsine
funkcije (RSM)

Konvencionalna tehnika za optimizaciju sistema sa vise promenjivih ulaznih veli¢ina
obi¢no posmatra postupno svaki pojedina¢ni faktor, umesto da ih sve testira istovremeno. Takva
tehnika zahteva izvodenje velikog broja eksperimenata i nije u mogucnosti da otkrije alternativne
zavisnosti izmedu komponenti. Brojni statisticki metodi planiranja eksperimenata su prethodnih
godina primenjivani za optimizaciju razlicitih bioprocesa. Ove metode podrazumevaju koriséenje
matematickih modela za projektovanje fermentacionih procesa i analiziranje njihovih rezultata.
Metoda odzivne povrsine funkcije (RSM - Response Surfase Methodology) je jedna od najcesce
primenjivanih tehnika u mnogim oblastima nauc¢nog istraZivanja.

Metoda odzivne povrSine funkcije moze se definisati kao empirijska statisticko-
matematicka tehnika primenjena za regresionu analizu podataka, dobijenih iz adekvatno
planiranih eksperimenata, simultanim reSavanjem sistema jednacina. Osnovna prednost RSM je
u tome S§to je potreban manji broj eksperimentalnih podataka da bi se obezbedio dovoljan broj
informacija za dobijanje statisticki validnih rezultata. Svaka od jednacina naziva se funkcija
odziva, a njen geometrijski prikaz se naziva odzivna povrsina (Myers i Montgomery, 1995).

Odzivne funkcije su polinomskog oblika s obzirom da se kvalitet fitovanja
eksperimentalnih podataka moZe poboljsati povecanjem stepena polinoma. Ovakvi modeli su
posebno pogodni za reSavanje optimizacionih problema buduéi da je njima moguce opisati
interakcije velikog broja faktora, a i procena kvaliteta fitovanja polinomskih modela se moze
lako odrediti (Lazi¢, 2004). Najjednostavniji polinom koji se moze primeniti je polinom prvog
reda koji u obzir uzima samo linearne uticaje pojedinac¢nih faktora. Ako se kao Kkrajnji cilj
postupka uzme pronalazenje optimalnog reSenja onda je neophodno koristiti polinome drugog
reda za opisivanje odabranih odziva (Joki¢, 2010).
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RSM metoda je korisna kod ispitivanja efekata nekoliko nezavisnih promenjivih na
odzivnu veli¢inu, kod planiranja eksperimenata, izrade modela i odredivanja optimalnih
vrednosti parametara za opisivanje datog procesa, a njenom primenom se i zna¢ajno smanjuju
troskovi izvodenja velikog broja eksperimenata. Glavni nedostatak ove metode je nemoguénost
dobrog prilagodavanja (,,fitovanja“) svih sistema polinomu drugog reda (Montgomery, 2005; Bas
i Boyaci, 2007).

Izbor adekvatnog eksperimentalnog plana je od velike vaznosti pri primeni RSM metode.
Najcesce se u istrazivanjima koriste slede¢i eksperimentalni planovi: centralni kompozitni plan
(engl. Central Composite Design - CCD), Box-Behnken-ov plan, potpuni faktorijalni plan i dr.
(Montgomery, 2005). Zajednicko im je to da su svi definisani po principu ekvivalentne raspodele
ulaznih promenjivih oko date nezavisne veli€ine, a razlikuju se po izboru eksperimentalnih
tataka 1 broju ponavljanja. Graficki prikaz najcesée koris¢enih ekperimentalnih planova
baziranih na pracenju tri faktora u tri nivoa dat je na slici 2.10. Nakon izbora ekperimentalnog
plana odreduje se jednacina modela i regresioni keficijenti (Bas i Boyaci, 2007).
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Slika 2.10. Eksperimentalni planovi bazirani na pracenju tri faktora u tri nivoa: a) kompletan
faktorijalni plan, b) Box-Behnken dizajn, c) Centralni kompozitni dizajn (CCD).

Box-Behnken i centralni kompozitni dizajn (CCD) su najée$ce koriséeni eksperimentalni
planovi koji mogu da fituju polinomske kvadratne modele. Prednost Box-Behnken dizajna u
odnosu na centralni kompozitni dizajn je u neophodnosti izvodenja manjeg broja eksperimenata
slucaju tri faktora, Box-Behnken dizajn predvida 15 eksperimenata, dok je u slucaju CCD
potrebno izvrsiti 20 ogleda. Box-Behnken eksperimentalni plan zahteva tri nivoa za svaki faktor
(kodirane vrednosti: -1, 0, +1) i tri ponavljanja u centralnoj tacki (Bezerra i sar., 2008).

Zbog prirode regresione analize preko povrSina, u odredenim sluc¢ajevima, moraju se
ukljuciti podaci koji se nalaze izvan eksperimentalnog prostora (kocke) koji formiraju ugaone
tacke potpunog faktorijalnog plana sa tri promenjive (slika 2.10.a). Ove spoljne tacke se zovu
aksijalne tacke ili tacke ,,zvezdaste" strukture (slika 2.10.c). Aksijalne tacke se nalaze na
rastojanju @ od centralne tatke (najéeiée a=vVk, gde je k broj faktora). Za razliku od Box-
Behnken dizajna, broj nivoa kod CCD iznosi pet (kodirane vrednosti: -a, -1, 0, +1, +a), usled
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dodatnog generisanja ekstermnih vrednosti koje se nalaze van zadatog opsega posmatranog
faktora, a ovaj eksperimentalni plan ukljucuje i Sest ponavljanja u centralnoj tacki. Prilikom
primene CCD mora se razmotriti da li novogenerisane ekstremne vrednosti faktora imaju smisla
u konkretnom procesu. Prednost CCD je u tome $to eksperimenti obuhvataju vrednosti faktora u
uglovima kocke (slika 2.10.c). Box-Behnken predstavlja dizajn rotiraju¢eg karaktera, koristi
srednje vrednosti ivica kocke umesto ugaonih tacki (slika 2.10.b) §to rezultira manjim brojem
ogleda u odnosu na CCD. Ugaone tacke predstavljaju regione loseg kvaliteta predvidanja Box-
Behnken dizajna. Nepostojanje eksperimentalnih tacaka u uglovima kocke moze bito korisno
kada se smatra da bi kombinovana dejstva ekstremnih vrednosti faktora trebalo izbegavati
(Bezerra i sar., 2008).

Postoji nekoliko pristupa postupku optimizacije procesa, a jedan od najcesce
upotrebljavanih je takozvani koncept Zzeljene (trazene) funkcije (disarability function concept).
Pomenuti pristup se sastoji od transformisanja individualnih odziva Yn, u individualne Zeljene
(trazene) funkcije dn ¢ije se vrednosti kre¢u od 0 do 1. Vrednost individualne zeljene funkcije
,,0¢“ predstavlja najlosiju vrednost, dok vrednost ,,1° predstavlja najbolju (najpozeljniju) vrednost
posmatranog odziva. S obzirom da nemaju svi odzivi jednak znacaj u optimizaciji, svakom od
njih se dodeljuje prioritet, od kojeg ¢e zavisiti i optimalne vrednosti parametara. Najmanje
znafajnom odzivu dodeljuje se vrednost prioriteta 1, a najznacajnijem 5 (Costa 1 sar., 2011).
Ukupna Zeljena funkcija (D) jednaka je geometrijskoj sredini pojedinacnih Zeljenih funkcija.
Visoke vrednosti D ukazuju na najpozeljnije vrednosti funkcija koje odgovaraju optimalnom
reSenju posmatranog sistema (Joki¢, 2010).

Mnogi istrazivaci su primenili metodu odzivne povrSine za optimizaciju biotehnoloskih
procesa, naroCito za optimizaciju sastava hranljive podloge, utvrdivanje optimalnih vrednosti
procesnih parametara kao $to su pH, temperatura i aeracija. S obzirom da je primenom RSM
moguce posmatrati istovremeno medusobne uticaje viSe nezavisnih parametara na odziv, ova
metoda je narocito korisna za biotehnoloske procese kod kojih su medusobni uticaju parametara
izraZeniji (sinergisticko, antagonisticko dejstvo itd.) (Bas i Boyaci, 2007). Metoda odzivne
povrSine funkcije primenjivana je za utvrdivanje uticaja uslova fermentacije (temperature, pH i
veli¢ine inokuluma) na hemijske karakteristike (sadrzaj etanola, glicerola i isparljivih kiselina)
vina od manga (Kumar i sar., 2009). Torchio i sar. (2011) su primenili centralni kompozitni
eksperimentalni plan za ispitivanje uticaja starenja na hromatske karakteristike i fenolni sastav
crvenih penuSavih vina.
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Doktorska disertacija
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Eksperimentalni deo ove disertacije najve¢im delom realizovan je u laboratorijama
Katedre za biotehnologiju i farmaceutsko inZenjerstvo, Tehnoloskog fakulteta Univerziteta u
Novom Sadu. Deo istrazivanja je uraden u laboratorijama Medicinskog fakulteta u Novom Sadu,
Agronomskog fakulteta u Cacku (Univerzitet u Kragujevcu), kao u laboratoriji Promont
destilerije u Novom Sadu. U sklopu disertacije ispitan je mehanicki i fizicko-hemijski sastav tri
sorte domace Sljive, razli¢itih epoha sazrevanja, u cilju ocene mogucnosti njihove upotrebe kao
sirovina za proizvodnju vo¢nog vina. VrSena je optimizacija uslova alkoholne fermentacije
(temperature, vrednosti pH, trajanja fermentacije i doze enzimskog preparata), u sklopu koje je,
takode, ispitana i upotreba razli¢itih pektolitickih enzima za tretman kljuka, efekat ucestalosti
meSanja kljuka tokom fermentacije i ocenjen uticaj upotrebe razli¢itih sojeva kvasaca, kao
proizvodnih mikroorganizama, na kvalitet vina od $ljive. Karakterizacija proizvedenog vina od
Sljive podrazumevala je odredivanje sadrzaja najvaznijih sastojaka: alkohola, Kiselina,
mineralnih materija, fenolnih i aromati¢nih jedinjenja, kao i ocenu njegovih funkcionalnih
karakteristika (antiradikalske, antimikrobne i antiproliferativne aktivnosti). Takode, ispitan je
efekat dodatka kosStica u kljuk tokom ferementacije i uticaj starenja na kvalitet vina. Na kraju,
Ocenjena je mogucénost smanjenja produkcije metanola u vinu od S§ljive primenom razli¢itih
fizicko-hemijskih tretmana kljuka.

3.1. Sirovine

3.1.1. Sljive

U ovoj doktorskoj disertaciji su, kao sirovina, koriStene tri sorte domace §ljive razlicitih
epoha sazrevanja: Cadanska rana, Cadanska lepotica i Pozegada. One predstvaljaju jedne od
najzastupljenijih i najkvalitetnijih sorti §ljive koje se gaje u Republici Srbiji. Sljive su nabavljene
od lokalnih, registrovanih poljoprivrednih proizvodaca iz Vrdnika (Cacanska lepotica), Calme
(Cacanska rana) i Slankamena (PoZegaca). U pojedinim delovima disertacije upotrebljene su
Sljive sa razli¢itih mikrolokaliteta (I, 11 i Ill). Autenti¢nost pojedina¢nih sorti garantovana je
potvrdama proizvodaca sadnog materijala. Berba Sljiva je obavljena u fazi tehnoloske zrelosti, pa
je tako sorta Cacanska rana brana krajem jula meseca, Cac¢anska lepotica sredinom avgusta, a
Pozegaca u prvoj polovini septembra. Plodovi §ljive su preradivani i koriS¢eni za vinifikaciju
neposredno nakon berbe, u sveZem stanju.

Reprezentativnost uzoraka sljive (sve tri sorte) koji su koristeni za mikrovinifikacije u
razlicitim fazama disertacije obezbedena je homogenizacijom celokupne koli¢ine kljuka
dobijenog nakon mlevenja plodova bez kostica.

U cilju odredivanja karakteristika upotrebljenih plodova §ljive ispitan je njihov mehanicki
sastav i hemijski. Pod mehani¢kim sastavom §ljive podrazumeva se koli¢ina pojedinih sastavnih
delova ploda (pokozice, mesa i kostice), izrazena kao maseni udeo u procentima. Odredivana je
prosecna tezina plodova razlicitih sorti §ljive i izrazavana kao srednja vrednost merenja deset
nasumi¢nih uzoraka. Merenja su izvrSena na elektonskoj tehni¢koj vagi. Period u kome je
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analiziran mehanicki i hemijski sastav plodova S$ljive je tri godine (berbe 2011, 2012 i 2013).
Vrednosti parametara mehani¢kog 1 hemijskog sastava plodova ispitivanih sorti §ljive iskazani su
kao srednje vrednosti rezultata dobijenih tokom tri uzastopne berbe.

3.2. Optimizacija uslova alkoholne fermentacije vina od $ljive

3.2.1. Enzimski tretman kljuka od $ljiva

Razlic¢iti komercijalni pektoliticki enzimi namenjeni primeni u vinskoj industriji koristeni
su za tretman kljuka od $ljiva kako bi se procenio njihov uticaj na parametre procesa proizvodnje
I kvaliteta vina. Iznad svega paznja je bila usmerena ka ispitivanju efekata primene enzima na
prinos vina, efikasnost bistrenja, ekstarkciju fenolnih materija, produkciju etanola i metanola.
Koli¢ine enzima koje su primenjene u eksperimentima bile su u skladu sa upustvima proizvodaca
(tabela 3.1.).

Tabela 3.1. Pektoliticki enzimi koriSteni za tretman kljuka od $ljiva

Oznaka  Enzim Doza Proizvodac
E; Lallzyme EX-V 20/100 kg Lallemand, St. Simon, Francuska
E, Lallzyme Cuvee Blanc 2 g/100 kg Lallemand, St. Simon, Francuska
E; Trenolin Color DF 20/100 kg  Erbsloh, Geisenheim, Nemacka
E, Trenolin Frio DF 2ml/100 kg  Erbsloh, Geisenheim, Nemacka
Es Enartis zym balance 2 0/100 kg Enartis, Novara, Italija

Eksperimenti ¢iji je cilj bio ispitivanje primene razli¢itih pektolitickih enzima u
proizvodnji vina od §ljiva podrazumevali su mikrovinifikacije u koli¢ini od 200 g kljuka po
ogledu. Plodovi §ljive sorte Cadanska lepotica su nakon pranja i uklanjanja kostica podvrgnuti
mlevenju u laboratorijskom blenderu. Dobijeni kljuk je sulfitisan kalijum-metabisulfitom (50 mg
SO,/kg Kljuka) u cilju sprecavanja oksidacije i nezeljene mikrobioloske kontaminacije.
Pojedinacni uzorci kljuka su nakon toga tretirani sa po jednim pektolitickim enzimom cije je
dejstvo ispitivano (tabela 3.1.). Kvasac S. cerevisiae (Spiriferm, Erbsloh, Geisenheim, Germany),
prethodno rehidriran prema uputstvu proizvodaca (20 min na 37 °C), inokuliran je u koli¢ini od
0,25 g/kg. Maceracija je izvrSena na klasi¢an nacin i trajala je pet dana na temperaturi 27 °C.
Tokom maceracije meSanje kljuka je vrSeno dva puta na dan. Po zavrSetku faze maceracije kljuk
je isceden pomocu sterilne gaze, a dobijeno vino je pretoceno u staklene boce. Nakon zavrsetka
faze tihog doviranja i taloZenja grubog taloga, vino je otoceno i analizirano.

Kao kontrolni uzorak koristeno je voéno vino proizvedeno po opisanom postupku, ali bez
primene pektolitickih enzima (K).
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3.2.2. Efekat ucestalosti mesanja kljuka tokom fermentacije

Uticaj meSanja kljuka tj. kvasenja i potapanja Klobuka je ispitan putem dve serije
mikrovinifikacija, sa i bez dodatka pektolitickog enzima. U svakoj od dve serije ogleda meSanje
kljuka je obavljano na tri nacina koje karakteriSe razli¢ita frekventnost. MeSanje te¢ne i Cvrste
faze ostvareno je potapanjem klobuka mehanicki tj. potiskivanjem. Ogledi su postavljeni na
slede¢i nacin:

bez upotrebe pektolitickog enzima
V1 — jedno meSanje nakon 48 h od pocetka fermentacije
V;, — mesanje jedan put na dan
V3 — mesanje dva puta na dan

upotreba pektolitickog enzima
V4 — jedno meSanje nakon 48 h od pocetka fermentacije
Vs — meSanje jedan put na dan
Vs — meSanje dva puta na dan

Mikrovinifikacija je vrSena u koli¢ini od po 200 g kljuka po postavljenom ogledu, a
prema postupku opisanom u poglavlju 3.2.1. Koristeni su plodovi §ljive sorte Cadanska lepotica,
pektoliticki enzim Lallzyme EX-V, u koli¢ini od 2 g/100 kg kljuka i kvasac S. cerevisiae
(Spiriferm, Erbsloh, Geisenheim, Germany) u koli¢ini od 0,25g/kg.

3.2.3. Proizvodni mikroogranizmi i alkoholna fermentacija

Najznacajniji kvasci u procesu proizvodnje vina pripadaju rodu Saccharomyces (pre svih
S. cerevisiae i S. bayanus), ali se poslednjih godina sve veca paznja posveéuje i njihovoj
kombinovanoj primeni sa ne-Saccharomyces kvascima (Hanseniaspora (Kloeckera), Candida,
Metschnikowia, Kluyveromyces, Schizosaccharomyces i Issatchenkia) usled potencijalnog
pozitivnog doprinosa karakteru i kvalitetu vina. Komercijalno dostupni sojevi vinskih kvasaca
znacajno se razlikuju u pogledu svojih karakteristika: (i) tolerantnost prema razlicitim
temperaturama, vrednostima pH, sadrzaju Secera i etanola, (ii) brzina rasta, prinosa i stabilnost,
(iii) sposobnost flokulacije, (iv) produkcija inhibitora i rezistentnost na razli¢ite inhibitorne
faktore, (v) enzimska aktivnost. Upotrebom razli¢itih Saccharomyces i ne-Saccharomyces sojeva
u fermentaciji dobijaju se vina razli¢itog aromatskog profila koji zavisi od sastava 1 sadrzaja
velikog broja isparljivih materija.
U cilju ispitivanja moguc¢nost primene razli¢itih proizvodnih mikroorganizama (kvasaca)
U procesu proizvodnje vina od Sljive, i ocenjivanju njihovog uticaja na karakteristike
fermentacije i aromatski profil proizvedenih vina, primenjeno je pet komercijalno dostupnih
sojeva kvasaca:
e Alchemy I (Anchor Yeast, Johannesburg, Juzana Afrika) — S. cerevisiae
e Spiriferm (Erbsloh, Geisenheim, Nemacka) — S. cerevisiae
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e Spiriferm Arom (Erbsloh, Geisenheim, Nemacka) — S. bayanus

e Oenoferm PinoType (Erbsloh, Geisenheim, Nemacka) — S. cerevisiae

e Oenoferm Freddo (Erbsloh, Geisenheim, Nemacka) — S. bayanus

e Schizosaccharomyces pombe (Zbirka kultura Tehnoloskog fakulteta Univerziteta u
Novom Sadu) + S. cerevisiae (Spiriferm, inokulacija nakon 3 dana).

U eksperimentu su koristeni plodovi §ljive sorte Cacanska lepotica koji su podvrgnuti
mlevenju u laboratorijskom blenderu. Nakon pranja i usitnjavanja $ljiva, dobijeni kljuk je tretiran
kalijum-metabisulfitom (50 mg SO./kg kljuka) i komercijalnim pektolitickim enzimom Lallzyme
EX-V, u koli¢ini od 2 g/100 kg kljuka. Mikrovinifikacija je vrSena u koli¢ini od po 2 kg kljuka
po svakom pojedinacnom ogledu. Rehidratacija (aktivacija) komercijalnih kvasca izvrSena je
prema uputstvu proizvodaca, nakon ¢ega su inokulirani u koli¢ini od 0,25 g/kg. U slucaju
fermentacije sa Schizosaccharomyces pombe za inokulaciju je koriStena koli¢ina pripremljene
suspenzije kvasca koja je obezbedila populaciju od 10° cfu/ml upotrebljene koli¢ine kljuka na
pocetku fermentacije.

Maceracija i cedenje kljuka nakon zavrSetka fermentacije izvrSeni Su prema postupku
opisanom u poglavlju 3.2.1. Nakon zavrsetka faze tihog doviranja i talozenja grubog taloga, vino
je otoceno, razliveno u staklene boce zapremine 0,5 | i zatvoreno krunskim zatvara¢ima. Vina su
¢uvana na temperaturi od oko 10 °C do analize isparljivih materija.

Kao kontrolni uzorak (K) koristeno je vo¢no vino proizvedeno po opisanom postupku, s
tim $to je na poCetku procesa prerade izostavljeno pranje plodova, a alkoholna fermentacija je
izvrSena aktivnoS¢u autohtonih kvasaca prisutnih na pokozici plodova S$ljive (spontana
fermentacija).

3.2.4. Preliminarni skrining uticaja uslova fermentacije na kvalitet vina od §ljive

Za statisticku obradu eksperimentalnih podataka i optimizaciju pracenih procesa
upotrebljeni su softverski paketi STATISTICA 10.0 (StatSoft, SAD) i DESIGN-EXPERT 8.1
(StatEase, probna verzija, SAD). Znacajnost uticaja pojedinacnih faktora i njihovih interakcija,
kao i znaCajnost samih dobijenih modela, utvrdena je analizom varijanse (ANOVA) pomocu
njihovih F-vrednosti (FiSerov F test) i p-vrednosti, pri stepenu znacajnosti 0=0,05. Procenat
ukupnih varijacija koje se mogu objasniti empirijskim modelom (adekvatnost fitovanja i
pogodnost modela) opisan je pomoéu koeficijenta determinacije (R%). Smatra se da je poklapanje
cksperimentalnih podataka sa predlozenim modelom dobro ukoliko R? prelazi vrednost 0,80
(Lazi¢, 2004).

Preliminarno ispitivanje uticaja uslova fermentacije na kvalitet vina od §ljive izvedeno je
primenom metode odzivne povrsine funkcije i centralnog kompozitnog eksperimentalnog plana
(CCD) sa tri nezavisne promenljive, temperatura fermentacije (X1), vreme fermentacije (X) i pH
(X3). Na osnovu primenjenog eksperimentalnog plana za tri nezavisne promenjive u tri nivoa i sa
Sest ponavljanja u centralnoj tacki (no = 6) doslo se do ukupnog broja od dvadeset eksperimenata.
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Vrednosti nivoa ispitivanih faktora alkoholne fermentacije dati su u tabeli 3.2. Parametri
kvaliteta vina koji su praceni tokom fermentacije su sadrzaj etanola, metanola i glicerola.
Povrsine odziva crtane su tako S§to su dva parametra varirana dok je jedan odrzavan na
konstantnoj vrednosti iz centra plana.

Tabela 3.2. Vrednosti nivoa ispitivanih faktora alkoholne fermentacije
Nivoi ispitivanih faktora

. - +
Faktor Simbol (nizaklnivo) (sredn?i nivo) (visoklnivo)
Temperatura (°C) X1 15 20 25
Vreme fermentacije (dan) X, 3 5 7
pH Xa 3,0 3.3 3,6

Dobijene vrednosti pra¢enih parametara fermentacije koris¢ene su za fitovanje modela
predstavljenih polinomom drugog reda, koji ¢e sluziti za raunanje potencijanih vrednosti
ispitivanih parametara kvaliteta vina u zavisnosti od uslova fermentacije (nezavisnih promenjivih
sistema):

Y=bo + b1X1 + b2Xz + b3X3 + b11X% + bsz% + b33X§ + b12X1X2 + b23X2X3 + b13X1X3

gde su:

Y — odzivna funkcija,

X1.3 — procesni parametri,

by — odsedak,

by, boi bz — linearni koeficijenti,

b11, b2 i b33 — kvadratni koeficijenti i

b1o, b23i bi3 — koeficijenti interakcije.

Mikrovinifikacija je vrSena u koli¢ini od po 1 kg kljuka po postavljenom ogledu, a prema
postupku opisanom u poglavlju 3.2.1. Koristeni su plodovi $ljive sorte Ca¢anska lepotica obrani
sredinom avgusta 2012. godine. Kljuk je tretiran pektolitickim enzimom Lallzyme EX-V, u
koli¢ini od 0,02 g/ kg kljuka a kvasac S. cerevisiae (Spiriferm, Erbsloh, Geisenheim, Germany)
je dodat u koli¢ini od 0,25g/kg.

3.2.5. Postupak optimizacije

Na osnovu rezultata preliminarnog skrininga alkoholne fermentacije vina od Sljive
pristupilo se optimizaciji procesa radi utvrdivanja najpogodnijih uslova fermentacije i koli¢ine
upotrebljenih pektolitickih enzima. U eksperimentima su koriStene tri sorte domace S§ljive
razli¢itih epoha sazrevanja: Calanska rana, Cacanska lepotica i PoZzegada. Berba tehnoloski
zrelih plodova obavljena je u periodu avgust-septembar 2013. godine.
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U ovoj fazi istazivanja koriSten je Box-Behnkenov eksperimentalni plan sa tri faktora na
tri nivoa i sa pet ponavljanja u centralnoj tacki (np=5). Eksperimentalni plan je na ovaj nacin
podrazumevao ukupan broj od 17 nezavisnih ogleda (mikrovinifikacija). Nezavisne promenjive u
predlozenom sistemu bile su: temperatura (X3), pH (X2) i doza pektolitickog enzima (X3) (tabela
3.3.). lIzbor nivoa za vrednost pH kljuka u eksperimentalnom planu zavisio je od stvarne
vrednosti pH kljuka primenjenih sorti domace $ljive. Vrednost pH kljuka podesavana je pomoc¢u
rastvora jabuc¢ne, limunske i vinske kiseline (1:1:0.5) i Ca,CO3. Odabrane doze pektolitickog
enzima bile su u opsegu preporu¢enom od strane proizvodaca. Mikrovinifikacija je vrSena u
koli¢ini od po 1 kg Kkljuka po postavljenom ogledu, a prema postupku opisanom u poglavlju
3.2.1. U eksperimentima koriSten je pektoliti¢ki enzim Lallzyme EX-V i kvasac S. cerevisiae
(Spiriferm, Erbsloh, Geisenheim, Germany) u koli¢ini od 0,25g/kg.

Sadrzaj etanola, metanola i glicerola i prinos vina predstavljaju odzive ispitivanog
sistema €ije su vrednosti odredivane po zavrSetku fermentacije. Vrednosti odziva ferementacije
koriStene su za dobijanje modela koji reprezentuju zavisnosti odzivne funkcije od ispitivanih
ulaznih veli¢ina (poglavlje 3.2.4).

Tabela 3.3. Vrednosti nivoa posmatranih ulaznih promenjivih
Nivoi ispitivanih faktora

. -1 0 +1
Faktor Simbol (nizak nivo)  (srednji nivo)  (visok nivo)
Temperatura (°C) X1 16 23 30
pH’ X, 35 4,0 45
Doza enzima (g/100kg) X3 0 1 2

“nivoi vrednosti pH u slucaju sorte PoZegaca bili su: 3,6, 4,1 14,6;

3.3. Efekat dodatka kostica $ljive u kljuk tokom fermentacije vina

Ispitivanje uticaja dodatka razlicitih koli¢ina koStica §ljive u kljuk tokom fermentacije na
neke od pokazatelja kvaliteta 1 prihvatljivosti (sadrzaj etanola, metanola, cijanovodoni¢ne
kiseline i benzaldehida) proizvedenih vina podrazumevalo je seriju mikrovinifikacija (Ko-4,
tabela 3.4.). Kostice su u kljuk dodavane u delimi¢no usitnjenom obliku. Koristeni su plodovi
sorte Cacanska lepotica. Svaka mikrovinifikacija izvedena je sa po 250 g kljuka. Postupak
primarne prerade plodova §ljive opisan je u poglavlju 3.2.1.

Kao parametri fermentacije (temperatura, pH, doza pektolitickog enzima) primenjene su
vrednosti dobijene postupkom optimizacije (poglavlje 3.2.5.). U ogledima su upotrebljivani
pektoliticki enzim Lallzyme EX-V i kvasac S. cerevisiae (Spiriferm, Erbsloh, Geisenheim,
Germany) u koli¢ini od 0,25g/kg kljuka. Maceracija, cedenje kljuka nakon zavrSetka
fermentacije i pretakanje vina izvrseni su prema postupku opisanom u poglavlju 3.2.1.
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Tabela 3.4. Koli¢ina kostica dodavana u kljuk tokom mikrovinifikacija

Mikrovinifikacija Koli¢ina kostica (%)

Ko 0

K1 25
K 50
Ks 100
Ky 200

" koli¢ina dodatih kotica predstvlja udeo ukupne
mase kostica odvojenih kod dobijanja 250 g kljuka

3.4. Smanjenje produkcije metanola u vinu od §ljive

U cilju pronalazenja najefikasnijeg postupka za smanjenje produkcije metanola u vinu od
Sljiva ispitana je upoterba razli¢itih fizicko-hemijskih tretmana tokom primarne prerade voca i
alkoholne fermentacije. Ispitivanja u ovom delu disertacije podrazumevala su mikrovinifikacije u
koli¢ini od po 200 g kljuka po pojedina¢nom ogledu. Za parametre fermentacije (temperatura,
pH, doza pektolitickog enzima) uzete su vrednosti dobijene postupkom optimizacije (poglavlje
3.2.5.). Koristeni su plodovi §ljive sorte Cacanska lepotica, pektoliticki enzim Lallzyme EX-V i
kvasac S. cerevisiae (Spiriferm, Erbsloh, Geisenheim, Germany) u koli¢ini od 0,25g/kg kljuka.
Ispitivani tretmani kljuka prethodili su inokulaciji kvasca i pocetku fermentacije. Kao kontrolni
uzorak (K) koristeno je vino od §ljive koje nije podvrgavano postupcima za smanjenje sadrzaja
metanola.

U skladu sa literaturnim podacima, a u cilju pronalazenja moguceg postupka ili tretmana
za smanjenje produkcije metanola, primenjeni su slede¢i postupci i sredstva: dodatak tanina u
kljuk, dodatak fenolnih kiselina, dodatak D-galakturonske i pektinske kiseline, upotreba
bentonita i1 zeolita, termicki tretman kljuka, kombinovani termicki i ultrazvuéni tretman, kao i
tretman kljuka mikrotalasima.
Primena tanina:

T, — Gran Tanni - B (Essedielle, Ortona, Italija), koli¢ina 10 g/hl

T, — Gran Tanni — B (Essedielle, Ortona, Italija), koli¢ina 20 g/hl

T3 — Tanni White (Essedielle, Ortona, Italija), koli¢ina 10 g/hl

T, — Tanni White (Essedielle, Ortona, Italija), koli¢ina 20 g/hl

Ts — Gran-Tannics (Essedielle, Ortona, Italija), koli¢ina 10 g/hl

Te — Gran-Tannics (Essedielle, Ortona, Italija), koli¢ina 20 g/hl

Eksperimentalnim planom predvidena koli¢ina tanina, rastvorena u manjoj koli¢ini vode,
dodata je u odmerenu koli¢inu kljuka koja je potom homogenizovana meSanjem. Gran Tanni - B
je enolosko sredstvo koje ¢ini smesa tanina ekstrahovanih iz mahune Caesalpina spinosa (Tara),
leguminoze koja potiée iz Juzne Amerike, SiSarke Quercus infectoria iz Turske i drveta domaceg
kestena Castanea sativa, veoma zastupljenog u Evropi. Predstavlja balansiranu kombinaciju
galotanina i elagitanina. Koristi se najviSe za stabilizaciju i bistrenje belih i roze vina, ¢esto u
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kombinaciji sa Zelatinom. Taninska kiselina ¢ini preko 92% ukupnog sastava preparata. Tanni
White poseduje kompleksnu taninsku strukturu, a ekstrahovan je iz drveta mimoze (Acacia
molissima) uzgajanog na specijalnim plantazama u Juznoj Africi. Taninska kiselina ¢ini preko
75% ukupnog sastava ovog enoloskog sredstva. Poseduje znacajan precipitacioni potencijal ka
proteinima vina. Gran-Tannics je enoloski tanin dobijen ekstrakcijom iz drveta Querbacho
(Schinopsis lorenzii) koje raste spontano u Juznoj Americi. Ovaj tanin predstavlja kondenzovani
tip tanina (proantocijanidoli). Preporucuje se u preradi nedovoljno zrelog grozda i grozda
zahvacenog sivom plesni (Botrytis cinerea) jer u odredenoj meri inaktivira tirozinazu grozda i
lakazu sive plesni.

Primena fenolnih kiselina:

F, — Protokatehinska kiselina (Fluka AG, St. Gallen, Svajcarska), koli¢ina 5 mg/kg

F, — Protokatehinska kiselina (Fluka AG, St. Gallen, Svajcarska), koli¢ina 15 mg/kg

Fs — Protokatehinska kiselina (Fluka AG, St. Gallen, Svajcarska), koli¢ina 30 mg/kg

F, — Galna kiselina (Fluka AG, St. Gallen, Svajcarska), koli¢ina 5 mg/kg

Fs — Galna kiselina (Fluka AG, St. Gallen, Svajcarska), koli¢ina 15 mg/kg

Fe — Galna kiselina (Fluka AG, St. Gallen, Svajcarska), koli¢ina 30 mg/kg

Eksperimentalnim planom predvidena koli¢ina fenolne Kiseline, rastvorena u manjoj
koli¢ini vode, dodata je u odmerenu koli¢inu kljuka koja je potom homogenizovana meSanjem.

Primena D-galakturonske i pektinske kiseline:

P1 — D-galakturonska kiselina (Fluka AG, St. Gallen, Svajcarska), koli¢ina 3 g/kg

P, — D-galakturonska kiselina (Fluka AG, St. Gallen, Svajcarska), koli¢ina 7 g/kg

P; — D-galakturonska kiselina (Fluka AG, St. Gallen, Svajcarska), koli¢ina 15 g/kg

P, — Pektinska kiselina (Fluka AG, St. Gallen, Svajcarska), koli¢ina 3 g/kg

Ps — Pektinska kiselina (Fluka AG, St. Gallen, Svajcarska), koli¢ina 7 g/kg

P — Pektinska kiselina (Fluka AG, St. Gallen, Svajcarska), koli¢ina 15 g/kg

Eksperimentalnim planom predvidena koli¢ina kiseline, rastvorena u manjoj koli€ini
vode, dodata je u odmerenu koli¢inu kljuka koja je potom homogenizovana meSanjem.

Primena bentonita i zeolita:
B1 — Bentonit (NaCalit, Erbsloh, Nemacka), koli¢ina 50 g/100kg
B, — Bentonit (NaCalit, Erbsloh, Nemacka), koli¢ina 100 g/100kg
B3 — Bentonit (NaCalit, Erbsloh, Nemacka) , koli¢ina 150 g/100kg
B, — Zeolit (Institut za tehnologiju nuklearnih i drugih mineralnih sirovina, Beograd,
Srbija), koli¢ina 50 g/100kg
Bs — Zeolit (Institut za tehnologiju nuklearnih i drugih mineralnih sirovina, Beograd,
Srbija), koli¢ina 100 g/100kg
Bs — Zeolit (Institut za tehnologiju nuklearnih i drugih mineralnih sirovina, Beograd,
Srbija), kolicina 150 g/100kg
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U eksperimentima su koriStene 5% suspenzije bentonita i zeolita pripremljene po
standardnom enoloSkom postupku (Jazi¢ i Ruzi¢, 1982).

Termicki tretman kljuka:
U ovom delu ogleda ispitan je uticaj temperature i trajanja termickog tretmana na produkciju
metanola tokom fermentacije vina od §ljive.

H; — termicki tretman kljuka na temperaturi 50 °C tokom 20 min

H, — termicki tretman kljuka na temperaturi 50 °C tokom 40 min

H3 — termicki tretman kljuka na temperaturi 60 °C tokom 10 min

H,4 — termicki tretman kljuka na temperaturi 60 °C tokom 20 min

Hs — termicki tretman kljuka na temperaturi 70 °C tokom 5 min

He — termicki tretman kljuka na temperaturi 70 °C tokom 10 min

H7 — termicki tretman kljuka na temperaturi 80 °C tokom 3 min

Hg — termicki tretman kljuka na temperaturi 80 °C tokom 6 min

Termicki tretman uzoraka kljuka izveden je u vodenom kupatilu, a neposredno nakon
isteka planom predvidenog vremena uzorci su hladeni u ledenom kupatilu na sobnu temperaturu
I potom inokulisani kvascem S. cerevisiae.

Kombinovani efekat toplote i ultrazvuka:

U; — tretman ultrazvuc¢nim talasima na temperaturi 25 °C tokom 15 min

U, — tretman ultrazvu¢nim talasima na temperaturi 40 °C tokom 5 min

Us — tretman ultrazvuénim talasima na temperaturi 40 °C tokom 15 min

U, — tretman ultrazvucnim talasima na temperaturi 50 °C tokom 5 min

Us — tretman ultrazvuénim talasima na temperaturi 50 °C tokom 15 min

Ug — tretman ultrazvucnim talasima na temperaturi 60 °C tokom 5 min

Uy — tretman ultrazvu¢nim talasima na temperaturi 60 °C tokom 15 min

Ug — tretman ultrazvucnim talasima na temperaturi 70 °C tokom 5 min

U eksperimentima je kori$teno ultrazvuc¢no kupatilo (EUP540A, Euinstruments, France)
pri frekvenciji od 20 kHz i amplitudi od 65 pm. Uzorci su tokom tretmana bili smeSteni u
staklene CaSe od 250 ml. Nakon tretmana uzorci su hladeni u ledenom kupatilu.

Primena mikrotalasa:
M; — mikrotalasno zracenje do temperature 45 °C tokom 3 min
M3 — mikrotalasno zracenje do temperature 60 °C tokom 4 min
M3 — mikrotalasno zrac¢enje do temperature 65 °C tokom 2 min
M, — mikrotalasno zracenje do temperature 70 °C tokom 1 min
Ms — mikrotalasno zrac¢enje do temperature 70 °C tokom 3 min
Mg — mikrotalasno zrac¢enje do temperature 85 °C tokom 1 min
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U eksperimentima je koriStena laboratorijska mikrotalasna pe¢nica (FOX M720) izlazne
snage od 700 W i frekvencije talasa 2450 MHz. Uzorci su tokom tretmana bili smeSteni u
staklene case od 250 ml. Temperature prikazane u planu ogleda izmerene su nakon isteka
zadatog vremena (1-4 min) izlaganja uzoraka kljuka S§ljive odredenim rezimima rada
mikrotalasne pecnice zasnovanim na emitovanju razliCite energije mikrotalasnog zracenja.
Nakon tretmana uzorci su hladeni u ledenom kupatilu.

Inaktivacija PME sljive

S obzirom da optimizovani postupak alkoholne fermentacije podrazumeva dodatak
komercijalnog pektolitickog enzima, postavljena je i dodatna serija ogleda u kojoj je ispitano
dejstvo opisanih postupaka za smanjenje produkcije metanola u vinu na aktivnost PME prirodno
prisutne u Sljivi. Dodatak pektolitickog enzima u kljuk je, iz tog razloga, u ovom slucaju
izostavljen. Kao kontrolni uzorak (K) koriSteno je vino od S§ljive koje nije podvrgavano
postupcima za smanjenje produkcije metanola, proizvedeno bez dodatka pektolitickog enzima.
Ostale varijante ogleda podrazumevale su obradu kljuka primenom enoloskih sredstava i fizickih
tretmana prema sledecoj Semi:

L; — Gran-Tannics, koli¢ina 10 g/hl

L, — Gran-Tannics, koli¢ina 20 g/hl

L3 — Gran Tanni - B, koli¢ina 20 g/hl
L, — Bentonit, koli¢ina 100 g/100kg

Ls — Zeolit, koli¢ina 100 g/100kg

Le — Ultrazvuk, 25 °C tokom 15 min
L; — Ultrazvuk, 60 °C tokom 5 min

Ls — Ultrazvuk, 60 °C tokom 15 min
Lo — Mikrotalasi, 60 °C tokom 4 min
Lo — Mikrotalasi, 70 °C tokom 1 min
L1; — Temperatura, 60 °C tokom 10 min
L1> — Temperatura, 80 °C tokom 3 min

3.5. Analiti¢ki postupci

Sadriaj vode, suve materije i pepela u uzorcima sljive

Voda je najzastupljenjiji sastojak svakog voca, pa tako i §ljive. Sadrzaj vode u plodu (ili
odmerenoj masi) §ljive odreden je klasicnom gravimetrijskom metodom tj. susenjem uzoraka u
elektricnoj susnici sa automatskom regulacijom temperature 1 cirkulacijom vazduha, na
temperaturi od 105 °C, do konstantne mase. Maseni udeo vode i suve materije izrazen je preko
slede¢ih jednacina:
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a-b

maseni udeo vode (%) = « 100

sadrzaj suve materije (%) = 100 — sadrzaj vode (%)

a — masa posude sa uzorkom pre suSenja (g)
b — masa posude sa uzorkom posle susenja (g)
¢ — masa odmerene koli¢ine uzorka (g)

Pepeo Cine mineralne materije koje ostaju posle isparavanja vode i sagorevanja suve
materije u uzorku. Sagorevanje uzorka ploda §ljive poznate mase, odmerenog u platinsku Solju,
vr$i se u peci za zarenje, na 500-550 °C, do potpunog sagorevanja ugljenika (Jazi¢ i Ruzi¢,
1982; OlV, 2013).

Odredivanje sadrZaja Secera u soku od Sljive

Sadrzaj Secera u soku odreden je pomocu ru¢nog refraktometra (Jacobson, 2006). Ruc¢ni
refraktometar je opticki instrument ¢iji se rad zasniva na merenju veli¢ine ugla pod kojim se
svetlost prelama pri prolasku kroz sloj te¢nosti. Ugao prelamanja svetlosti zavisi od gustine soka,
odn. koli¢ine Secera. U vidnom polju se nalazi skala po Oechle-u na kojoj se sadrzaj Secera
ocitava izrazen u Oechle-ovim stepenima (°Oe). Radi lakSeg pracenja, oCitane vrednosti sadrzaja
Secera preraCunate su u procente (% m/v), po obrascu:

% Secera (m/v) = 0,266 * °Oe — 4

SadrZaj pektinskih materija u §ljivi

Koli¢ina pektinskih materija u §ljivi odredena je kolorimetrijski kao ukupni pektin, s
obzirom da proizvodi termiCke razgradnje galakturonske kiseline sa 3-fenilfenolom (meta-
hidroksidifenil), u prisustvu koncentrovane sumporne kiseline, grade karakteristiCan bojeni
kompleks (List 1 sar., 1985). Dobijene vrednosti izrazene su u gramima galakturonske kiseline po
kilogramu svezeg ploda sljive bez kostice.

Spektrofotmetrijska merenja vrSena su na UV/VIS spektrofotometru T80+ (PG
Instruments, Hinckley, England).

Priprema uzorka

Uzorci su pripremljeni po postupku koji je opisao Jovi¢ (1991). Odmereno je 3-15 g
samlevenog uzorka voca u kivetu za centrifugiranje zapremine 50 ml i dodato 30-40 ml 96%-
tnog etanola zagrejanog na 75 °C. Kiveta je temperirana u vodenom kupatilu na temperaturi od
85 °C, uz povremeno meSanje sadrzaja staklenim Stapi¢em. Kiveta je potom centrifugirana 10
min na 4000 o/min, alkohol pazljivo dekantiran, a ostatak dva puta ispran sa 63%-tnim etanolom
uz zagrevanje na vodenom kupatilu (85 °C) i centrifugiranje. Ostatak nakon drugog ispiranja,
centrifugiranja i dekantiranja sluzio je za odredivanje ukupnih pektinskih materija. Istalozeni
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ostatak kvantitativno je prenet sa destilovanom vodom u normalni sud od 100 ml, dodato je 5 ml
1M NaOH, te je sud dopunjen destilovanom vodom do marke, promuckan i ostavljen da stoji
najmanje 15 min. Nakon filtriranja, dobijeni filtrat je koristen za kolorimetrijsko odredivanje
ukupnih pektinskih materija.

Postupak odredivanja

Postupak odredivanja podrazumeva neznatno modifikovanu metodu opisanu u radu
autora List i sar. (1985). Za konstruisanje kalibracione krive koristeni su rastvori galakturonske
kiseline koncentracija 20, 40, 60, 80 i 100 mg/l. Za svaki uzorak ili standardni rastvor koriStene
su po tri epruvete (dve za uzorak (dva ponavljanja) i jedna za slepu probu). Odpipetirano je po 1
ml uzorka ili standardnog rastvora u svaku od tri epruvete koje se nalaze u ledenom kupatilu,
nakon toga u epruvete je dodato 6 ml rastvora natrijum-tetraborata u sumpornoj kiselini
(0,0125M rastvor), rastvor je homogenizovan i potom zagrevan 6 min na klju¢alom vodenom
kupatilu. Nakon hladenja u ledenom kupatilu, dodato je 100 pl rastvora 3-fenilfenola (0,15%
rastvor u 0,5% NaOH) u dve epruvete i dobro promesano kako bi se formirao obojeni kompleks.
U treCu epruvetu, koja predstavlja slepu probu, umesto 3-fenilfenola dodato je 100 ul 0,5%
rastvora NaOH. Nakon 15-20 min trajanja reakcije na sobnoj temperaturi, izmerena je
apsorbancija na 520 nm. Finalna apsorbancija usled dodatka 3-fenilfenola dobija se
oduzimanjem ocitane apsorbancije za slepu probu od apsorbancije uzorka. Sadrzaj pektinskih
materija je potom dobijen interpolacijom dobijenih apsorbanicija na kalibracionu krivu.

Odredivanje stepena esterifikacije pektina sljive

Stepen esterifikacije odnosno metoksilacije pektina (SE) u ispitivanim uzorcima sorti
domace Sljive odreden je prema metodi opisanoj u radu autora Hou i sar. (2008). Za
izraCunavanje stepena esterifikacije koristena je sledeca jednacina:
Me31e100
Pe32e16,32
gde je M — sadrZaj metanola, P — sadrZaj pektina.

SE (%) =

Vrednost pH
Vrednost pH uzoraka soka i vina od §ljive odredena je elektronskim multiparametarskim
analizatorom Consort C860 (Consort, Belgija), uz dvostruku kalibraciju na pH 4 i pH 7.

SadrZaj ukupnih kiselina u kljuku i vinu od §ljive

Sadrzaj ukupnih kiselina odreden je volumetrijski, potenciometrijskom titracijom sa
rastvorom natrijum-hidroksida (0,1 M) (OIV, 2013). Sadrzaj ukupnih kiselina izrazen je u g/l,
kao jabucna kiselina.
IzraCunavanje:
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Sadrzaj ukupnih kiselina u $iri ( g/1), preraunat na jabu¢nu kiselinu, po obrascu:
ukupne Kiseline (g/1) =V (NaOH) « F (NaOH) « 0,66
gde je:
-V (NaOH) - utrosak rastvora natrijum-hidroksida za titraciju, izrazen u ml,
- F (NaOH) - faktor molariteta rastvora natrijum-hidroksida,
- 0,66 - faktor koji se izvodi iz mase jabucne kiseline koja reaguje sa 1 ml koris¢enog rastvora
natrijum-hidroksida i zapremine Sire ili vina koja se titriSe. Sa 1 ml rastvora natrijum-hidroksida,
koncentracije 0,1 M, reaguje 0,0066 g jabucne kiseline.

Sadrzaj glicerola, jabucne i limunske kiseline

U uzorcima soka 1 vina od §ljive sadrzaj glicerola, jabu¢ne i limunske kiseline odreden je
enzimskim metodama (OIV, 2013) uz upotrebu komercijalnih enzimskih testova (Megazyme,
CO, Wicklow, Republika Irska).

Sadriaj slobodnog i ukupnog ukupnog sumpor-dioksida

Sadrzaj slobodnog i ukupnog sumpor-dioksida odreden je jodometrijskom titracijom
(OlV, 2013). Prvo je jodometrijskom titracijom odreden slobodni sumpor-dioksid. Nakon
dvostruke alkalne hidrolize, jodometrijski je odreden vezani sumpor-dioksid. Posto jod oksidiSe i
druge materije iz vina, u istom uzorku vina potrebno je izvrSiti korektivnu titraciju kako bi se
utvrdila koli¢ina joda koja se utro$i za njihovu oksidaciju. Slobodni sumpor-dioksid se veze u
potpunosti etanalom, a zatim je izvrSena titracija jodom.

Odpredivanje boje vina

Boja vina sastavljena je od tri komponente: zute (A=420 nm), crvene (A=520 nm) i plave
(A=620 nm). Spektrofotometrijskim merenjem apsorbancija na ove tri talasne duZzine izraunato
je Sest parametara: intenzitet boje, nijansa boje, udeo zute, crvene i plave boje u intenzitetu boje,
kao i oblik spektra (Glories, 1984).
Izracunavanje:
Intenzitet boje predstavlja ukupnu boju vina prikazanu kao suma apsorbancija:

IB = Aso + Asyo + As2o
Nijansa boje izracunava se kao odnos apsorbancija:
NB = Ag / Asyo

Uces¢e pojedinih boja u intenzitetu:

Zuta boja: A0 (%) = (Ag20/ IB) * 100
crvena boja: Asoo (%) = (Asyo / IB) » 100
plava boja: As20 (%) = (As20/ IB) * 100

Oblik spektra (sjajnost boje) definisan je (dA %) vrednoséu, koja se izracunava po sledecem
obrascu:
dA (%) = [l - (A420+ As20 )/2 o A520] « 100
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Karakteristike boje vina koje poticu od reakcija kopigmentacije odredene su na osnovu
spektrofotometrijskih metoda opisanih u radu autora Boulton i sar. (1999) i mogu se izraziti
preko sledecih parametara:

- Frakcija boje usled kopigmentacije tj. frakcija boja za koju su odgovorni

kopigmentisani antocijani (%CA):
%CA (%) = (A* — AZ%) / A*« 100

- Frakcija boje koju ¢ine slobodni antocijani (%FA):

%FA (%) = (A% — AS%2) [ A* e 100
- Hemijska starost vina izrazena kao udeo polimernih pigmenata u ukupnim
pigmentima (%HS):
%HS (%) = (A2 / AFCh « 100
Oznake A% ASCz AHC i A% predstavljaju apsorbancije uzoraka vina prethodno podvrgnutih
razli¢itim tretmanima (Boulton i sar., 1999).

SadrZaj ukupnih fenolnih jedinjenja

Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja odreden je spektrofotometrijski, po metodi Folin-
Ciocalteu (Singleton i sar., 1999). Metoda se zasniva na oksidaciji fenolnih jedinjenja pomocu
reagensa odn. rastvora Folin-Ciocalteu. Rastvor Folin-Ciocalteu sadrzi smesu fosfovolframove
(H3PW1,040) i fosfomolibdenske kiseline (H3PMo01,040). Ovaj reagens oksidise fenolna
jedinjenja, a sam se redukuje u smeSu volfram-oksida (WgO3) i molbden-oksida (MogO,3).
Rastvor postaje intenzivno plave boje €iji intenzitet je srazmeran koli¢ini fenolnih jedinjenja.
Plava boja oksida je stabilna. Intenzitet boje se meri spektrofotometrijski, na talasnoj duzini: A =
750 nm. Rastvori hlorogenske kiseline poznatih koncentracija (0,1, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 i 1,0 mg/ml)
su po istom postupku koristeni za dobijanje kalibracione krive. Oc¢itane vrednosti apsorbancija
interpolirane su na kalibracionu krivu. Rezultati su izrazeni u g/l, kao ekvivalenti hlorogenske
kiseline.

Sadriaj flavan-3-ola

Sadrzaj ukupnih flavan-3-ola u vinima odreden je spektrofotometrijski prema vanilinskoj
metodi opisanoj od strane Revilla i sar. (1991), koris¢enjem (+)-katehina kao standarda. Uzorci
vina su prethodno razblazivani u odnosu 1:5. Kalibraciona kriva konstruisana je ocitavanjem
apsorbancije rastvora (+)-katehina sledec¢ih koncentracija 0,05 g/1, 0,1 g/1, 0,15 g/1, 0,2 g/11 0,4
g/l. Interpolacijom dobijenih vrednosti apsorbancija za svaki uzorak vina na kalibracionu krivu,
ocitavan je sadrzaj flavan-3-ola, a rezultati su iskazivani u g (+)-katehina / | vina.

SadrZaj ukupnih antocijana

Sadrzaj ukupnih antocijana odredivan je spektrofotometrijskom metodom dekoloracije
kalijum metabisulfitom (Ribereau-Gayon i Stonestreet, 1965). Metoda se zasniva na svojstvu
antocijana da pri pH 1,0 povecavaju apsorbanciju na talasnoj duzini A = 520 nm, a da se
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obezbojavaju dodatkom sumpor-dioksida. Boja koja ostaje nakon dodatka sumpor-dioksida
potice od polimernih pigmenata.
Izracunavanje:
Sadrzaj antocijana se izracunava po slede¢em obrascu:

Ukupni antocijani (mg/l) = 875 « (A1 - Ap)
Apsorbancija A; odnosi se na smesu kojoj je dodavana destilovana voda, a A, je apsorbancija
smese kojoj je dodavan kalijum-metabisulfit.

Sadriaj monomernih antocijana

Sadrzaj monomernih antocijana u uzorcima soka i1 vina od S$ljiva odredivan je pH
diferencijalnom metodom (Fuleki i Francis, 1968), koja se zasniva na osobini monomera
antocijana da su pri pH 1,0 u obliku oksonijum jona (crveno obojeni), dok su pri pH 4,5
antocijani u poluketalnom obliku (bezbojni). Koncentracija nedegradiranih-monomernih
antocijana (Cmon) U Uzorcima izracunava se kao ekvivalent cijanidin-3-glukozida prema formuli:

Aon MF 1000
el

Cmon -

gde je Anon apsorbancija razblazenog uzorka soka ili vina od §ljiva, koja se izraCunava prema
formuli:
Amon = (As20 — A700)pH: — (As20 — A700)pHes
M = 449,2 g/mol (molekulska masa cijanidin-3-glukozida)
F = faktor razblaZenja
€ =26900 I/mol cm (molarni koeficijent apsorpcije cijanidin-3-glukozida)
I =1 cm (debljina kivete)

SadrZaj metanola

Sadrzaj metanola odredivan je uobiajenom metodom (OIV, 2013) baziranoj na
oksidaciji metanola do formaldehida (metanala) sa kalijum-permanganatom zakiseljenim
fosfornom kiselinom. Koli¢ina formaldehida se odreduje kolorimetrijski, merenjem intenziteta
boje ljubicastog kompleksa (na 575 nm) nastalog reakcijom formaldehida sa rastvorom
hromotropne kiseline. Metoda predvida destilaciju uzorka vina i svodenje sadrzaja alkohola u
dobijenom destilatu na 5% vol. etanola. Sadrzaj metanola dobija se interpolacijom ocitane
apsorbancije na kalibracionu krivu pripremljenu pomocu rastvora metanola sledecih
koncentracija: 25, 50, 100, 150, 200 i 250 mg/I.

SadrZaj cijanovodonicne kiseline i benzaldehida

Za odredivanje sadrzaja cijanovodoni¢ne kiseline i benzaldehida u uzorcima vina od
Sljive primenjene su kolorimetrijske metode definisane u Pravilniku o metodama uzimanja
uzoraka 1 vrSenja fizickih i1 hemijskih analiza alkoholnih pi¢a (S1. list SFRJ, 70/1987).
Primenjene metode podrazumevaju destilaciju uzoraka vina i odredivanje cijanovodoni¢ne
kiseline i benzaldehida u dobijenim destilatima.
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Identifikacija i kvantifikacija mineralnih materija

Sastav i sadrzaj mineralnih matrija (mikro i makro elemenata) u uzorcima vina od §ljive
odredivan je referentnim metodama baziranim na primeni atomske apsorpcione
spektrofotometrije (OIV, 2013), na instrumentu VARIAN (SAD), model SpectrAA-10. Sadrzaj
mikro 1 makro elemenata izrazen je u mg/l vina.

Identifikacija i kvantifikacija fenolnih jedinjenja

Standardni rastvori i kalibracije

Resveratrol i piceid: serijom razredenja standardnog rastvora pripremljenog u metanolu,
dobijeni su kalibracioni rastvori koncentracija 0,25-10 mg/l (koeficijent linearne korelacije r=
0,9999).

Antocijanini: standardni rastvori antocijana pripremljeni su u metanolu zakiseljenim sa HCI do
1%. Standardi za kalibraciju pripremljeni su mesanjem svih pojedina¢nih komponenti,
razredenih mobilnom fazom do koncentracija 1-100mg/l ( r vrednosti za sve antocijana iznosile
su preko 0,998).

Fenolne Kkiseline i flavonoidi: standardni rastvori pojedinac¢nih jedinjenja dobijeni su
rastvaranjem u dimetil-sulfoksidu (DMSQO). Standardi za kalibraciju pripremljeni su mesanjem
svih pojedina¢nih komponenti, razredenih 0,1% rstvorom siréetne kiseline do koncentracija 0,5-
25mg/l ( r>0,998 za sve fenole).

HPLC analiza

Svi uzorci su profiltrirani kroz najlonski filter (0,45 um, Sartorius, SAD) neposredno pre
HPLC analize pod opisanim uslovima. HPLC analize su izvedene koris¢enjem Agilent 1100
teCnog hromatografa (SAD), opremljenog sa kvaternarnom gradijent pumpom, autosemplerom
sa sistemom ubrizgavanja (10-200 ul), greja¢om kolone, UV-VIS i florescentnim detektorima,
prema slede¢im uslovima:
Resveratrol i piceid: odredivanje je izvedeno injektovanjem 10ul filtriranog vina u reversno-
faznu kolonu Zorbak SB-C18 (4,6mmx150mm, Sum; Agilent, SAD) na 25 °C. Eluiranje je
sprovedeno sa protokom mobilne faze (50 mM mravlja kiselina i metanol) od 0,5ml/min. Radno
vreme je iznosilo 50 minuta. Koristena je florescentna detekcija (Aex 330nm, Aem 374nm).
Antocijanini: hromatografsko razdvajanje pet glavnih antocijana u uzorku vina zapremine 25 pl
postignuto je primenom reverzno-fazne kolone Poroshell 120 EC-C18 (4,6x100mm, 2,7um;
Agilent, SAD) na 40 °C, gradijentnim eluiranjem smesSom voda/mravlja kiselina/acetonitril (A —
87:10:3, B - 40:10:50; protok 0,8 ml/min; radno vreme 50 minuta ). Detekcija je izvrSena
pomocu UV-VIS detektora na 518nm (OIV, 2013).
Fenolne kiseline i flavonoidi: analiza je vrSena na reverzno-faznoj koloni Poroshell 120 EC-C18
(4,6x100mm, 2,7um; Agilent, SAD). Tokom analize, temperatura je odrzavana konstantnom (25
°C), a injekciona zapremina vina je iznosila 5 pl. Gradijentno eluiranje je izvrSeno 0,1%
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sir¢etnom kiselinom (A — u vodi, B — u acetonitrilu; protok 1ml/min; radno vreme 34 minuta).
Detekcija (UV-VIS) je izvrSena na slede¢im talasnim duzinama (nm): 225 (vanilinska i benzoeva
kiselina), 280 (galna, 4-hidroksi-benzoeva, siringinska i trans-cimetna Kkiselina, katehin
hesperetin, naringenin), 305 (p-kumarna kiselina), 330 (hlorogenska i kafena kiselina), 360
(rutin, kvercetin, kemferol).

Kvantifikacija jedinjenja od interesa je izvedena koriS¢enjem kalibracione krive dobijene
injektovanjem rastvora za kalibraciju.

Identifikacija i kvantifikacija aromati¢nih jedinjenja

Sadrzaj 1 sastav isparljivih sastojaka odgovornih za aromu vina odredivan je primenom
gasne hromatografije. U analizama je koriSten gasni hromatograf Agilent 7890A (Agilent
Technologies, Santa Clara, SAD) sa plameno-jonizuju¢im detektorom (FID) i injektorom sa
razdeljivac¢em (split/splitless).

Prilikom odredivanja metanola, etanola i viSih alkohola za razdvajanje komponenti
koristena je kapilarna kolona HP-INNOWax (polietilen-glikol; 30 m x 250 pum, sa debljinom
filma 0,25 um). Uzorci zapremine 1 pl direktno su injektovani u kolonu. Temperatura detektora
je iznosila 280 °C, a injektora 220 °C. Temperaturni program grejaca gasnog hromatografa je bio
podesen na: 35 °C (5 min) do 280 °C (2 min), sa gradijentom promene temperature od 5 °C/min.
Kao gas-nosa¢ koristen je helijum (protok 150 ml/min), dok je protok vodonika iznosio 30
ml/min, a vazduha 400 ml/min.

Odredivanje ostalih aromatskih jedinjenja (estara, terpena itd.) u vinima zahtevalo je
pripremu uzorka koja je obuhvatila Sokslet ekstarkciju (te¢no-te¢no) tokom 2 h, prema sledecoj
proceduri: u Sokslet ekstraktor unese se 50 ml vina, 50 ml destilovane vode, 10 ml metilen-
hlorida (rastvaraca) i 200 pl metil-undekanoata (interni standard koncentracije 1mg/ml), dok se u
balon za destilaciju koji se povezuje za ekstraktor unese 40 ml metilen-hlorida; nakon 2h
esktrakcije, dobijeni ekstrakt je uparen do zapremine od 1 ml pomo¢u vakuum uparivaca na
temperaturi 20 °C. Razdvajanje aromati¢nih komponenti je izvr§eno upotrebom kapilarne kolone
Agilent 19091J-215 HP-5 (5% fenil-metil-siloksan, 50 m x 320 um, sa debljinom filma 1,05
um). Temperatura detektora je iznosila 300 °C, a injektora 250 °C. Temperatura je povecavana
od 50 °C do 300 °C brzinom od 2 °C/min. Kao gas-nosa¢ je koristen helijum sa protokom 45
ml/min, dok je protok vodonika iznosio 30 ml/min, a vazduha 400 ml/min.

3.6. Senzorna ocena vina

Uzorci proizvedenih vina od sljiva podvrgnuti su senzornoj oceni u skladu sa metodom
Buxbaum-a (Amerine i Roessler, 1983) pri kojoj vino moze dobiti maksimalno 20 poena. Tim
sastavljen od pet iskusnih ocenjivaca vrednovao je slede¢e parametre: boja (maksimalno 2
poena), bistrina (maksimalno 2 poena), miris (maksimalno 6 poena) i ukus (maksimalno 12
poena).
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3.7. Funkcionalne karakteristike vina od Sljive

3.7.1 Antiradikalska aktivnost

Antiradikalska aktivnost proizvedenih vina od S$ljive ispitivana je spektrofotometrijski
pomo¢u DPPH metode (Espin i sar., 2000). Ova metoda je zasnovana na odredivanju
sposobnosti neutralizacije DPPH" (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) radikala, pra¢enjem promene boje
ljubicasto obojenog rastvora stabilnog DPPH’ radikala u redukovanu, Zuto obojenu formu,
DPPH-H.

Svi uzorci vina su profiltrirani kroz najlonski filter (0,45 um) i potom kori$c¢eni u daljem
radu. U epruveti je odredena koli¢ina vina pomesana sa 95% metanolom do razli¢itih finalnih
koncentracija vina (0,05; 0,1; 0,2; 0,4; i 0,8 ml/ml), i do ukupne zapremine od 3 ml. Ovako
dobijenim uzorcima je dodato 1 ml sveze pripremljenog radnog rastvora DPPH’ radikala u 96%
etanolu (90 uM). Kontrola je pripremljena dodatkom 1 ml radnog rastvora DPPH’ radikala u 3
ml 95% metanola. Nakon 1h na tamnom mestu i na sobnoj temperaturi, ocitavane su absorbance
na spektrofotometru (Jenway 6405 UV/Vis, Essex, UK) na talasnoj duzini od 515 nm, uz 95%
metanol kao referentni rastvor. Sve probe su radene u tri ponavljanja.

Antiradikalska aktivnost vina na DPPH" izraZena je preko kapaciteta hvatanja slobodnih
radikala, RSC (engl. Radical Scavenging Capacity), i odredena je na osnovu jednacine:

RSC (%) = 100 - (Auz * 100 / Aont) (%)
gde su:
A, - apsorbanca uzorka i
Axont - apsorbanca kontrole.

Konstruisana je kriva zavisnosti izmedu RSC (%) i zapreminske koncentracije uzoraka
vina u cilju odredivanja vrednosti ICso (ml/ml). ICsy vrednost definisana je kao zapreminska
koncentracija vina pri kojoj je neutralisano 50% DPPH" radikala u uslovima koje definise
metoda, a dobijena je racunski iz jednacine linearne regresije.

3.7.2. Antimikrobna aktivnost

Priprema uzoraka. Za ispitivanje antimikrobne aktivnosti koris¢eni su sledeé¢i uzorci:
uzorci vina od $ljive (Ui, U,, Us), uzorci iz kojih je vakuum uparavanjem (30 °C, 40 min)
uklonjen alkohol i SO, (A1, Az, As), uzorci iz kojih je pomocu pilivinilpolipirolidona (PVPP)
uklonjen najveci deo fenolnih jedinjenja (FBj, FBy, FB3). Kao kontrolni uzorci koris¢eni su 8%
rastvor etanola (Ke), rastvor jabucne i sircetne kiseline podesen na pH 3,6 (Kyu), rastvor
vinobrana (koncentracija SO, 20 mg/l) (Kso,), kao i fosfatni pufer (pH 7,0) koji je koristen za
pripremu uzorka Kpy. Pod oznakama 1,2 i 3 podrazumevaju se redom uzorci vina koji poticu od
sorti Caganska lepotica, Pozegaca i Cadanska rana.
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Svi uzorci su profiltrirani kroz membranske filtre prec¢nika pora 0,2 um (Chromafil® CA-
20/25S).

Priprema test organizama. Za ispitivanje antimikrobne aktivnosti uzoraka vina
upotrebljeni su referentni sojevi Gram-negativnih bakterija: Salmonella typhimurium (ATCC
14028), Escherichia coli (ATCC 10536), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) (Gram-
negativne bakterije), i referentni sojevi Gram-pozitivnih bakterija: Staphylococcus aureus
(ATCC 11632), Bacillus cereus (ATCC 10876), Listeria monocytogenes (ATCC 13932), kao i
referentni sojevi kvasaca: Saccharomyces cerevisiae (112, Hefebank Weihenstephan) i Candida
albicans (ATCC 10231).

Kulture se cuvaju u kolekciji kultura Laboratorije za mikrobiologiju Tehnoloskog
fakulteta u Novom Sadu, u kontejneru sa te¢nim azotom (Chart BioMedical Division) na -96°C u
Tripton Soja bujonu (Himedia, Mumbai, India) kome je dodat glicerol do koncentracije 20%
(v/v). Priprema test sojeva za ispitivanja podrazumevala je dvostruko pasaziranje presejavanjem
kultura na kosi Miler Hinton agar (MHA) za bakterije (Difco, Laboratories, Detroit, Michigan,
USA), odnosno Sabouraud Maltose (SMA) agar za kvasce (Himedia, Mumbai, India) uz
inkubiranje 24 h na 37 °C za bakterije, odnosno 30 °C za Bacillus sp. i za kvasce. Od fizioloski
aktivnih kultura pripremljena je osnovna suspenzija prenoSenjem biomase sa kosog agara u
epruvetu sa sterilnim fizioloskim rastvorom. Od oshovnih suspenzija pripremljena je serija
razredenja tako da je u poslednjoj epruveti serije broj ¢elija bio reda veli¢ine 10° cfu/ml, §to je
procenjeno aparatom Densichek (bioMérieux, Durham, USA).

Postupak odredivanja antimikrobne aktivnosti vina od S$ljive. U eksperimentima je
koristena agar difuziona metoda sa ,,bunar¢i¢ima“. Po 2 ml suspenzija test mikroorganizama
homogenizovano je sa 18 ml otopljene i na 45 °C ohladene podloge (MHA i SMA), a potom
razliveno u Petri ploce. Nakon zeliranja podloge i isuSivanja vlage (oko 2h na sobnoj
temperaturi), u podlogama su izbuSeni bunarci¢i pre¢nika 9 mm, pomocu sterilne staklene
cevcice 1 vakuum pumpe. U njih je mikropipetom uneto po 100 pl pripremljenih uzoraka. Petri
ploce su inkubirane na odgovarajucoj temperaturi (30 °C za Bacillus sp. i kvasce, za sve ostale
bakterije 37 °C). Prvo ocitavanje zona inhibicije obavljeno je nakon 24h, a konacni rezultati su
ocitani nakon 48h.

StatistiCka analiza. Ogledi su uradeni u tri ponavljanja, a rezultati su izraZeni kao
srednja vrednost pre¢nika zone inhibicije rasta (u mm) sa standardnom devijacijom.

3.7.3. Antiproliferativna aktivnost

Uticaj vina od sorti domace Sljive na rast maligno transformisanih celijskih linija
procenjen je primenom MTT testa.
Korisc¢ene su slede¢e tumorske linije:

- Hep2 (podloga: MEM Eagle / 5% FCS) humana celijska linija - human larynx
carcinoma (karcinom grla);

- RD (podloga: MEM Eagle / 10% FCS) — humana celijska linija rhabdomyosarcoma
(karcinom misi¢nog tkiva);
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- L20B (podloga: MEM Eagle / 10% FCS) — misija tumorska fibroblastna linija u koju su
transfektovani neki humani geni.

MTT test citotoksi¢nosti u in vitro uslovima:

Suspenzije gustine 2-10° ¢elija/ml zasejane su na mikrotitar ploce (NUNC) sa 96 otvora
(100 pl/otvoru) i ostavljene da se inkubiraju na 37 °C i 5% CO», u inkubatoru pri visokoj
relativnoj vlaznosti vazduha. Nakon 24 ¢asa inkubacije u medijum je dodavano 100 pl
ispitivanih uzoraka vina od S§ljive i inkubacija je nastavljena na 37 °C i visokoj relativnoj
vlaznosti vazduha tokom 48 sati. Kontrolnim ¢elijama dodat je svez medijum (podloga MEM
Eagle) bez dodatka vina. Pozitivnim kontrolama za svaku ¢elijsku liniju smatraju se otvori na
plo¢i kojima je dodato 100 ul hranjive podloge. Nakon isteka predvidenog vremena (48 h)
varijabilnost c¢elija je odredena MTT (3-[4,5-dimetilhumtiazol-2-ul]-2,5-dihemultetrazolijum-
bromid, CigH16NsSBr) testom citotoksi¢nosti (Mosmann, 1983). Test se zasniva na bojenoj
reakciji mitohondrijskog enzima dehidrogenaze iz zivih ¢elija sa MTT. Po zavrsetku inkubacije
¢elija uz prisustvo vina od S$ljive, supernatanti su odbaceni i dodat je MTT (u finalnoj
koncentraciji od 5 mg/ml) u svaki otvor na ploc¢i (100 pl/otvoru), koja je potom inkubirana 4 ¢asa
na 37 °C. Reakcije su zaustavljene dodatkom 10% SDS/10 mM HCI (100 pl/otvoru). Obojeni
kristali stvorenog formazina su rastvoreni sa 150 ul DMSO. Nakon $to su uzorci preko noci
inkubirani na 37 °C, apsorbanca je merena na 580 nm primenom ELISA Mikroplate ¢itaca. Broj
vijabilnih ¢elija po otvoru ploce je izraCunavan pomocu standardne krive zavisnosti broja celija 1
apsorbance na 580 nm. Kao standardi su koristene odgovarajuce ¢elije koje su posebno uzgajane
1 prebrojavane pomocu hemocitometra. Standardne suspenzije su postavljane u seriji razredenja,
centrifugirane na 800 o/min tokom 10 min, i nakon toga tretirane rastvorima MTT i 10% SDS/10
mM HCI, na isti na¢in kao i u slu¢aju eksperimentalnih plo¢a. Broj vijabilnih ¢éelija u svakom
otvoru je proporcionalan intezitetu apsorbancije svetlosti. Procenat prezivelih celija je
izracunavat tako Sto je apsorbancija uzorka u kome su ¢elije rasle u prisustvu vina podeljena
optickom gustinom kontrole (apsorbancija kontrolnih ¢elija koje su rasle samo u hranjivoj
podlozi) i pomnoZena sa 100. Citotoksi¢na aktivnost je izrazena kao 1Csy vrednost (koncentracija
koja inhibira 50% ¢elijskog rasta). U cilju ocene citotoksi¢ne aktivnosti vina od §ljive dobijeni
rezultati su uporedeni sa 1Cso vrednostima za rast ispitanih tumorskih linija u prisustvu cis-
diamindihloroplatine (Cis-DDP) (Mosmann, 1983). Prikazani rezultati su dobijeni iz tri
nezavisna eksperimenta (tri ponavljanja). Kriterijum za citotoksi¢nu aktivnost biljnih ekstrakata
prema Americkom nacionalnom institutu za rak (American National Cancer Institute - NCI)
iznosi 1Csp < 30 pg/ml (Itharat i sar., 2004).

3.8. Ispitivanje uticaja starenja na kvalitet vina od S§ljive

Eksperimenti u ovom delu doktorske disertacije podrazumevali su mikrovinifikacije sa tri
ispitivane sorte domace §ljive, u koli¢ini od po 4 kg kljuka po pojedinaénom ogledu. Postupak
primarne prerade plodova $ljive opisan je u poglavlju 3.2.1. Za parametre fermentacije
(temperatura, pH, doza pektolitickog enzima) uzete su vrednosti dobijene postupkom
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optimizacije (poglavlje 3.2.5.). U ogledima su upotrebljivani pektoliticki enzim Lallzyme EX-V
i kvasac S. cerevisiae (Spiriferm, Erbsloh, Geisenheim, Germany) u koli¢ini od 0,25g/kg kljuka.
Maceracija i cedenje kljuka nakon zavrSetka fermentacije izvrSeni su prema postupku opisanom
u poglavlju 3.2.1. Nakon zavrsetka faze tihog doviranja i talozenja grubog taloga, vino je
otoceno, razliveno u po pet staklenih boca zapremine 0,33 | i zatvoreno navojnim zatvarac¢ima.
Vina su ¢uvana na temperaturi od oko 10 °C. Plan eksperimenta ¢iji je cilj bio da se ispita uticaj
starenja vina na parametre kvaliteta (pre svega boju i fenolna jedinjenja) podrazumevao je
analize vina prema slede¢em rasporedu:

To — analiza vina neposredno nakon razlivanja u boce

T1 — analiza vina nakon jednog meseca odlezavanja

T, — analiza vina nakon tri meseca odlezavanja

T3 — analiza vina nakon Sest meseci odlezavanja

T4 — analiza vina nakon dvanaest meseci odlezavanja
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4.1. Ispitivanje osobina polazne sirovine

4.1.1. Mehanicki sastav plodova §ljive

S obzirom da je plod sljive polazni materijal, sirovina za proizvodnju vina, potrebno je
izvrSiti analizu njegovog mehanickog sastava. Sastavni delovi ploda Sljive su pokozica,
mezokarp (meso, pulpa) i kostica. Procentualni odnos pojedinih delova ploda zavisi od sorte
Sljive, zdravstvenog stanja, ekoloskih uslova uzgoja i vremena berbe. Mehanicki sastav ploda je
jedna od najvaznijih ampelografskih karakteristika svake sorte, a njegovo odredivanje je vazno
za nekoliko tehnoloskih aspekata proizvodnje vina:

- zaprimenu i definisanje uslova rada i iskoriStenja pojedinih masina,

- za odnos kapaciteta pojedinih masina i randman kljuka, soka i vina.

Krupnoca plodova, zatim odnos mesa, polozice i kostice, kao i lako¢a odvajanja kostice
od mezokarpa su veoma znacajne karakteristike sorti $ljiva namenjenih proizvodnji vina.
Osnovne karakteristike mehani¢kog sastava ploda ispitivanih sorti domace Sljive prikazane Su u
tabeli 4.1. Prosecna masa ploda znacajno se razlikuje medu ispitivanim sortama, te je tako ona
najveca je kod Cacanske rane (36,2 g), zatim Cacanske lepotice (28,9 g), a najmanja kod sorte
Pozegada (13,1 g). Date vrednosti sugerisu da Cacansku ranu i Cagansku lepoticu moZemo
svrstati u kategoriju sorti sa krupnim do vrlo krupnim plodovima, dok Pozegaca pripada
kategoriji sorti sitnog ploda. Analizom mase pokoZice, tj. njenog procentualnog udela, uocava se
da sorte Cacanska lepotica i PoZzegata imaju zna¢ajno veéi udeo pokoZice u plodu (9,4%,
odnosno 9,8%) u odnosu na Cadansku ranu, koju karakteri$e najveéi udeo mezokarpa (87,5%).
Najpovoljniji odnos mezokarpa i koitice ima sorta Calanska lepotica (17,8%), nesto losiji
Cacanska rana (15,1) a najlosiji Pozegaca (13,5). Ispitivane sorte domace §ljive karakterise lako
odvajanje kostice od mezokarpa.

Tabela 4.1 Mehanicki sastav plodova sorti domace $ljive

Sorta Masa ploda ()" Mezokarp Kostica Pokozica Mezcgkgrp
(% m/m) (% m/m) (% m/m) / kostica
Cacanska rana 36,2 +3,1° 87,5+0,4° 58+03" 6,7+05° 15,1°
Cacanska lepotica 289+1,5"  856+02" 48+03° 94+07 17,8°
Pozegata 13,1£0,9°  838+08" 62+0,7" 98+0,3" 13,5°

2D € razli¢ita slova u okviru iste kolone oznalavaju statisti¢ki zna¢ajne razlike medu vrednostima (p<0,05).

“tezina ploda predstavlja srednju vrednost merenja deset nasumiénih uzoraka.

Proseéne dimenzije plodova tri ispitivane sorte domace §ljive prikazane su na slici 4.1.
Dimenzije ploda su u pozitivnoj korelaciji sa masom ploda, pa tako sortu Ca¢anska rana, pored
najvece mase, karakteriSu i najvece dimenzije ploda (4,2 cm x 4,7 cm).
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Slika 4.1 Prose¢ne dimenzije kori§éenih plodova §ljive: a) Catanska rana, b) Cacanska lepotica,
c¢) Pozegaca.

Dobijeni rezultati mogu posluZiti kao preliminarni pokazatelji potencijala pojedinih sorti
za proizvodnju voénog vina, s obzirom da maseni odnos pulpe, pokozice i koStice moze imati
znacajan uticaj na brojne parametre kvaliteta vina kao $to su randman 1 boja vina, sastav 1 sadrzaj
fenolnih 1 aromati¢nih jedinjenja itd. S obzirom na najvec¢i maseni udeo pokozice 1 najbolji odnos
mezokarp/kostica, mozemo zakljugiti da sorta Ca¢anska lepotica poseduje najbolji mehanicki
sastav za proizvodnju voénog vina.

4.1.2. Hemijski sastav kljuka i soka §ljive

Hemijski sastav polazne sirovine u velikoj meri odreduje kvalitet proizvedenog vina.
Uvid u vrednosti pojedinih karakteristika sirovine (kljuka sljive), kao $to su pH, sadrzaj Secera,
sadrzaj asimilabilnog azota itd., ukazuje na eventualnu potrebu za korekcijom hemijskog sastava
kako bi se alkoholna fermenatcija vodila na adekvatan nacin i kako bi se dobilo vino najboljeg
kvaliteta. Osnovne karakteristike tri ispitivane sorte sljive prikazane su u tabeli 4.2.
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Tabela 4.2. Hemijske karakteristike kljuka i soka tri ispitivane sorte §ljive

sorta

Parametar Ca¢anskarana  Calanska lepotica  PoZegada
Suva materija (% m/m) 20,7 +0,7% 18,3+0,8° 21,7+0,2®
Ukupni Secer (g/kg) 134,1+4,1* 152,2 + 3,4° 163,6 + 2,8°
Redukujuéi Seceri (g/kg) 73,9+ 3,1 89,2+4,9° 111,4+9,2°
Saharoza (g/kg) 52,7 +2,5° 53,1+1,7° 42,8 +3,3°
pH 3,5+0,0° 3,45+ 0,05° 3,6 £0,0°
Ukupne kiseline (g/1) 8,8+0,1° 7,8+0,1° 6,5+ 0,22
Jabuéna kiselina (g/1) 53+0,8" 56+0,1° 3,9+ 0,4°
Limunska kiselina (g/1) 1,9 +0,2° 1,1 £0,28 0,8 + 0,3
Ukupni azot (mg/1) 700 + 33? 800 + 18° 650 + 25°
Asimilabilni azot (mg/I) 280 + 12° 385+ 20° 322+9°
Pepeo (% m/m) 0,47 +0,01° 0,39 + 0,03° 0,59 + 0,02°
Pektini (g/kg sv") 37+1° 25+ 3° 30+ 3°
Stepen esterifikacije 55 4 3 47 1+ 45 28 4 3°

pektina (%)
“sv — po kg svezeg ploda bez kostice.

b€ razligita slova u okviru istog reda oznacavaju statisticki znacajne razlike medu vrednostima
(p<0,05).

Sadrzaj suve materije ne razlikuje se statisticki zna¢ajno kod sorti Cacanska rana i
Pozegaca (20,9%, odnosno 21,7%), dok je ova vrednost bila neSto niza u slucaju Cacanske
lepotice (18,3%). Ispitivane sorte §ljive karakteriSe povoljan odnos Secera (134-163 g/kg) i
voc¢nih kiselina (6,5-8,8 g/l). Najnizi sadrzaj SeCera i najvisi sadrzaj ukupnih kiselina utvrden je u
plodovima sorte Caganska rana, §to je i oéekivano s obzirom da se radi o ranoj sorti §ljive. Sa
druge strane, Pozegacu, kasnu sortu, karakteriSe visi sadrzaj Secera, visa vrednost pH i manje
ukupnih kiselina. Udeo redukujuéih Secera (glukoza i fruktoza) u ukupnim Secerima je kod sorti
Cadanska rana i Caganska lepotica oko 55-60%, dok kod PoZegace on iznosi oko 70%. Preostali
deo ukupnih Secera uglavnom c¢ini saharoza (25-40%). Dobijene vrednosti su u skladu sa
prethodno objavljenim rezultatima (Mitrovi¢ i sar., 2006; Misi¢, 2006). Vrednosti pH kljuka sve
tri sorte Sljive (3,45-3,6) nalaze se u optimalnom opsegu za fermentaciju vina (3,1-3,6) (Jackson,
2008). Jabucna kiselina predstavlja najdominantniju kiselinu u $ljivi, 1 njen udeo u sadrzaju
ukupnih kiselina kre¢e se od 60%, kod Calanske rane i Pozegace, do 70%, kod Cadanske
lepotice. Pored jabucne kiseline, u kljuku ispitivanih sorti $ljive odredene su i1 znacajne
koncentracije limunske kiseline (0,8-1,9 g/1). Sorta Caganska rana sadrzi zna¢ajno vise limunske
kiseline u odnosu na druge dve sorte Sljive. Udeo limunske kiseline u sadrzaju ukupnih kiselina
je kod ove sorte 22% dok je kod Cacanske lepotice i PoZegate on oko 12%. Sortu Ca¢anska
lepotica karakteriSe najnizi sadrzaj pepela (0,39%), dok je sorta sa najviSim sadrzajem ove
komponente Pozegaca (0,59%). Dobijene vrednosti su u skladu sa prethodno objavljenim
rezultatima (Nergiz i Yildiz, 1997) koji iznose da je prosecan sadrzaj pepela u $ljivama 0,55%,
dok je, poredenja radi, prosecan sadrzaj pepela u grozdu 0,45% (Ribéreau-Gayon i sar., 1999).
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Mineralne materije, iskazane kroz sadrzaj pepela, imaju znacajan uticaj na rast i metabolicku
aktivnost kvasca tokom fermentacije.

S obzirom na znacaj azotnih jedinjenja za proces fermentacije, koji se iskazuje kroz uticaj
na rast i metabolicku aktivnost kvasaca i ulogu u formiranju jedinjenja koja znacajno doprinose
mirisu i aromi vina, analiza sastava te¢ne faze kljuka od §ljiva ukljucila je i odredivanje sadrzaja
asimilabilnog (usvojivog) azota. Sadrzaj asimilabilnog azota u ispitivanim uzorcima §ljive bio je
najvisi kod sorte Cac¢anska lepotica (385 mg/l) a najnizi kod Cadanske rane. U konkretnom
slu¢aju, asimilabilni azot &ini oko 50% ukupnih azotnih materija kod sorti PoZega¢a i Caganska
lepotica, dok je ovaj udeo znatno nizi kod Cadanske rane (37%). S obzirom da literatura isti¢e da
je minimalni sadrzaj asimilabilnog azota potreban za normalnu aktivnost kvasca 120-140 mg/I
(Henschke i Jiranek, 1993; Bell i Henschke, 2005), a da su vrednosti ovog parametra u kljuku
ispitivanih sorti $ljiva znatno iznad navedenog minimuma, moze se se ocekivati brz rast kvasca,
povecana brzina fermentacije, ali i znacajna produkcija aromati¢nih jedinjenja.

Najvisi sadrzaj pektinskih materija odreden je kod sorte Ca¢anska rana (37 g/kg svezeg
ploda), dok se vrednost ovog parametra nije statisticki znacajno razlikovala kod druge dve sorte.
Dobijene vrednosti su u saglasnosti sa literaturnim podacima za sadrzaj pektina kod sorti domace
Sljive (21-36 g/kg svezeg ploda) (Rop i sar., 2009). Visok sadrzaj pektina karakteristian je i za
jabuke, 10-50 g/kg svezeg ploda (Bailoni i sar., 2005) i dunje, proseéno oko 30 g/kg svezeg
ploda (Baker, 1997). Poznato je da pektinske materije imaju veliku nutritivnhu vrednost kao
komponenta prehrambenih vlakana, ali treba istaci i njihova tehnoloSka svojstva, koja mogu biti
korisna (kod proizvodnje voénih namaza i Zelea), ali i nepovoljna (kod proizvodnje sokova i
alkoholnih pi¢a od voc¢a). Veliku vaznost za postupak proizvodnje alkoholnih pica, pored
sadrzaja pektinskih materija, ima i njihov stepen esterifikacije, s obzirom da ovi parametri imaju
direktan uticaj na koli¢inu nastalog metanola (po coveka toksicne komponente). Stepen
esterifikacije pektinskih materija sorti Cadanska rana i Ca¢anska lepotica (55%, odnosno 47%)
znatno je visi u odnosu na sortu Pozegaca i nalazi se priblizno u opsegu karakteristicnom za voce
(50-80%). Sa druge strane, nizi stepen esterifikacije pektina koji je odreden kod sorte PoZzegaca
(28%) nalazi se u opsegu vrednosti vise karakteristiénim za grozde nego za vocée (25 do 50%)
(Jovi¢, 1991). Objasnjenje za neSto nize vrednosti stepena esterifikacije pektinskih materija
ispitivanih sorti §ljive, u odnosu na literaturne podatke, moguce je potraziti u razliCitom stepen
zrelosti voca 1li razlicitom postupku ekstrakcije pektina.

4.2. Optimizacija uslova alkoholne fermentacije vina od §ljive

4.2.1. Efekat upotrebe razlicitih pektolitickih enzima

Aktivnost pektolitickih enzima tokom prerade voca bitna je za proizvodnju vina iz vise
razloga. Hidroliza pektinskih materija vodi ote¢njavanju kljuka, povecanju prinosa vina,
olakSavanju bistrenja i filtracije, ali dovodi i do znacajnog povecanja efikasnosti ekstrakcije
bojenih i aromati¢nih materija voca. Istrazivanja u sklopu ove doktorske disertacije su, stoga,
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bila usmerena i ka ispitivanju primene razlic¢itih komercijalnih pektolitickih enzima za tretman

kljuka od S§ljiva. Uticaj primenjenih enzima na prinos i parametre kvaliteta vina prikazan je u
tabeli 4.3.

Tabela 4.3. Uticaj pektoliti¢kih enzima na prinos i parametre kvaliteta vina od $ljive
Etanol Metanol Glicerol Prinos vina~  Ukupni fenoli
(% viv) (mg/1) (9/1) (%) (g/)
K 7,38 +0,12° 480 +17* 5,78 £0,09° 48 + 4° 2,01 +0,08°
E,  7,71£0,10° 1109+13° 6,05+0,12°  67+1° 2,21+0,04
E, 7,79+027° 1150+24" 6,03+0,09°  60+8° 1,96 +0,10°
Es  7,58+0,15° 1232+5° 6,19+025°  58+3" 2,19+0,03
E, 7,89+002° 1310+18" 6,06+0,17°  72+3° 2,29+ 0,06"
Es  7,66+0022" 1121+29° 58+031° 58 + 5" 2,07 £ 0,05®
“prinos vina u procentima izrazen kao ml vina na 100 g kljuka.
&5 razligita slova u okviru istog reda oznacavaju statisticki znacajne razlike medu vrednostima

(p<0,05).

Obrada kljuka pektolitickim enzimima znacajno je uticala na prinos i hemijski sastav
proizvedenih vina od S§ljive. Dobijeni rezultati, prikazani u tabeli 4.3., ukazaju na stitisticki
znacajno (p<0,05) povecanje prinosa vina, kao i sadrzaja etanola, metanola, glicerola i ukupnih
fenolnih jedinjenja u poredenju sa kontrolnim uzorkom (K) proizvedenim bez primene enzima.
Upotreba razli¢itih pektolitickih enzima nije znacajno uticala na koncentraciju etanola u vinima.
Sadrzaj metanola u vinima E;s znacajno se razlikovo u zavisnosti od primenjenog enzimskog
preparata (1109-1310 mg/l). Enzimiski tretman kljuka odgovoran je za nastajanje i do tri puta
vecih koncentracija metanola u vinima u odnosu na kontrolni uzorak. S obzirom da komercijalne
pektinaze predstavljaju smesu poligalakturonaza, pektin lijaza i pektin metil esteraze (PME)
(Dietrich i sar., 1991), koncentracija metanola u vinu u velikoj meri zavisi od specifi¢ne
aktivnosti PME u konkrethom enzimskom preparatu. Izrazito visoka koncentracija metanola
(1410 mg/l) odredena je u vinu kod koga je kljuk u fazi primarne prerade tretiran enzimom
Trenolin Frio DF (E4). Pektoliticki enzimi sa najmanjom aktivno$¢u pektin metil esteraze su
Lallzyme EX-V, Lallzyme Cuvee Blanc | Enartis zym balance (vina Ey, E, i Es), §to potvrduje
znacajno (p<0,05) manja koncentracija metanola u odnosu na vina Ez i E4.

Primena pektoliti¢kih enzima tokom vinifikacije nije dovela do znacajnijih promena u
sadrzaju glicerola. Sa druge strane, prinos vina u slu¢aju kontrolnog uzorka je bio znacajno manji
u odnosu na vina koja su proizvedena od enzimski tretiranog kljuka. Upotrebom pektoliti¢kih
enzima prinos vina je povecan i do 50%. Povecanje prinosa vina bilo je najizrazenije u slucaju
primene enzima Trenolin Frio DF i Lallzyme EX-V. Enzimski tretman kljuka od $ljiva uticao je i
na povecanje efikasnosti ekstrakcije fenolnih jedinjenja Sljive. Aktivnoséu enzima Trenolin Frio
DF sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u vinu E4 povecan je za 15% u odnosu na kontrolno vino.
Znacajno povecanje sadrzaja ukupnih fenola zabelezeno je i u vinima E; i E.
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Dobijeni rezultati ukazuju da se primenom enzima Lallzyme EX-V postizu najbolje
tehnoloske karakteristike vina od §ljiva koje se manifestuju visokim sadrzajem etanola, glicerola
i ukupnih fenolnih jedinjenja, velikim prinosom vina i najmanjom koncentracijom metanola.

4.2.2. Efekat ucestalosti mesanja kljuka tokom fermentacije

Efikasnost ekstrakcije rastvorljivih materija iz sirovine za proizvodnju vina, kao $to je
ve¢ naglaseno u pregledu literature, veoma zavisi od ucestalosti i tehnike meSanja kljuka. S
obzirom na rad u laboratorijskim uslovima mesanje tecne i ¢vrste faze ostvareno je klasi¢nim
mehani¢kim potapanjem tj. potiskivanjem klobuka, dok je uticaj razlic¢ite frekventnosti mesanja
na prinos i parametre kvaliteta vina bio predmet ispitivanja. Dobijeni rezultati prikazani su u
tabeli 4.4.

Tabela 4.4. Efekat ucestalosti meSanja kljuka na prinos i parametre kvaliteta vina od §ljive
Etanol Metanol . Prinos vina  Ukupni fenoli
(% Viv) (ma/l) Glicerol (g/l) (%) @)
V, 751+0,12*° 460+11* 571+0,11° 44 + 3° 1,68 +0,10°
V, 734+0,08 496+17° 581+0,160 50+5 1,95 = 0,03°
Vs 7,44+0,15%  482+22° 594+0,08"  47+2% 2,05+0,07
V, 7,62+022" 1088+27° 6,1+0,17 61+ 1° 1,75 + 0,03°
Vs  7,84+0,12° 1121+19° 598+0,12®°  65+1“ 2,22 +0,05°
Ve 7,63+£0,04® 1125+18° 6,12+0,09°  66+3° 2,16 £ 0,09°
“prinos vina u procentima izraZen kao ml vina na 100 g kljuka.
&b.¢ razligita slova u okviru istog reda oznacavaju statisticki znac¢ajne razlike medu vrednostima (p<0,05).

Razli¢ita frekventnost meSanja kljuka nije znacajnije uticala na sadrzaj etanola, metanola
i glicerola u vinu. Prinos vina kod vinifikacija bez primene pektolitickog enzima statisticki
znacajno (p<0,05) se povecao usled ucestalijeg mesanja kljuka (V2 i V3), u odnosu na rezim V;.
Sli¢an trend povecéanja prinosa vina zabeleZen je i u slucaju kljuka tretiranog enzimima (Vs i Vg
u odnosu na V). Sa druge strane, znacajnijih razlika u prinosu vina nije bilo kod uzoraka kljuka
mesanih jedan i dva puta na dan. Potpunija ekstrakcija fenolnih jedinjenja sljive postignuta je
primenom frekventnijih rezima mesSanja. Primecuje se da jedno mesanje kljuka nakon 48 h od
pocetka fermentacije ne obezbeduje proizvodnju vina adekvatnog fenolnog sadrzaja. MeSanje
kljuka jednom i dva puta dnevno dovodi do povecanja sadrzaja ukupnih fenola za 20-25%.
Medusobnim poredenjem sadrzaja ukupnih fenola i prinosa vina proizvedenih meSanjem kljuka
jedan (V2 i Vs) i dva (V3 i Vg) puta na dan, uocene su statisti¢ki znacajne razlike (p<0,05).
Primena pektolitickog enzima tokom fermentacije ima mnogo veéi uticaj na prinos vina u
odnosu na frekventnost meSanja tene i ¢vrste faze kljuka. Sa druge strane, efekat frekventnosti
mesanja kljuka je znatno izraZeniji po pitanju sadrzaja ukupnih fenola. S obzirom na razliCit
sastav ¢vrste faze kljuka tj. odsustvo semenki kao vaznog izvora fenolnih jedinjenja, moze se
zakljuciti da je, za razliku od vina od grozda, efekat ucestalosti mesanja kljuka na sadrzaj
fenolnih jedinjenja vina od §ljive manje znacajan. Efikasna ekstrakcija polifenola pokozice §ljive
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postize se meSanjem kljuka jedan put na dan, dok dalje povecanje frekventnosti ove operacije
nije imalo znacajnog (p<0,05) efekta.

4.2.3. Ispitivanje uticaja primene razli¢itih kvasaca na Kkarakteristike alkoholne
fermentacije i aromatski profil proizvedenih vina

Primarna uloga kvasaca u proizvodnji vina ne podrazumeva samo obezbedivanje brze i
efikasne konverzije fermentabilnih Secera polazne sirovine do etanola i ugljen-dioksida, ve¢ se
odnosi i na produkciju velikog broja vaznih metabolita koji uti¢u na senzorna Svojstva vina.
Takode, kvasci, pored SeCera, tokom fermentacije usvajaju i metaboliSu i mnoge druge
komponente fermentacionog medijuma (kljuka, Sire). Sekundarna uloga kvasca se odnosi na
modifikaciju i/ili oslobadanje komponenti grozda ili voca, kao $to su gliko- i cistein-
konjugovani prekursori, koji poboljsavaju sorte karakteristike vina (Pretorius, 2000). Cilj
upotrebe starter kultura kvasaca je brza inicijacija fermentacije i uspostavljanje brojcane
dominantnosti u odnosu na autohtone vrste, ¢cime se limitira mogucénost potencijalnog kvarenja
vina. Razli¢iti sojevi vinskih kvasaca (S. cerevisiae, S. bayanus) nisu podjednako pogodni za
fermentaciju vina, i mogu se znacajno razlikovati u fermentativnim performansama i doprinosu
koji daju finalnoj aromi vina. Veliki broj sojeva vinskih kvasaca je danas komercijalno dostupan,
a ono §to izbor Cini teskim je veliki broj kompleksnih mehanizama interakcija izmedu sojeva,
Sire i uslova fermentacije (Pretorius, 2000; Sweigers i sar., 2005a).

Glavni cilj istraZivanja u okviru ovog poglavlja bio je da se ispita moguénost primene
razli¢itih sojeva kvasca u fermentaciji vina od S$ljive, kako bi se, izborom adekvatnog
proizvodnog mikroorganizma, poboljsale karakteristike fermentacije i produkcija aromati¢nih
jedinjenja. Uticaj primene razli¢itih sojeva kvasaca na karakteristike fermentacije vina od §ljive,
prikazani su u tabeli 4.5.

Tabela 4.5. Karakteristike i sadrzaj pojedinih produkata fermentacije u vinima od $ljive (sorte
Cacanska lepotica) proizvedenih upotrebom razli¢itih vrsta kvasaca

Etanol Isparlj_'ive Duiina__ Brzina__
Kvasac (% Viv) pH kiseline fermentacije proo!ykcue
(a/l) (dan) etanola (g/l/dan)
K 6,75+0,04° 3,30+ 0,04* 0,56+0,02° 7 +0,00° 7,6°
Alchemy | 7,5240,06° 3,42+0,02° 0,32+0,10° 4,5+ 0,25 13,3
Spiriferm 7,85+0,11°  3,46+0,05° 0,34+0,04"  4+0,00° 15,5°
Spiriferm Arom 7,78+0,03° 3,51+ 0,04° 0,15+0,07°  5,5+0,25" 11,0°
Oenoferm PinoType  7,87+0,08° 3,39+0,00® 0,23+0,11* 5+ 0,00% 12,3°
Oenoferm Freddo 7,49+0,08" 3,55+ 0,03" 0,35+0,05° 5,5+ 0,00° 10,7°
Schiz.pombe +S. ¢ 111005 371£0,00° 084007 94025 7,10

cerevisiae

rezultati prikazani u tabeli predstavljaju srednju vrednost dva ponovljena eksperimenta

ab,c

“date vrednosti predstavljaju prose¢nu brzinu produkcije etanola.

razli¢ita slova u okviru iste kolone oznacavaju statisticki zna¢ajne razlike medu vrednostima (p<0,05).
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Na osnovu prikazanih rezultata zapaza se postojanje statisticki znacajne razlike u pogledu
fermentativnih karakteristika razli¢itih komercijalnih sojeva kvasaca pod primenjenim
eksperimentalnim uslovima. Najnizi sadrzaj etanola odreden je u vinu proizvedenom spontanom
fermentacijom (K) (6,75% v/v), dok je sekvencijalna inokulacija kljuka sa Schiz. pombe i S.
cerevisiae rezultirala produkcijom najveée koli¢ine ovog jedinjenja (8,11% v/v) u ispitivanim
vinima od S$ljive. Ova dva fermentativna postupka karakteriSe najduze vreme trajanja
fermentacije (7-9 dana) i najmanja brzina produkcije etanola (7,1-7,6 g/l/dan).

U slucaju spontane fermentacije, Sira nakon muljanja grozda sadrzi oko 10° cfu/ml
kvasaca (Pretorius, 2000). Budu¢i da fazu burne fermentacije karakteriSe populacija kvasaca reda
veli¢ine 10% cfu/ml (Pretorius, 2000), vreme potrebno za rast (umnoZavanje) Celija autohtonih
kvasca i potpunu konverziju Sefera u alkohol je znatno duze u odnosu na fermentaciju sa
inokulacijom ¢iste kulure selekcionisanog kvasca. 1 pored stalnog prisustva odredenih ne-
Saccharomyces kvasca u fermentiSucoj $iri, vecina njih odumire pocetkom faze burne
fermentacije, pre svega, zbog sporog rasta i inhibicije koja je posledica kombinovanog dejstva
vise faktora (SO, nizak pH, visok sadrzaj etanola, nedostatak kiseonika). Ovo je u skladu sa
njhovim oksidativnim ili slabo-fermentativnim metabolizmom (Ribéreau-Gayon i sar., 2006).

Spontanu fermentaciju vina od $ljive karakteriSe najniza vrednost pH vina (3,3), kao
posledica povecane produkcije isparljivih kiselina. U ogledu koji je ukljucivao sekvencijalnu
inokulaciju, Schiz. pombe, u pocetnoj fazi fermentacije vina, efikasno obavlja delimi¢nu
deacidifikaciju soka od §ljive metabolisuc¢i 1,9 g/l jabu¢ne kiseline. Aktivnost ovog kvasca
znacajno Se sSmanjuje sa povecanjem sadrzaja etanola u vinu iznad 4% v/v (rezultati nisu
prikazani). Potreba za prilagodavanjem uslovima sredine i manji broj éelija (10° cfu/ml) Schiz.
pombe u kljuku nakon inokulacije, odgovorni su za sporiji poetak i duze vreme trajanja
fermentacije. Produkcija etanola je delimi¢no zapoceta aktivno$¢u Schiz. pombe i autohtonih
kvasaca, a punim intenzitetom nastavljena aktivnoséu selekcionisanog soja S. cerevisiae, ¢ija je
inokulacija izvrSena tri dana nakon zasejavanja Schiz. pombe. Visi sadrZzaj etanola u vinu
proizvedenom sekvencijalnom inokulacijom kljuka sa Schiz. pombe i S. cerevisiae, u poredenju
sa vinima proizvedenim upotrebom ¢istih kultura S. cerevisiae i S. bayanus, moze se objasniti
¢injenicom da Schiz. pombe svojom metabolickom aktivno$¢u jabuénu kiselinu transformise u
etanol (Benito i sar., 2012). Bhardwaj i Joshi (2009) u svom radu isti¢u da vina od S$ljive
proizvedena aktivno$¢u Schiz. pombe, u poredenju sa S. cerevisiae, karakteriSe visi sadrzaj
etanola. Benito i sar. (2012) isti¢u da je pomenutoj vrsti kvasca potrebno oko 15 dana za potpunu
fermentaciju Sire sa 220 g/l Se¢era. Ovi autori isticu i da, u zavisnosti od primenjenog soja Schiz.
pombe, konverzija jabucne kiseline iznosi 50-100%.

Vino od sljive proizvedeno aktivno$¢éu Schiz. pombe i S. cerevisiae karakteriSu i najvise
vrednosti pH (3,71) i sadrzaja isparljivih kiselina (0,84 g/l). Znacajno smanjenje sadrzaja jabu¢ne
kiseline dovelo je do povecanja vrednosti pH vina, bez obzira na produkciju isparljivih kiselina
tokom ferementacije. Efekat smanjenog sadrzaja jabu¢ne kiseline snazniji je odnosu na efekat
nastalih isparljivih Kiselina, s obzirom da je jabuc¢na kiselina (pK, 3,46) jaca u odnosu na siréetnu
(pKa 4,73) i da je koli¢ina jabuéne kiseline koja se transformiSe (1,9 g/l ) veéa u odnosu na
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koli¢inu siréetne Kiseline koja nastaje (oko 0,8 g/l). Negativan uticaj Schiz. pombe na aromu vina
ogleda se u povecanoj produkciji siréetne kiseline (1-2 g/l) (Benito i sar., 2012). Pod definisanim
uslovima fermentacije vina od $ljive, aktivnost Schiz. pombe se smanjuje sa pove¢anjem sadrzaja
etanola iznad 4% (4-5. dan fermentacije), sto vodi smanjenju negativnog dejstva pomenutog
kvasca na kvalitet vina. Sadrzaj isparljivih kiselina u sprovednim ogledima nalazi se na pragu
senzorne detekcije, koji se prema Zoecklien i sar. (1999) nalazi u opsegu 0,7-1,1 g/l .

Sa druge strane, vina proizvedena primenom ¢istih kultura sojeva S. cerevisiae (Alchemy
I, Spiriferm i Oenoferm PinoType) i S. bayanus (Spiriferm arom i Oenoferm Freddo) karakterise
ujednaceno visok sadrzaj etanola (7,49-7,87% v/Vv) i skoro potpuno iskori$¢enje fermentabilnih
Se€era. Vrednost pH u prethodno pomenutim vinima nije se medusobno statisticki znacajno
(p<0,05) razlikovala. Najslabija produkcija isparljivih Kiselina registrovana je u vinima
proizvedenim inokulcijom sojeva Spiriferm Arom i Oenoferm PinoType. Primena ¢istih kultura
selekcionisanih kvasaca u proizvodnji vina od Sljive, generalno, obezbeduje brzu i efikasnu
fermentaciju tj. veliku brzinu produkcije etanola. Najkrace vreme trajanja fermentacije (4-5
dana) i najveca brzina produkcije etanola (12,3-15,5 g/l/dan) odlike su ispitanih sojeva S.
cerevisiae: Alchemy |, Oenoferm PinoType i, naro¢ito, Spiriferm. Od kultura selekcionisanih
kvasca S. cerevisiae i S. bayanus se o¢ekuje da, ili suzbiju rast autohtonih ne-Saccharomyces
vrsta i Saccharomyces sojeva, ili ograni¢e njihovu ulogu u fermentaciji. Takode, primena
antiseptickih sredstava (npr. SO;), na koju je veéina ne-Saccharomyces kvasaca slabo otporna,
trebalo bi da obezbedi dominantnost inokulisanih sojeva u ferementacji (Ciani i sar., 2010). Ciani
i sar. (2010) su pokazali da rast ,divljih“ kvasaca K. apiculata i C. stellata nije suzbijen u
fermentaciji sa selekcionisanim kulturama S. cerevisiae, i da su ovi kvasci ¢esto prisutni u
znaCajnom broju u zavr$nim fazama fermentacije. Dominantnost inokulisanih ¢istih kultura
kvasca u fermentaciji ne mora uvek biti obezbedena, shodno ¢injenici da zavisi od viSe faktora
kao Sto su: (1) koli¢ina i viabilnost inokuluma, kao i njegova pravilana upotreba; (2) fizioloske i
metaboli¢ke karakteristike upotrebljene kulture kvasca (kvasaca); (3) primenjena tehnologija u
proizvodnji vina (npr. postupci bistrenja, temperatura fermentacije, dodatak SO2).

Pored primarnih aromati¢nih komponenti, koje se formiraju tokom faze sazrevanja voca i
bivaju ekstrahovane tokom vinifikacije, aromu vina od §ljiva odreduju 1 sekundarne aromati¢ne
komponente koje nastaju tokom fermentacije. Pino i Quijano (2012), kao i Nikic¢evi¢ i Paunovi¢
(2013), istic¢u da su najvaznija jedinjenja odgovorna za karakteristi¢énu aromu $ljive: 1-heksanol,
1-nonanol, nonanal, benzaldehid, etil-heksanoat, etil-nonanat, etil-oktanoat, etil-dekanoat, butil-
acetat, heksil-acetat, linalol, 1-feniletanol i y-dekalakton. Najznacajnije grupe aromati¢nih
jedinjenja koja se formiraju tokom fermentacije kljuka od sljive su visi alkoholi, aldehidi 1 estri.
Medu nastalim estrima najdominantniji su acetatni estri etanola i visih alkohola (etil-acetat,
izoamil-acetat, izobutil-acetat, benzil-acetat itd.) i etil estri masnih kiselina (etil-butirat, etil-
laurat, etil-palmitat, etil-kaprinat itd.) (TeSevic i sar., 2005).

U tabeli 4.6. prikazan je uticaj razlicitih vrsta kvasaca (autohtonih i selekcionisanih) na
sastav 1 sadrzaj aromati¢nih jedinjenja vina od §ljive.
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Tabela 4.6. Aromati¢na jedinjenja vina od §ljive (sorte Ca¢anska lepotica) proizvedenih
upotrebom razli¢itih vrsta kvasaca

Isparljiva . Spiriferm  Oenoferm  Oenoferm Schiz.
K Alchemy |  Spiriferm . pombe +
komponenta Arom PinoType  Freddo S cerevisie
[mg/l vina]
Acetaldehid 2,9+0,3“ 11+02® 14+02° 0,7+0,1° 06+02* 1,0+0,1® 2,3+0,.2°
Etil-acetat 36+1° 25+ 0° 29 + 3% 30+2° 25+4*  21+10*  51+20¢
Metanol 1158 +40° 1110432 1115+24° 1068 + 18* 1148+ 11° 1099+18° 1179+ 14°
1-propanol 118+11° 91+18" 34+08 82+11* 40+11* 63+07° 30+0,8
1-butanol 1,4+0,2° 33+03 39+05° 23+01* 3,0+02° 27+03 17+0,3°
Izobutanol 95+0,6% 238+12° 249+1,3° 18+0,9° 151+0,4° 155+05° 17,2+1°
ﬁ:t';tc')'l'l' 3,7+0,8 223+1,6° 239+1,7° 202+1,8° 29,6+22° 16,9+1,7° 17,8 +1,0°

1-heksanol 43+02" 57+0,6° 33+03° 21+03 37+04" 38+05 14+0,1°
1-heptanol 10,6 +0,8° 12,8+0,8° 13,4+0,3° 129+0,5° 13,8+0,7° 11,4+04* 11,8+1,0°

Furfural - 09+01* 15+02° 0,6+01* 04+02° - -
Benzaldehid  0,8+0,2* 1,1+0,22 08+0,0° 13+0,0° 1,1+01* 10+0,3* 14+0,1°
1-oktanol 12,9+0,2° 12,6+0,5° 13+05° 13,8+0,6° 14,9+1,3° 10,7+1,1* 9,6 +0,5%
1-nonanol 3,7+0,4* 10,6+0,0° 14,6+1,0° 12,3+1,1° 9,9+0,8® 9,2+0,7° 10,1 +0,4°
1-dekanol 38+0,3 57+03 47+0,7° 52+02° 4,1+08 44+04 3,6+02°
Benzilalkohl 2,3+0,1® 20+03 26+02® 23+0,3® - 1,7+0,0° 22+1®

Etil-laktat 129+12° 138+15° 2,8+0,1° 44+02° 84+0,8" 64+04" 24403

:EztclJl;alerat 04£02" 11+£02° 07+02° 04+01*° 06+02" 03+0,1° -
'aii?;? " 1,2+0,1® 1,1+03® 07+01° 1,7+04> 09+02*° 1,7+02° 1,0+0,1°
Amil-acetat  08+04* 1,4+02° 15+03° 06=02° - 0,5+0,2* 0,9+0,3°
Linalol 12+02* 09+01° 10+01° 08+02° 1403 11+01° 09+0,1°
1-feniletanol  6,9+0,8 19,7+1,1° 27,9+08° 185+13° 21,5¢1,0° 225+13° 19,5+0,7°
Etil- 3 - 04+03* 06+02° 03+0,2° - -
heksanoat

Etil-oktanoat 0,8+0,2* 0,8+0,3* 0,7+03* 04+01° 09+03" 05+02° 0,5+0,2°

a-terpineol 0,3+0,2° - 04+0,1* 0,7+04" - - 0,5+0,1%

Benzil-acetat 0,8+0,2° 0,5+0,2° 1,3+03" 06+0,1* 09+01® 08+0,2° 0,6+0,3°

Geraniol 1,7+£03*  1,5+04% 16+0.1° 21+03* 18+01* 20+04* 1,6+02°

5“" - 07+0,2° 0,7+01* 05+03 06+0,2° 05+01*° 09=+0,1°
ekanoat

Etil-laurat * 0,4+0,1° 09+03" - 03+0,1° 0,5+0,3* 0,3+0,2°

Etil-palmitat  1,6+0,1® 1,9+02° 1,6+02® 13+0,3* 16+03® 1,1+02° 13+0.2°

2D razligita slova u okviru istog reda oznacavaju statisti¢ki znacajne razlike medu vrednostima (p<0,05).
- nije detektovano.

Metaboli¢ka aktivnost razli¢itih autohtonih i/ili selekcionisanih kvasaca tokom
fermentacije kljuka od §ljive rezultirala je zna¢ajnim razlikama u sadrzaju pojedinih aromati¢nih
jedinjenja u proizvedenim vinima. lIzobutanol, 3-metil-1-butanol, 1-heptanol i 1-oktanol ¢ine
preko 80% ukupne koli¢ine visih alkohola u ispitanim uzorcima vina. Najdominantniji estar u
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vinima od $ljive je etil-acetat (21-51 mg/l), dok su u ve¢im koli¢inama prisutni i etil-laktat, amil-
acetat, izoamil-acetat i etil-palmitat (estri odgovorni za vo¢ne i cvetne mirisne tonove).

Vino proizvedeno aktivno$¢u autohtonih kvasaca $ljive (K) karakteriSe visok sadrzaj
acetaldehida i etil acetata, kao posledica izrazene aktivnosti oksidativnih (ne-Saccharomyces)
kvasaca. U istom vinu odreden je znacajan sadrzaj pojedinih visih alkohola (1-propanol, 1-
heksanol i 1-oktanol) i aromati¢nih estara (etil-laktat, izoamil-acetat i etil-palmitat). Moze se
primetiti da je produkcija visih alkohola od strane autohtonih kvasaca §ljive, generalno, znacajno
slabija u odnosu na ciste kulture selekcionisanih sojeva S. cerevisiae i S. bayanus. Do sli¢nih
rezultata su u svom radu dosli Satora i Tuszynski (2010). Oni isti¢u da je sadrzaj viSih alkohola u
jakim alkoholnim pi¢ima proizvedenim spontanom fermentacijom kljuka §ljive priblizno dva
puta manji u odnosu na uzorke dobijene fermentacijom selekcionisanim sojevima S. cerevisiae.
Slabije izrazena produkcija ovih jedinjenja moze se pripisati aktivnosti kvasca K. apiculata u
pocetnim fazama spontane fermentacije. Ovaj kvasac karakteriSe slaba produkcija visih alkohola.
Takode, vino proizvedeno spontanom fermentacijom karakteriSe znacajno nizi sadrzaj 1-
feniletanola, alkohola kojeg kvasci, u anaerobnom uslovima, stvaraju iz L-fenilalanina. 1-
feniletanol daje vinu prijatne mirisne tonove ruze. Kvasci epifitne mikroflore voca (Kloeckera /
Hanseniaspora, Candida stellata), za razliku od S. cerevisiae i Hansenula anomala, produkuju
znatno nize koncentracije ovog aromati¢nog alkohola (Clemente-Jimenez i sar., 2004). Rezultati
studije autora Zohre i Erten (2002) ukazuju da predstvanike rodova Kloeckera / Hanseniaspora
karakterise veoma intenzivno formiranje jedinjenja estarske strukture. Medutim, Ciste kulture
selekcionisanih kvasaca S. cerevisiae i S. bayanus, koriStene u ovoj disertaciji, pokazale su se
efikasnijim u proizvodnji aromati¢nih estara od kvasaca epifitne mikroflore.

Upotrebom kvasca Alchemy | dobijeno je vino u kome su odredene znacajno veée
koncentracije 1-butanola, izobutanola, 3-metil-1-butanola, 1-dekanola, etil-laktata, etil-
izovalerata i amil-acetata, u odnosu na ostala eksperimentalna vina. Vino proizvedeno ovim
sojem kvasca sadrzi i najvecu koli¢inu 1-heksanola, jedinjenja koje doprinosi tzv. ,,zelenim*
tonovima arome $ljive. Najvisi sadrzaj 1-nonanola i 1-feniletanol, jednih od najznacajnijih
determinatora arome $ljive, odreden je u vinu proizvedenom upotrebom kvasca Spiriferm. Ovo
vino karakteriSe i najvisi sadrzaj benzilalkohola, amil-acetata, benzil-acetata, izobutanola, etil-
laurata i furfurala, kao i izrazito male koncentracije etil-laktata i izoamil-acetata. Kvasac
Spiriferm Arom odgovoran je za dobijanje vina sa najviSim sadrzajem izoamil-acetata i etil-
heksanoata, dok vino proizvedeno upotrebom kvasca Oenoferm PinoType sadrzi najvise 3-
metil-1-butanola, 1-heptanola i 1-oktanola. Vina proizvedena aktivnos¢u sojeva Oenoferm
PinoType i Oenoferm Freddo ne razlikuju se znacajnije u sastavu i sadrzaju aromaticnih
jedinjenja. Statisticki znacajne (p<0,05) razlike uocavaju se samo u sadrzaju 3-metil-1-butanola,
1-heptanola, benzilalkohola i izoamil-acetata. Sekvencijalna inokulacija kljuka sljive sa Schiz.
pombe i S.cerevisie rezultirala je proizvodnjom vina kod kojeg je sadrzaj aromati¢nih jedinjenja
uglavnom manji u odnosu na mikrovinifikacije u kojima je koriStena po jedna kultura
selekcionisanog kvasca. Moze se zapaziti da je u ovom vinu odreden najvisi sadrzaj etil-acetata
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(51 mg/l), koji se smatra posledicom povecane produkcije siréetne kiseline od strane Schiz.
pombe. Takode, vino karakteriSe i odsustvo furfurala, etil-izovalerata i etil-heksanoata.

Kvasci autohtone mikrobiote sorte Cacanska lepotica, soj S. cerevisiae Oenoferm
PinoType i sekvencijalno inokulirani sojevi Schiz. pombe i S. cerevisiae stvaraju pektin metil
esterazu najizrazenije aktivnosti, $to se ogleda u statisticki znacajno (p<0,05) visSem sadrzaju
metanola u odnosu na vina proizvedena upotrebom preostalih ispitanih kvasaca. Upotreba
razli¢itih radnih mikroorganizama nije statisticki znacajno (p<0,05) uticala na sadrzaj
benzaldehida, benzilalkohola, linalola, etil-heksanoata, a-terpineol, geraniola i etil-dekanoata u
proizvedenim vinima. Jedinjenja terpenske prirode (linalol, geraniol i a-terpineol) su nosioci
olfaktivnih svojstava same sirovine (sorte §ljive) i njihov sadrZaj se ne menja znacajno tokom
fermentacije vina. Etil-heksanoat, jedan od glavnih nosioca arome $ljive (Niki¢evi¢ i Paunovic,
2013), odreden je samo u vinima proizvedenim aktivnis¢u sojeva Spiriferm, Spiriferm Arom i
Oenoferm PinoType (0,3-0,6 mg/l), dok je u ostalim vinima bio ispod granice detekcije. Takode,
treba istaci da je sadrzaj etil-dekanoata, jednog od estara odgovornih za cvetne i vo¢ne tonove
arome Sljive (TeSevic 1 sar., 2005), nesto nizi u proizvedenim vinima od §ljive u poredenju sa
literaturnim podacima.

S obzirom da je uticaj razli¢itih radnih mikroorganizama na aromati¢na jedinjenja vina
sorte Cacanska lepotica detaljno analiziran (tabela 4.6.), cilj istrazivanja, u sklopu ovog
poglavlja, bio je i da se razdvoji, medusobno uporedi, i oceni uticaj autohtone mikrobiote tri
ispitivane sorte $ljive. U tabeli 4.7. dat je uporedni prikaz sadrzaja aromati¢nih jedinjenja vina od
ispitivanih sorti domace §ljive proizvedenih spontanom fermentacijom.

Spontana fermentacija kljuka od ispitanih sorti domace §ljive rezultirala je proizvodnjom
vina razli¢itih aromatskih karakteristika. Najvece razlike medu vinima zabeleZene su po pitanju
sadrzaja 1-propanola, 1-heksanola, etil-laktata, izoamail-acetata, 1-feniletanola, etil-oktanoata,
etil-dekanoata i etil laurata. Sadrzaj 1-butanola, 1-heptanola, benzaldehida, 1-oktanola, 1-
dekanola i benzilalkohola nije se statisticki znac¢ajno (p<0,05) razlikovao u proizvedenim vinima.
Vino sorte Cacanska rana karakterise najvisi sadrzaj izoamil-acetata, linalola, a-terpineola, etil-
laurata i etil-palmitata. U poredenju sa vinima druge dve sorte, moze se zapaziti odsustvo etil-
izovalerata i1 geraniola, kao 1 prisustvo male koliCine, za S§ljive karakteristicnog, estra etil-
heksanoata. Sa druge strane, najvisi sadrzaj acetaldehida, izobutanola, furfurala, 1-nonanola, etil-
izovalerata, 1-feniletanola i etil-dekanoata, najnizi sadrzaj 1-propanola i izoamil-acetata, kao i
odustvo etil-heksanoata, etil-oktanoata i benzil-acetata, odlike su vina proizvedenog od sorte
Pozegaca. Nastajanje metanola, kao posledica sadrzaja i strukture pektinskih materija i aktivnosti
pektin metil esteraze $ljive, komercijalnog enzimskog preparata i kvasca (u manjoj meri), bilo je
najintenzivnije kod vina sorte Cadanska rana (1250mg/1), a najmanje izrazeno kod PoZegade
(1056 mg/l). Glavne karakteristike vina sorte Caganska lepotica su najvisi sadrzaji 1-propanola,
1-heksanola, etil-laktata i etil oktanoata, kao i odsustvo furfurala, etil-heksanoata, etil dekanoata i
etil laurata. Rezultati koji ukazuju na odsustvo pojedinjih aromati¢nih jedinjenja u vinu ne
isklju¢juju mogucénost njihovog prisustva u koli¢inama manjim od granice detekcije primenjene
metode.
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Tabela 4.7. Aromati¢na jedinjenja vina od ispitivanih sorti domace §ljive proizvedenih
spontanom fermentacijom

Isparljiva Cacanska Cacanska Porecaca
komponenta rana lepotica g
[mg/l vina]

Acetaldehid 31+01* 29+03 43+05
Etil-acetat 28 + 3° 36 + 1% 31+5°
Metanol 1250 +22° 1158 +40° 1056 + 19°
1-propanol 74+07° 118+1,1° 39+0,2°
1-butanol 1,1+0,22 14+02® 09+0,3
Izobutanol 88+04* 95+06% 156+ 16"
3-metil-1- b a b
butanol 10,3+1,1° 3,7+0,8 9,9+12
1-heksanol 1,3+0,3* 43+02° 29+0,1°
1-heptanol 98+12* 106+0,8 11,1+1,1°
Furfural 0,9 +0,2% - 2,5+ 4
Benzaldehid 0,6 +0,1% 0,8 +0,2° 1,1+0,0°
1-oktanol 13,1+0,5* 12,9+0,2* 13,8+0,6°
1-nonanol 39+02%2 3,7+04% 81+04°
1-dekanol 3,8+0,4% 3,8+0,3° 4,3+0,7°
Benzilalkohol 1,7 +0,0% 23+0,1° 2,1+0,3°
Etil-laktat 1,1 £02% 12,9+12° 41+02°

Etil-izovalerat - 04+02° 09+0,1°
Izoamil-acetat 1,8+0,2° 12+01° 0,6+0,2?

Amil-acetat 09+02% 08+04% 12+01°
Linalol 1,9+03°  12+02° 11+02°
1-feniletanol 9,4 +0,5° 6,9+08  16,5+04°
Etil-heksanoat 0,6 +0,1° - -
Etil-oktanoat 03+0,1° 08+02° -
o-terpineol 09+01° 03+02* 0,3+0,2°
Benzil-acetat 0,6 +£0,4° 0,8+0,2° -
Geraniol - 1,7+0,3° 1,4+0,1°
Etil-dekanoat 0,8 + 0,4% - 1,4+0,1°
Etil-laurat 15+0,2° - 0,8 +0,1°
Etil-palmitat 24+02°  1,6+0,1° 1,5+0,1°
a, b cC

razlicita slova u okviru istog reda oznacavaju statisticki znacajne razlike medu
vrednostima (p<0,05).
- nije detektovano.

Senzorna analiza dobijenih vina

Posebna paznja prilikom ispitivanja uticaja razlicitih procesnih parametara i postupaka
vinifikacije mora biti usmerena ka oceni senzorne prihvatljivosti i kvaliteta svakog proizvedenog
vina. S obzirom da je upotreba ispitanih vrsta i sojeva kvasaca rezultovala proizvodnjom vina
razliCitog sastava isparljivih komponenti cilj je bio i da se oceni uticaj uocenih razlika na
senzorne karakteristike vina. Evaluacija senzornih svojstava vina od $ljive sprovedena je od
strane panela sastavljenog od pet kvalifikovanih ocenjivaca. Rezultati senzorne analize vina
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proizvedenih prema optimizovanom postupku fermentacije, upotrebom razli¢itih vrsta kvasaca,
prikazani su u tabeli 4.8.

Tabela 4.8. Rezultati senzorne analize vina od §ljive sorte Cacanska lepotica proizvedenih
upotrebom razliCitih vrsta kvasaca.

Boja Izgled Miris Ukus i aroma Ukupno
(max 2 poena) (max 2 poena) (max 4 poena) (max 12 poena) (max 20 poena)
K 1,8° 1,8° 3? 10,5° 17,1°
Alchemy | 2° 2 3,2% 11,3° 18,5°
Spiriferm 2° 2° 3,6° 11,5° 19,1°
Spiriferm Arom 1,9° 2 3,3 10,9° 18,1°
Oenoferm PinoType 2° 2° 3,3 11,3° 18,6°
Oenoferm Freddo 2° 2° 3,4 11,0° 18,4
Schiz. pombe + 1,8° 1,9° 3,3° 11,4° 18,4

S.cerevisie
rezultati prikazani u tabeli predstavljaju srednje vrednosti ocena pet ¢lanova panela.
b€ razligita slova u okviru istog reda oznacavaju statisticki znacajne razlike medu vrednostima (p<0,05).

Rezultati senzorne analize (tabela 4.8.) ukazuju da statisticki znacajne (p<0,05) razlike u
mirisu, kao 1 ukusu i aromi karakteriSu vina od $ljive proizvedena upotrebom razli¢itih vrsta
kvasca. Sa druge strane, razlike u boji i izgledu (bistrini) vina mogu se smatrati nezna¢ajnim. Po
pitanju mirisa, najbolje je ocenjeno vino proizvedeno aktivno$¢u kvasca Spiriferm.
Sekvencijalna inokulacija kljuka $ljive sa Schiz. Pombe i S.cerevisie, kao i primena kvasaca
Spiriferm i Oenoferm PinoType, rezultirala je proizvodnjom vina sa najbolje ocenjenim ukusom
i aromom (11,3-11,5 poena). Treba istaci da sojevi S. cerevisiae (komercijalnih oznaka Alchemy
aroma, u poredenju sa sojevima S. bayanus (komercijalnih naziva Spiriferm arom i Oenoferm
Freddo), sto je i potvrdeno rezultatima senzorne analize. Moze se uociti da su vina sojeva S.
cerevisiae dobila statisticki znacajno vece ocene za UKus i aromu u odnosu na vina sojeva S.
bayanus. Najvecu ukupnu ocenu senzorne analize dobilo je vino proizvedeno upotrebom kvasca
Spiriferm (19,1). Dobre senzorne karakteristike i visoka ukupna ocena panela ocenjivaca (18,4-
18,5) zabelezeni su i kod vina dobijenih aktivno$¢u sojeva Alchemy | I Oenoferm PinoType.
Najslabija senzorna svojstva utvrdena su kod vina proizvedog spontanom fermentacijom (K),
koje je ponelo ukupno 17,1 poen.

U cilju potpunijeg prikaza rezultata senzorne analize ocene pojedina¢nih parametara
(miris, ukus 1 aroma), kao i ukupna ocena, takode su izrazeni preko procenata (stepena) senzorne
prihvatljivosti (slika 4.2.). Pod stepenom senzorne prihvatljivosti podrazumeva se odnos broja
ostvarenih poena u odnosu na definisani maksimum.
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Schiz. pombe B
+ S.cerevisie Alchemy | — % miris

=% ukus i aroma

Oenoferm

Freddo Spiriferm

% ukupna senzorna
- ocena

Oenoferm Spiriferm

PinoType Arom

Slika 4.2. Senzorna analiza vina od §ljive proizvedenih upotrebom razli¢itih vrsta kvasaca
izrazena preko procenta ukupne prihvatljivosti, kao 1 prihvatljivosti pojedinih parametara.

U tabeli 4.9. prikazani su rezultati senzorne analize vina od sorti domace Sljive
proizvedenih spontanom fermentacijom.

Tabela 4.9. Senzorna anliza vina od sorti domace §ljive proizvedenih spontanom fermentacijom.

Boja Izgled Miris Ukus | aroma Ukupno
(max 2 poena) (max 2 poena) (max 4 poena) (max 12 poena) (max 20 poena)
Cacanska rana 1,7 22 2,82 10,0% 16,52
Cacanska lepotica 1,8 1,8 3 10,5” 17,1°
Pozegata 1,9° 2 3,3 11,3° 18,5°

Rezultati prikazani u tabeli predstavljaju srednje vrednosti ocena pet ¢lanova panela.
&b.¢ razlicita slova u okviru istog reda oznacavaju statisticki znacajne razlike medu vrednostima (p<0,05).

Poredenjem senzornih karakteristika vina od tri ispitivane sorte Sljive proizvedenih
spontanom fermentacijom uocavaju se statisticki znacajne razlike (p<0,05) u njihovom mirisu,
ukusu i aromi, nasuprot relativno ujednacenih ocena za boju i izgled (bistrinu). Najveca prose¢na
ocena za miris dodeljena je vinu sorte Pozegaca, s obzirom da su u njemu utvrdeni najCistiji i
1 sveukupno ocenjeno najviSim brojem poena. Pozegaca se smatra najpogodnijom sortom $ljive
za proizvodnju rakije pre svega zbog visoke koncentracije mirisnih materija u plodu (Nikicevi¢ 1
Paunovié, 2013). Sa druge strane, u slu¢aju vina sorte Cadanska rana, fermentacija od strane
autohtone miktobiote rezultirala je vinom nesto lo$ijih senzornih karakteristika. Ukupan broj
poena dodeljen ovom vinu statisticki je znacajno (p<0,05) manji u odnosu na vina druge dve
sorte. Rezultati senzorne analize su, i u ovom slucaju, prikazani i preko procenata (Stepena)
senzorne prihvatljivosti mirisa, ukusa i arome vina (slika 4.3).
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Slika 4.3. Senzorna analiza vina od $ljive proizvedenih spontanom fermentacijom izrazena preko
procenta ukupne prihvatljivosti, kao i prihvatljivosti pojedinih parametara.

Moze se zakljuciti da upotreba Ccistih kultura selekcionisanih kvasaca rezultira
proizvodnjom vina od S$ljive boljih senzornih karakteristika u odnosu na postupak koji ukljucuje
spontanu fermentaciju.

Uzimajuéi u obzir dobijene rezultate za efikasnost fermentacije, sadrzaj aromati¢nih
jedinjenja, kao i ocene senzorne analize, moze se zakljuéiti da kvasac Spriferm daje vino od
Sljive najboljeg kvaliteta, te je ovaj S. cerevisiae soj bio primenjen u daljim istrazivanjima.

4.2.4. Ispitivanje uticaja uslova fermentacije na kvalitet vina od Sljive: Preliminarni
skrining

Da bi se obezbedili najbolji pokazatelji kvaliteta vina od §ljiva, neophodno je ispitati i
optimizovati parametre fermentacije. Najvazniji procesni parametri koji uti¢u na fermentaciju
vina su, generalno, temperatura, vrednost pH i vreme trajanja fermentacije. Poredenjem rezultata
analiza hemijskog sastava tri sorte domace Sljive (tabela 4.2) i literaturnih podataka (Bisson,
1991; Henschke i Jiranek, 1993; Ribéreau-Gayon i sar., 1999; Bell i Henschke, 2005) moze se
zakljuciti da ove polazne sirovine za proizvodnju vina sadrze dovoljnu koli¢inu azotnih i
mineralnih  materija za nesmetanu metabolicku aktivnost kvasca kao proizvodnog
mikroorganizma tokom alkoholne fermentacije. Prema tome, moZze se smatrati da sadrzaji azota i
mineralnih materija ne predstavljaju limitiraju¢e faktore pri primenjenim eksperimentalnim
uslovima.

Preliminarni skrining procesa fermentacije podrazumevao je ispitivanje uticaja odabranih
procesnih parametara (temperatura, pH i vreme fermentacije) koji su varirani u granicama
karakteristicnim (optimalnim) za proizvodnju vina, na kvalitet vo¢nog vina od Sljive izrazen
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preko sadrzaja etanola, glicerola i metanola. Etanol je glavni proizvod alkoholne fermentacije
Secera iz vocénih sokova i doprinosi harmoni¢nosti ukusa vina. Kao organski rastvaraé¢, etanol
doprinosi ekstrakciji bojenih i1 fenolnih jedinjenja iz pokozice voca tokom fermentacije. Pored
uticaja na senzorne karakteristike on takode doprinosi i mikrobioloskoj stabilnosti vina. Glicerol
je neisparljivi trohidroksilni alkohol, slatkog ukusa, bez aromati¢nih svojstava, koji znatno
doprinosi kvalitetu vina obezbedujuci punocu ukusa (Ribereau-Gayon i sar., 1999; Remize i sar.,
2000). Metanol je prirodni sastojak alkoholnih pic¢a i sokova koji nastaje demetoksikacijom
pektinskih materija i predstavlja bitan parametar kvaliteta s obzirom da je ovo jedinjenje, tj.
produkti koji nastaju njegovim metabolickim transformacijama (formldehid i, narocito, mravlja
kiselina), toksi¢no za ¢oveka ukoliko se unese u organizam u ve¢im koli¢inama.

Optimalne vrednosti temperature i pH za aktivnost kvasca Saccharomyces cerevisiae
nalaze su u opsegu 30-35 °C, odnosno 4,5-6,5 (Walker, 1998). Generalno, optimalnim uslovima
za fermentaciju vina smatraju se temperature 15-25 °C i vrednosti pH u opsegu 3,0-3,6
(Ribéreau-Gayon i sar., 1999; Jackson, 2008). Primena pomenutih uslova odgovorna je za
sporiju produkciju etanola, ali smanjuje rizik od potencijalnog kvarenja vina.

Rezultati ispitivanja uticaja pracenih parametara fermentacije na sadrzaj etanola, glicerola
i metanola u vinu od $ljiva prikazani su u tabeli 4.10. ViSestruka regresiona analiza je izvrSena U
cilju fitovanja eksperimentalnih rezultata odzivnih funkcija (Y1.3), pri ¢emu su dobijene
zavisnosti koje se mogu aproksimirati polinomom drugog reda (tabela 4.11).

Regresioni koeficijenti (bg, by, by... bi3) koristeni su za konstruisanje odzivnih povrSina
ispitivanih izlaznih promenjivih (Y1.3). Dobijeni modeli doprinose boljem razumevanju uticaja
razli¢itih vrednosti pH, temperature i vremena fermentacije, kao i medusobnih interakcija ovih
promenjivih, na tok fermentacije i kvalitet proizvedenih vina. Krajnji cilj primene metode
odzivne povrsine funkcije je optimizacija posmatranog procesa.

Na osnovu dobijenih odzivnih povrsina (slike 4.4-4.6) moze se lakSe uociti i analizirati
efekat temperature, pH i vremena trajanja fermentacije na posmatrane odzive. U cilju procene
prihvatljivosti postavljenih fitovanih modela odreden je koeficijent determinacije (R?). Za
odredivanje stepena adekvatnosti i znacajnosti dobijenih kvadratnih modela koris¢ena je analiza
varijanse (ANOVA). U tom smislu, znacajnost modela, kao i uticaja pojedinac¢nih faktora,
ocenjena je pomocu Fiserov-og F testa (F-vrednosti) i p-vrednosti pri stepenu znacajnosti
a=0,05, a rezultati su prikazani u tabeli 4.12. Sa pouzdanos¢u od 95%, utvrdena je znaCajnost
dobijenih regresionin modela parametara kvaliteta vina. Visoke vrednosti koeficijenata
determinacije (R?>0,90) ukazuju na to da se najmanje 90% varijacija ispitivanih odziva moze
objasniti fitovanim jednac¢inama drugog reda.
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Tabela 4.10. Ispitivanje uticaja uslova fermentacije na kvalitet vina od §ljive sorte Ca¢anska
lepotica primenom centralnog kompozitnog eksperimentalnog plana (CCD)

Doktorska disertacija

Vreme

Temperatura fermen.t Etanol Metanol Glicerol
(°C) (dan) pH (% Vviv) (mg/l) (/)
X1 X, X3 Y1 Y, Y3

11,59 5 3,3 1,11 387 1,3
15,00 3 3,6 0,64 787 2,53
15,00 3 3,0 0,4 580 2,1
15,00 7 3,6 4,35 1094 3,41
15,00 7 3,0 3,64 955 3,1
20,00 1,64 3,3 0,6 489 0,96
20,00 5 3,3 4,23 1207 4,25
20,00 5 3,3 3,97 1169 4,05
20,00 5 3,3 4,34 1222 4.4
20,00 5 3,8 4,42 1240 4,7
20,00 5 3,3 4,62 1199 4,3
20,00 5 3,3 4,41 1135 4,1
20,00 5 3,3 4,19 1188 4,39
20,00 5 2,8 3,72 1006 3,75
20,00 8,36 3,3 6,08 1204 4,95
25,00 3 3,6 3,74 1101 3,45
25,00 3 3,0 3,34 1028 3,15
25,00 7 3,0 59 1240 5,34
25,00 7 3,6 6,23 1265 5,72
28,41 5 3,3 5,96 1236 4,8

Vreme fermentacije

Tabela 4.11. Polinomski oblici fitovanih odziva ispitivanih parametara

Parametri Model R?
Etanol Y{=-27,8149 + 0,9035X:+ 1,8612X,+ 7,6636X3 - 0,0237X1X3 - 0,987

0,0183X1X3 4+ 0,0833X:X3 - 0,0114X% - 0,0884X% - 1,0631X%
Y,=-5550,7745 + 306,2226X; + 489,5587X,+ 919,1365X3 -

Metanol 3,8250X1X; - 20,6667X1X3 - 24,1667X2X3 - 4,5037)(% - 25,0548)(% - 0,934
27,3553X%

. Y;=-3,0893 + 0,6409X; + 0,9975X; - 3,3613X3 + 0,0259X:X; -
Glicerol 0,958

4,1667E-3X1X3 - 0,0104XX5 - 0,0144X% - 0,0982X3 + 0,6226X3
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Tabela 4.12. Analiza varijanse (ANOVA) modelelovanih odziva i regresionih koeficijenata

F-vrednost p-vrednost

lzvor Y, Y, Ys Y, Y, Y,
Model 152,02 19,09 32,17 | <0,0001° <0,0001° <0,0001"
X 548,74 76,44 110,91 | <0,0001° <0,0001" <0,0001"
X, 734,62 4853 122,73 | <0,0001° <0,0001° <0,0001
X3 13,32 9,24 6,56 0,0045" 0,0125 0,0283"
X1X2 10,06 0,64 8,19 0,0100°  0,4408" 0,0169"
X1X3 0,13 0,23  0,0044 | 0,7211" 06425~  0,9483"
X2X3 0,45 0,24 00019 | 05195~  0,6320°  0,9655
X3 26,06 21,74 19,72 0,0005°  0,0009" 0,0013"
X2 40,20 17,22 23,43 | <0,0001°  0,0020" 0,0007"
X3 2,94 0,038 0,26 0,1172°  0,8495"  0,6231"

X;: temperatura (°C); X,: vreme trajanja fermentacije (dan); X5 : pH;
Y: etanol (% v/V); Y,: metanol (mg/l); Y3: glicerol (g/l);
* Znacajno pri p < 0,05, ** nije znacajno;

Na osnovu dobijenih rezultata za sadrzaj etanola (3,64 — 4,35% v/v) u proizvedenim
vinima i neprevrelog secera u komini §ljive moze se uoditi da se fermentacije na 15 °C nisu
zavrSile u posmatranom vremenu (7 dana). Maksimalan sadrzaj etanola (6,23%) postignut je
tokom fermentacije na 25 °C, pri vrednosti pH 3,6, nakon 7 dana fermentacije. Povecanje
temperature fermentacije dovodi do intenzivnog poveéanja produkcije etanola, dok uticaj pH nije
bio toliko znacajno izrazen.

Slika 4.4, prikazuje efekat uticaja ispitivanih nezavisnih promenjivih na sadrzaj etanola
u vinu. Visoka vrednost koeficijenta determinacije od 0,987 ukazuje da fitovani polinom drugog
reda dobro aproksimira eksperimentalne rezultate za sadrzaj etanola buduci da svega 1,13%
varijacija nije obuhvaceno dobijenim modelom. Takode, potvrdena je adekvatnost i znacajnost
modela Y (p<0,05). Parametri X1, X2, X3, X2 ,X3 i X1X2 su znad¢ajni na nivou 0,05 (p<0,05), dok
parametri X1Xs i X2X3 i X3 nemaju statisticki zna¢ajan uticaj na sadrzaj etanola (tabela 4.12). Na
osnovu p-vrednosti (p<0,0001) na nivou znacajnosti od 95%, moze se zapaziti da najveci efekat
na ovaj odziv imaju linearni efekti temperature i vremena fermentacije, kao 1 kvadratni ¢lan
vremena fermentacije.

Posmatranjem regresionih koeficijenata statisticki znacajnih ¢lanova ovog fitovanog
modela (tabela 4.11) moze se zakljuciti da sadrzaj etanola u pozitivnoj korelaciji sa
temperaturom, vremenom fermentacije i pH, i negativnoj sa interakcijom temperature i vremena
fermentacije, kao i kvadratnim efektima temperature i vremena fermentacije.
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Slika 4.4. Odzivne povrsine funkcije koje reprezentuju uticaj procesnih parametara na sadrzaj
etanola u vinu od §ljive sorte Cacanska lepotica:
a) temperatura i vreme fermentacije (pH=3,3),
b) temperatura i pH (vreme fermentacije=5 dana)
c) vreme fermentacije i pH (temperatura=20 °C).

Kao $to je ve¢ naglaSeno u pregledu literature ove disertacije, metanol nije proizvod
alkoholne fermentacije, ve¢ isklju¢ivo nastaje enzimskom hidrolizom metoksi grupa pektinskih
materija (Ribereau-Gayon i sar., 1999). Sa slike 4.5, moZe se primetiti da se najvec¢i deo
metanola formira u prva Cetiri dana, $to je u skladu sa literaturnim podacima koji isticu da je
aktivnost enzima pektin metil esteraze najveca na pocetku fermentacije vina (Lee i sar., 1979).
Pored toga, zabeleZen je eksponencijalni rast koncentracije metanola sa pove¢anjem temperature
fermentacije. Sa druge strane, povecanje vrednosti pH kljuka u ispitanom opsegu, dovodi samo
do blagog porasta koncentracije ove komponente vina. Dakle, maksimalni sadrzaj metanola
(1265 mg/l) dobijen je primenom slede¢ih parametara fermentacije: 25 °C, pH 3,6 1 7 dana
trajanja fermentacije.
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Slika 4.5. Odzivne povrsine funkcije koje reprezentuju uticaj procesnih parametara na
koncentraciju metanola u vinu od $ljive sorte Caganska lepotica:
a) temperature i vremena fermentacije (pH=3,3),
b) temperature i pH (vreme fermentacije=5 dana),
c) vremena fermentacije i pH (temperatura=20 °C)

Visok sadrzaj metanola je generalno dobijen u svim uzorcima vina od §ljive. Metanol je
sli¢nog mirisa i ukusa kao i etanol i nema znacajan uticaj na senzorne karakteristike vina, ali
visoka koncentracija ovog jedinjenja predstavlja problem jer njegovom oksidacijom dolazi do
nastanka formaldehida i mravlje kiseline, jedinjenja koja imaju toksi¢no dejstvo na centralni
nervni sistem ljudi (Ribereau-Gayon i sar., 1999). Moguce objasnjenje za dobijene rezultate
moze se naci u ¢injenici da Sljive imaju visok sadrzaj pektina (2,0-3,5 % m/m) visokog stepena
esterifikacije (Rop i sar., 2009). Poredenja radi, mango sadrzi 0,7-1% m/m pektinskih materija
(Prasanna i sar., 2003), dok njegovo vino moze da sadrzi do 800 mg/l metanola (Craig, 1998).
Vino od jabuka, voca koje, takode, ima visok sadrzaj pektina 0,7-0,84% m/m (Baker, 1997),
moze sadrzati velike koli¢ine metanola (do 700 mg/l) (Hang i Woodmas, 2010). Visok sadrzaj
metanola (485- 768 mg/l) zabeleZzen je u i voénom vinu od kivija (Soufleros i sar., 2001).
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Upotreba komercijalnih pektolitickih enzima kori$tenih u fermentaciji kljuka od $ljiva doprinela
je dodatnom povecéanju sadrzaja ovog jedinjenja u vinu, s obzirom da primenjeni enzimski
preparat podrazumeva i aktivnost pektin metil esteraze. Vina proizvedena bez dodatka pektinaza
imaju 1 do nekoliko puta manji sadrzaj metanola u odnosu na vina kod kojih je kljuk tretiran
ovim enzimima (Reddy i Reddy, 2005).
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Slika 4.6. Odzivne povrSine funkcije koje reprezentuju uticaj procesnih parametara na sadrzaj
glicerola u vinu od §ljive sorte Ca¢anska lepotica:
a) temperature i vremena fermentacije (pH=3,3),
b) temperature i pH (vreme fermentacije=5 dana),
c) vremena fermentacije i pH (temperatura=20 °C)

Uticaj temperature, vremena fermentacije i pH na sadrzaj metanola u fermentiSu¢em
kljuku prikazan je naslici 4.5,.c. Dobijeni model za koncentraciju metanola (Y>), koji karakterise
koeficijent determinacije R?=0,945, pokazao se adekvatnim i pouzdanim (p<0,05), sa samo 5,5%
od ukupnog broja varijacija koje se ne mogu objasniti pomenutim modelom. Parametri modela
X1, X2, X3, X2 i X2 su znacajni pri nivou znacajnosti od 95% (tabela 4.12), dok efekti interakcije
izmedu X1, X2 i X3, kao i kvadratni efekat X%, nemaju znacajan uticaj na sadrZaj metanola. p-
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vrednosti na nivou znacajnosti od 95%, ukazuju da najveci efekat na ovaj odziv imaju linearni
Clanovi temperature i vremena trajanja fermentacije (p<0,0001). Uticaj vrednosti pH je manje
znacajan u odnosu na uticaj temperature i duzine trajanja fermentacije. Regresioni koeficijenti
statistiCki znacajnih Clanova fitovanog modela za sadrzaj metanola ukazuju da na formiranje
metanola pozitivno uticu linearni efekti temperature, vremena fermentacije i pH, dok kvadratni
efekti temperature i vremena imaju negativan uticaj.

U pogledu glicerola, sa slike 4.6, moze se primetiti da njegov sadrzaj raste sa porastom
temperature fermentacije 1 pH kljuka. Najvisi sadrzaj glicerola (5,72 g/1) dobijen je prilikom
fermentacije na 25 °C i pH 3,6. Proizvodnja glicerola je intenzivnija u prvih 4 dana fermentacije,
posebno na visim temperaturama (25 °C). Kao §to je ve¢ pomenuto, fermentacija na temperaturi
od 15 °C nije se zavrsila u posmatranom periodu (prisustvo neprevrelog Secera u komini), ali u
skladu sa tvrdnjom da je produkcija glicerola povezana sa fermentacijom prvih 50 g/l Secera u
sirovini (Ribereau-Gayon i sar., 1999), produzenje fermentacije ne bi znacajno uticalo na
poveéanje njegove koncentracije. Prethodna istrazivanja su, takode, pokazala da povecanje
temperature fermentacije voénih vina dovodi do povecanja proizvodnje glicerola (Remize i sar.,
2000; Kumar i sar., 2009; Reddy i Reddy, 2010). Povecanje vrednosti pH od 2,8 do 3,7 imalo je
neznatan uticaj na prinos glicerola (Rankine i Bridson, 1971).

Efekti uslova fermentacije (X1, X2, X3) na sadrzaj glicerola u fermentiSu¢em kljuku §ljive
prikazani su na slici 4.6,.. Eksperimentalni rezultati za sadrzaj glicerola adekvatno se fituju
modelom drugog reda, te se na osnovu vrednosti koeficijenta determinacije R’= 0,958, moze
zakljuciti da samo 4,2% od ukupnog broja varijacija ne moze biti objaSnjeno dobijenim,
statisticki znacajnim (p<0,05) modelom Yj3. Znacajnost pri nivou od 95% (p<0,05) imaju
parametri modela: X1, Xz, X3, X1Xz, X2 i X2, dok, sa druge strane, parametri X1Xs, X2X3 i X2 nisu
statisticki znacajni (p>0,05). Najveci efekat na ovaj odziv imaju linearni efekti temperature i
vremena fermentacije, §to se moze zapaziti na osnovu dobijenih p-vrednosti (p<0,0001) na nivou
znacajnosti od 95%. Na osnovu regresionih koeficijenata statisticki zna¢ajnih ¢lanova fitovanog
modela za sadrzaj glicerola moze se uvideti da efekti temperature, vremena fermentacije i
interakcije izmedu ova dva faktora, pozitivno uti¢u na sadrzaj ovog jedinjenja u vinu. Medutim,
pH 1 kvadratni efekti temperature i vremena fermentacije negativno uticu na produkciju
glicerola.

Dobijene odzivne povrsine funkcija (slike 4.4-4.6) koristene su u definisanju kriterijuma
optimizacije ispitivanih parametara fermentacije vina od S$ljiva. Optimizacija posmatranih
parametara je sprovedena kori§¢enjem metode zeljene funkcije. Nakon transformacije dobijenih
odziva u pojedinacne vrednosti Zeljenih funkcija (od 0 do 1), ukupna pozeljnost procesa (ukupna
zeljena funkcija) racuna se kao geometrijska sredina pojedinacnih zeljenih funkcija. U skladu sa
literaturnim podacima i opStom proizvodackom praksom, cilj optimizacije fermentacije je
usmeren ka odabiru vrednosti procesnih parametara (temperatura, vreme fermentacije i pH) koje
¢e omoguciti da prinos etanola i glicerola bude maksimalan, u prvoj optimizaciji, te da se uz
pomenute kriterijume obezbedi i minimalno formiranje metanola, u drugoj optimizaciji. Ovakav
pristup postupku optimizacije primenjen je zbog Cinjenice da visok sadrzaj metanola koji je

91



Uros Milji¢, dipl. inZ. Doktorska disertacija

odreden u svim eksperimentalnim vinima od §ljive tokom preliminarnog skrininga predstavlja
ogranicavaju¢i faktor za dobijanje visokih vrednosti ukupne Zeljene funkcije posmatranog
procesa. Zadavanjem definisanih kriterijuma za produkciju etanola i glicerola u prvoj
optimizaciji utvrdeni su slede¢i optimizovani uslovi fermentacije vina od §ljive: temperatura 24,5
°C, pH 3,55 i vreme fermentacije 6,6 dana, dok je vrednost ukupne zeljene funkcije iznosila 1.
Pri datim uslovima fermentacije predvida se proizvodnja 6,4% v/v etanola i 5,72 g/l glicerola.
Primenom metode zeljene funkcije u drugoj optimizaciji koja je ukljucéila i zahtev za
minimizacijom produkcije metanola, utvrdeni su slede¢i optimizovani uslovi fermentacije vina
od sljive: temperatura 18,3 °C, pH 3,0 i vreme fermentacije 7 dana, koji bi trebalo da obezbede
proizvodnju 4,72% v/v etanola, 1122 mg/l metanola i 4,23 g/l glicerola. Vrednost ukupne zeljene
funkcije iznosi 0,559. Poredenjem vrednosti Zeljenih funkcija koje su dobijene u primenom dva
opisana pristupa postupku optimizacije jasno se moze uociti da je relativno niska vrednost ove
funkcije u drugoj optimizaciji rezultat ogranicavajuceg efekta visokog sadrzaja metanola.
Primecuje se i da predlozene optimizovane vrednosti pH i vremena fermentacije odgovaraju
grani¢nim vrednostima posmatranih opsega, §to ukazuje na neophodnost prosirenja opsega i/ili
tretmana kljuka tokom fermentacije koji ¢e omoguciti smanjenje produkcije metanola.
Senzornom analizom dobijenih uzoraka utvrdeno je da snizavanjem vrednosti pH kljuka
ispod 3,6 dolazi do pogorSavanja ukusa proizvedenih vina tj. do prenaglasavanja njihove
kiselosti. Takode, primeceno je da fermentacija na niZim temperaturama rezultira proizvodnjom
vina ¢iji se ukus moze opisati kao prazan. Ovakvi rezultati preliminarnog skrininga fermentacije
vina od S$ljive isticu potrebu za detaljnijim ispitivanjem, kao i optimizacijom, uticaja primene
manjih koli¢ina pektolitickog enzima, visih vrednosti pH i temperatura fermentacije, na kvalitet i
randman vina. U cilju povecanja kvaliteta vina od $ljive u ovom radu je ocenjena i mogucénost
primene razlicitih fizicko-hemijskih postupaka za smanjenje visokih vrednosti sadrzaja metanola.

4.2.5. Postupak optimizacije
4.2.5.1. Cac¢anska lepotica

U skladu sa rezultatima i izvedenim zakljuccima preliminarnog skrininga pristupilo se
detaljnijem ispitivanju uticaja uslova fermentacije na parametre kvaliteta vina od §ljive. Postupku
finalne optimizacije uslova fermentacije vina od §ljive, prethodila su 1 istrazivanja koja su imala
za cilj izbor optimalnog pektolitickog enzima, soja kvasca i rezima mesanja kljuka. Definisani su
procesni parametri 1 njihovi opsezi, kao 1 odzivi koji ¢e biti prac¢eni 1 na osnovu kojih ¢e se
oceniti kvalitet proizvedenih vina. Nezavisne promenjive u sprovedenom istrazivanju bile su:
temperatura (Xj), vrednost pH (X;) i doza pektoliticCkog enzima (X3), dok su za odzive
ispitivanog sistema postavljeni sadrzaj etanola, metanola i glicerola i prinos vina.

U eksperimentima su korisStene tri sorte domace §ljive razli¢itih epoha sazrevanja, dok su
u ovom poglavlju prikazani samo rezultati dobijeni za sortu Cac¢anska lepotica. Primenjen je
Box-Behnkenov eksperimentalni plan sa tri faktora na tri nivoa i sa pet ponavljanja u centralnoj
tacki, a dobijeni rezultati su prikazani u tabeli 4.13. Razlog za primenu ovog eksperimentalnog
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plana je u potrebi izvodenja manjeg broja ogleda u odnosu na centralno kompozitni (CCD) plan,
ali 1 postojanju veceg broja taCaka (kombinacija pracenih parametara) koje se nalaze u
posmatranom opsegu. Na taj nacin dobijeni modeli bolje reprezentuju efekte parametara u
celokupnom opsegu razmatranja, za razliku od CCD dizajna koji pri formiranju modela vise
favorizuje grani¢ne vrednosti zadatog opsega. Takva struktura CCD dizajna je, u slucaju
optimizacije uslova fermentacije vina od §ljive, bila primenjivija u fazi preliminarnog skrininga
procesa.

Tabela 4.13. Ispitivanje uticaja uslova fermentacije na kvalitet vina od §ljive sorte Cacanska
lepotica primenom Box-Behnken eksperimentalnog plana

Temperatura H Pektinaza Etanol Metanol  Glicerol Prinos vina
(°C) PP (gi100kg) (%viv)  (mgll) /) (%)
X3 X, X3 Y, Y, Y3 Y,
16 3,5 1 7,1 705 3,5 46
16 4,5 1 7,12 745 4,8 49
16 4,0 2 7,41 850 4,37 53
16 4,0 0 6,82 299 4,51 37
23 4,0 1 7,56 912 54 51
23 4,0 1 7,52 903 5,62 48
23 4,5 0 7,3 499 5,74 42
23 4,5 2 7,8 1042 5,99 59
23 4,0 1 7,67 900 5,57 53
23 4,0 1 7,54 907 5,54 51
23 4,0 1 7,48 887 5,31 52
23 3,5 0 7,3 520 4,8 43
23 3,5 2 7,85 970 5,17 54
30 3,5 1 7,62 865 5,35 50
30 4,5 1 7,7 955 6,67 52
30 4,0 0 7,35 409 5,8 42
30 4,0 2 8,0 1098 6,06 57

“prinos vina u procentima izraZen kao ml vina na 100 g kljuka.

Da bi se ispitao uticaj nezavisnih promenljivih procesa fermentacije i njihovih interakcija
(temperatura, vrednost pH i doza pektolitickog enzima) na zavisne promenjive tj. odzive (sadrzaj
etanola, metanola i glicerola i prinos vina) i proverila prikladnost Box-Behnkenovog dizajna u
modelovanju i optimizaciji pracenog procesa, proverena je aproksimacija eksperimentalnih
podataka matematickim modelom, polinomom drugog reda prema ranije datom izrazu (poglavlje
3.2.4). Modeli (Y1.4) i njihovi koeficijenti (bo, b1, ba... bi3) koji reprezentuju funkcionalnu
zavisnost izmedu zavisnih i nezavisnih promenjivih dobijeni su statistickom metodom nelinearne
regresije eksperimentalnih podataka i prikazani su u tabeli 4.14. Prihvatljivost i znacajnost
dobijenih modela procenjena je na temelju vrednosti koeficijenta determinacije (R?), koji je
pokazatelj slaganja eksperimentalnih i modelom predvidenih podataka (u idealnom slucaju iznosi
1). Znacajnost dobijenih regresionih modela parametara kvaliteta vina od $ljive utvrdena je sa
pouzdano$éu od 95%. Visoke vrednosti koeficijenata determinacije (R*>0,95) ukazuju na to da

93



Uros Milji¢, dipl. inZ. Doktorska disertacija

se najmanje 95% varijacija ispitivanih odziva moze objasniti fitovanim jedna¢inama drugog
reda.

Tabela 4.14. Polinomski oblici fitovanih odziva ispitivanih parametara
Parametri Model R?
Etanol Yi=+ 5,244 4+ 0,1792X:- 0,2628X; + 0,3031X3 + 0,0071X:X> +

0,0036X:Xs - 0,025X2X - 0,0037X2 + 0,17X2 + 0,0043X2 0,979
Y,= - 36,8781+ 77,3602X, - 234,593X, + 277,318X; + 3,571X:Xz
Metanol 4 4 929X;X; + 46,5X,Xs - 1,8168X2 + 18,9X2 - 148,775X2 0,989
_ Y;=- 10,3692 + 0,4038X; + 3,8101Xz - 0,0381X; + 0,0014X;Xz +
Glicerol 4 0143X,X - 0,06X2X - 0,0066X? - 0,336X2 + 0,021X2 0,971
. Y4=+ 25319 + 2,4847X; - 7,107X; - 0,3036X; - 0,07 14X,X; -
PrinoS viNa - ¢,0357X,X; + 3XzXs - 0,0408X7 + X3 - 1,75X3 0,970

S obzirom da odabrani modeli aproksimacije eksperimentalnih podataka ¢esto ne opisuju
u potpunosti ispitivano eksperimentalno podru¢je sprovedene su i detaljnije statisticke analize
(analiza varijanse ANOVA) na osnovu kojih se moze preciznije utvrditi opravdanost odabranog
modela. Adekvatnost svih dobijenih polinomnih modela (Y1.4) potvrdena je pomocu FiSerov-0g
F testa (F-vrednosti) i p-vrednosti pri stepenu znacajnosti 0=0,05, §to se moze uoc€iti na osnovu
rezultata prikazanih u tabeli 4.15. p-vrednosti za odredene ¢lanove odzivnog polinoma manje od
0,05, odnosno verovatnoc¢a dobijanja niske F-vrednosti manja od 5%, ukazuje na znaajnost
primenjenog modela i njegovih ¢lanova.

Tabela 4.15. Analiza varijanse (ANOVA) modelovanih odziva i regresionih koeficijenata

F-vrednost p-vrednost
Izvor Y, Y, Y, Y, Y, Y, Y, Y,
Model 36,26 7391 2590 2559 | <0,0001° <0,0001° 0,0001° 0,0002"
X1 136,86 52,82 151,99 14,22 | <0,0001° 0,0002° <0,0001° 0,0070
X, 0,071 3,27 64,96 4,50 0,798  0,1137" <0,0001° 0,0716"
X3 156,15 496,98 1,85 193,39 | <0,0001° <0,0001" 0,2155" <0,0001"

*k

X1Xz 0,57 0,50 0,0027 0,11 0,4756 0,5030" 0,9599”  0,7486"
X1X3 0,57 3,80 1,08 0,11 0,4756" 0,0924™ 0,3325" 0,7486"
X2X3 0,11 1,72 0,098 4,0 0,7187  0,2306~ 0,7639” 0,0856"

X? 31,98 2661 11,97 7,49 | 0,0008° 0,0013° 0,0105°  0,0291
X3 0,017 0,075 0,80 0,12 | 0,8993™ 0,7922” 10,3995~  0,7424"
X% 0,017 7431 0050 573 | 0,8993" <0,0001" 082907  0,0479

X;: temperatura (°C); X,: pH; X3 : doza pektinaze (g/100 kg);
Y: etanol (% v/Vv); Y,: metanol (mg/l); Y3: glicerol (g/1); Y,4: prinos vina (%);
*Znacajno pri p < 0,05, ** nije znacajno;

Rezultati eksperimentalnim planom predvidenih mikrovinifikacija (tabela 4.13) pokazuju
da, u zavisnosti od vrednosti procesnih parametara, sadrzaj etanola u vinu iznosi 6,82-8,0% Vv/v,
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sadrzaj metanola 299-1098 mg/l, sadrzaj glicerola 3,5-6,67 g/l, a prinos vina 37-59%. Regresioni
koeficijenti (bo, by, by... bi3) dobijeni primenom metode najmanjih kvadrata koriSteni su za
konstruisanje odzivnih povrSina dobijenih modela (slika 4.7.-4.9). Dobijene odzivne povrSine
omogucavaju lakSe pracenje uticaja temperature, pH i doze pektinaze na posmatrane zavisne
promenjive postavljenog sistema. Prilikom konstrukcije odzivnih povrsina jedna od promenjivih
se zadrzava konstantnom na centralnom nivou, dok se druge dve variraju u okviru
ekperimentalnog opsega.

Uticaj temperature, vrednosti pH i doze pektolitickog enzima na sadrzaj etanola u vinu od
$ljive sorte Cadanska lepotica prikazan je na slici 4.7... Uo¢ava se da fermentacija kljuka na
viSim temperaturama obezbeduje vecu produkciju etanola. Takode, duZina trajanja fermentacije
je krac¢a na viSim temperaturama. Ovakvi rezultati se mogu dovesti u vezu sa manjom koli¢inom
neprevrelog Se€era u vinu fermentisanom na viSoj temperaturi, ali i sa manjom koli¢inom
ukupnog Secera koju, u ovom slucaju, kvasac koristi za povecanje svoje biomase. Ribéreau-
Gayon i sar. (2006) isticu da povecanje temperature fermentacije (25-30 °C) dovodi do
smanjenja koli¢ine energije potrebne kvascu za umnozavanje, te, stoga, veca koli¢ina
fermentabilnih Secera ostaje dostupna za prevodenje u etanol. Pomenuti autori isticu da je
fermentacija Secera dva puta brza na 30 °C u odnosu na 20 °C, tj. da za svako povecanje
temperature od 1 °C (do 40 °C) kvasac transformise 10% vise Secera za isto vreme. Medutim,
fermentacija Sire sa visokim pocetnim sadrzajem Secera (iznad 200 g/l) na visokim
temperaturama, rezultira smanjenim prinosom etanola. Smanjena produkcija etanola moze biti
posledica delimi¢ne inhibicije aktivnosti kvasca supstratom. Takode, odredena koli¢ina ovog
alkohola se gubi usled intenzivnog oslobadanja ugljen-dioksida. Pomenuti efekat visokih
temperatura nije zabeleZzen kod fermentacije kljuka ispitivanih sorti domace §ljive usled znatno
nizeg pocetnog sadrzaja Secera (ispod 160 g/1) u odnosu na Siru grozda. Sadrzaj etanola raste i sa
porastom doze pektolitickog enzima. Ovakvi rezultati se mogu smatrati posledicom aktivnosti
enzima ¢ijom primenom dolazi do hidrolize pektinskih materija, ote¢njavanja kljuka i povecanja
dostupnosti ukupnih rastvorljivih Cestica i redukujucih Secera (Espejo i Armada, 2010).
Fermentacijom kljuka od s$ljiva pri razli¢itim vrednostima pH (3,5-4,5) nisu zabeleZene znatne
razlike u sadrzaju etanola u proizvedenim vinima. Medutim, sa snizenjem vrednosti pH kljuka
produzava se vreme trajanja fermentacije. Dobijeni rezultati se mogu objasniti ¢injenicom da su
rast i fermentativna aktivnost kvasaca slabije izrazeni na nizoj pH. Ovo je u skladu sa
literaturnim podacima koji istiCu da je optimalna vrednost pH za rast ve¢ine kvasaca u opsegu
4,5-6,5 (Walker, 1998). U kiselijoj sredini (pH<4,0) ¢elije kvasca su izloZzene hemijskom stresu i
zahtevaju vise vremena za prilagodavanje uslovima sredine (ulaganje energije za odrzavanje
optimalne intracelularne vrednosti pH), pa je samim tim i pocetak fermentacije sporiji. Dobijeni
koeficijent determinacije (R?) ima vrednost od 0,979 $to ukazuje na visoku saglasnost izmedu
postignutih i predvidenih rezultata. Ovo zna¢i da fitovani polinom drugog reda dobro
aproksimira eksperimentalne rezultate za sadrzaj etanola definisuci 97,9% ukupne varijabilnosti
U okviru opsega ispitivane veli¢ine. Analizom varijanse potvrdena je adekvatnost i znacajnost
modela Y; (p<0,05). Uocava se da znacajnost na nivou 0,05 (p<0,05) pokazaju linearni ¢lanovi
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temeperature i doze pektinaze i kvadratni ¢lan temperature (X1, X3 i X). Ostali ¢lanovi modela,
medu kojima i vrednost pH, nemaju statisticki znacajan uticaj na sadrzaj etanola (Tabela 4.15).
Na osnovu p-vrednosti na nivou znacajnosti od 95%, moze se zapaziti da najveéi efekat na ovaj
odziv imaju linearni efekti temperature i doze pektinaze. Regresioni koeficijenti statisticki
znacajnih ¢lanova ovog fitovanog modela (tabela 4.14) ukazuju da na sadrzaj etanola pozitivno
uti¢e temperatura i doza pektinaze, a negativno kvadratni efekat temperature.

Slika 4.8, prikazuje efekat uticaja ispitivanih nezavisnih promenjivih na koncentraciju
metanola u vinu. U skladu sa rezultatima preliminarnog skrininga, potvrdeno je da koncentracija
metanola u vinu znacajno raste sa porastom temperature fermentacije, dok primena razli¢itih
vrednosti pH iz eksperimentalnim planom predvidenog opsega nije imala znacajnijeg uticaja na
formiranje ove komponente vina. Takode, uocava se da sinergisticko dejstvo pektin metil
esteraza §ljive 1 komercijalnog enzimskog preparata nije umanjeno smanjenjem vrednosti pH, i
pored Cinjenice da je optimalna vrednost ovog parametra za aktivnost pektin metil esteraze oko
4,5 (Lozano, 2006). S obzirom da je optimalna temperatura za aktivnost enzima pektin metil
esteraze u opsegu 45-55 °C (Lozano, 2006), ocekivano je najniza koncentracija metanola
utvrdena u vinu koje je fermentisalo na najnizoj temperaturi (16 °C). Povecanjem temperature
fermentacije na 30 °C njegova koncentracija se povecava i do 40%. Upotreba pektolitickog
enzima dovodi do znacajnog povecanja koncentracije metanola usled intenzivnije hidrolize
pektinskih materija i oslobadanja metoksi grupa. Primena pektinaze u koli¢ini 2 g/100 kg kljuka,
rezultirala je formiranjem i do tri puta veée koli¢ine metanola u odnosu na postupak koji nije
ukljucivao enzimski tretman kljuka. Visoka vrednost koeficijenta determinacije od 0,989 ukazuje
da fitovani polinom drugog reda (Y;) dobro aproksimira eksperimentalne rezultate budu¢i da
svega 1,1% varijacija nije obuhvaceno modelom. Dobijeni model se, takode, pokazao
adekvatnim i pouzdanim (p<0,05). Rezultati ANOVA testa (tabela 4.15) pokazuju da prilikom
fermentacije vina od 3ljiva, linearni i kvadratni ¢lanovi temperature i doze pektinaze (X1, X3, X? i
X3) imaju statisticki znacajan (p<0,05) uticaj na formiranje metanola predvideno modelom Y.
Clanovi modela koji reprezentuju lineani i kvadratni efekat pH i interakcije medu procesnim
parametrima nemaju znacajan uticaj na koncentraciju metanola. Najveci, kako linearni, tako i
kvadratni efekat na ovaj odziv ima doza pektolitickog enzima (dobijene p-vrednosti manje od
0,0001). Manji, ali takode statisti¢ki zna¢ajan uticaj na koncentraciju metanola ima temperatura
fermentacije (p=0,0002). Posmatranjem regresionih koeficijenata statisticki znacajnih ¢lanova
fitovanog modela (tabela 4.14) moze se zakljuciti da na koncentraciju ovog parametra kvaliteta
vina pozitivno uticu linearni efekti temperature i doze pektinaze, a negativno njihovi kvadratni
efekti.

Slika 4.9, ilustruje modelom predvideni uticaj procesnih parametara fermentacije na
sadrzaj glicerola u vinu. Utvrdeno je da povecanje temperature fermentacije i vrednosti pH
kljuka dovodi do znacajnog povecanja sadrzaja glicerola u vinu. Time su ujedno 1 potvrdeni
rezultati preliminarnog skrininga uticaja uslova fermentacije na kvalitet vina od Sljiva, ali i
brojnih naué¢nih studija (Remize i sar., 2000; Kumar i sar., 2009; Reddy i Reddy, 2010). Vina od
Sljiva Cija je fermentacija vodena na pH 4,5 sadrze 25-35% viSe glicerola u odnosu na uzorke
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fermentisane na nizoj vrednosti pH (3,5). Produkcija ovog jedinjenja je za oko 30% veca na
temperaturi od 30 °C u odnosu na 16 °C. Optimalna temperatura za produkciju glicerola tokom
fermentacije vina 25-30 °C (Yalcin i Ozbas, 2008). Takode, pomenuti autori isticu da
fermentacija na pH 6,0-6,5 rezultira proizvodnjom vina sa 40-50% vise glicerola u poredenju sa
fermentacijom na pH 3,5-4,0. Upotreba razlicitih doza pektolitickog enzima (1-2 g/100kg) nije
znacajno uticala na sadrzaj ove komponente u vinima od $ljiva. Dobijeni model za sadrzaj
glicerola (Y3), koji karakterise koeficijent determinacije R?=0,971, pokazao se kao adekvatnim i
pouzdanim (p<0,05), sa samo 2,9% od ukupnog broja varijacija koje se ne mogu objasniti
pomenutim modelom. Analiza varijanse je pokazala da se, sa pouzdanos¢u od 95% (p<0,05),
statisticki znacajnim koeficijentima tj. lanovima u regresionoj jednacini smatraju samo linearni 1
kvadratni efekti temperature i linearni efekat pH (X1, Xz i X2). Ostali ¢lanovi fitovane jednadine
drugog reda za sadrzaj glicerola nisu statisti¢ki znacajni (p>0,05). Najveci efekat na ovaj odziv
imaju linearni ¢lanovi temperature i pH (p-vrednosti < 0,0001). Regresioni koeficijenti statisti¢ki
znacajnih ¢lanova fitovanog modela za sadrzaj glicerola ukazuju da linearni efekti temperature i
pH pozitivno doprinose sadrzaju glicerola. Sa druge strane, kvadratni efekat temperature
negativno uti¢e na produkciju ovog jedinjenja.

Odzivne povrsine (slici 4.10,.¢) prikazuju zavisnost prinosa vina od promena ulaznih
veli¢ina sistema, u ovom sluc¢aju temperature, vrednosti pH i doze pektolitickog enzima. Moze se
uociti da prinos vina raste sa povecanjem temperature fermentacije i doze pektolitickog enzima,
dok u slucaju uticaja vrednosti pH 1z ispitanog opsega nisu zabeleZene znac¢ajnije promene. Kao
Sto je ve¢ naglaseno, aktivnost pektinaze se poveéava na visSim temperaturama fermentacije (25-
30 °C), te usled toga dolazi do inteziviranja hidrolize pektinskih materija i poveéanja prinosa
vina. Primena 2 g pektinaze /100 kg kljuka, tokom fermentacije na razli¢itim temperaturama (16-
30 °C) rezultirala je poveCanjem prinosa vina za 35-40%, u odnosu na postupak koji nije
ukljuéivao enzimski tretman kljuka. Polinomom drugog reda Y, se veoma uspes$no aproksimiraju
eksperimentalni rezultati dobijeni za prinos vina s obzirom da dobijeni model definise 97,0%
ukupne varijabilnosti u okviru opsega ispitivane velicine (R?=0,970). Utvrdeno je da statisticku
znacajnost na nivou 0,05 (p<0,05) u dobijenom modelu pokazaju linearni i kvadratni ¢lanovi
temeperature i doze pektinaze (X1, X3, X? i X2). Ostali ¢lanovi kvadratnog polinoma nemaju
statistiCki znacajan uticaj na prinos vina. Rezultati ANOVA testa (tabela 4.15) ukazuju da se sa
pouzdanoséu od 95% (p<0,05) moze smatrati da je fitovani model adekvatan i znac¢ajan. Doza
pektolitickog enzima predstavlja parametar sa najve¢im linearnim uticajem na porast prinosa
vina, §to se moze zapaziti na osnovu dobijenih p-vrednosti (p<0,0001). Sa druge strane, uticaj
kvadratnih ¢lanova temperature i doze pektinaze je mnogo manje izrazen (p-vrednosti 0,0291,
odnosno 0,0479). Na osnovu regresionih koeficijenata statisticki znacajnih ¢lanova fitovanog
modela uvida se da jedino linearni efekat temperature pozitivno uti¢e na prinos vina od $ljive,
dok kvadratni efekat temperature, kao i linearni i kvadratni efekat doze pektolitickog enzima
daju negativan doprinos.
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Slika 4.7. Odzivne povrsine funkcije koje reprezentuju uticaj procesnih parametara na sadrzaj

etanola u vinu od §ljive sorte Cacanska lepotica:
a) temperature i pH (doza pektinaze=1,0 g/100kg),
b) temperature i doze pektinaze (pH=4,0),
c) doze pektinaze i pH (temperatura=23 °C)
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Slika 4.8. Odzivne povrsine funkcije koje reprezentuju uticaj procesnih parametara na
koncentraciju metanola u vinu od §ljive sorte Ca¢anska lepotica:
a) temperature i pH (doza pektinaze=1,0 g/100kg),
b) temperature i doze pektinaze (pH=4,0),
c) doze pektinaze i pH (temperatura=23 °C).
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Slika 4.9. Odzivne povrsine funkcije koje reprezentuju uticaj procesnih parametara na sadrzaj
glicerola u vinu od §ljive sorte Ca¢anska lepotica:
a) temperature i pH (doza pektinaze=1,0 g/100kg),
b) temperature i doze pektinaze (pH=4,0),
c) doze pektinaze i pH (temperatura=23 °C).
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Slika 4.10. Odzivne povrsine funkcije koje reprezentuju uticaj procesnih parametara na prinos
vina od §ljive sorte Cacanska lepotica:
a) temperature i pH (doza pektinaze=1,0 g/100kg),
b) temperature i doze pektinaze (pH=4,0),
c) doze pektinaze i pH (temperatura=23 °C).

Grafici zavisnosti ekperimentalno postignutih vrednosti za sadrzaj etanola, metanola
glicerola i prinos vina, i vrednosti dobijenih na osnovu fitovane jedna¢ine drugog reda (engl.
Parity plot) prikazani su na slikama 4.11-4.14. U slucaju adekvatno predvidene jednacine
(modela) dobija se visoka linearna zavisnost izmedu ovih vrednosti. Dobijeni grafici (slika 4.11-
4.14) ukazuju na adekvatnost fitovanih modela tj. visok stepen pozitivne korelacije izmedu
postignutih i predvidenih vrednosti odziva.

101



Uros Milji¢, dipl. inZ. Doktorska disertacija

8.00 —

7.70 —

7.40 —|

Predvidene vrednosti

7.10 —

6.80 —|

Postignute wrednosti

Slika 4.11. ,,Parity plot™ postignutih i predvidenih vrednosti sadrzaja etanola
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Slika 4.12. ,,Parity plot“ postignutih i predvidenih vrednosti koncentracije metanola
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Slika 4.13. ,,Parity plot“ postignutih i predvidenih vrednosti sadrzaja glicerola

54.25 —

Predvidene vrednosti

42.75 —

37.00 —

37.00 42,63 4825 53.88 59.50
Postignute wrednosti

Slika 4.14. ,,Parity plot* postignutih i predvidenih vrednosti prinosa vina
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Primenom metode odzivne povrSine funkcije (RSM) i metode Zeljene funkcije,
komponenti softverskog paketa Design Expert, definisani su optimalni uslovi fermentacije za
postizanje maksimalnih vrednosti sadrzaja etanola, glicerola i prinosa vina, i minimalne
koncentracije metanola u vinu. Optimalne vrednosti eksperimentalnih parametara odreduju se iz
vrednosti pojedinacnih zeljenih funkcija koje optimizuju ukupnu zeljenu funkciju. Rezultati
senzorne analize dobijenih uzoraka vina koriSteni su za dodatno definisanje opsega procenih
parametara fermentacije koji podlezu postupku optimizacije. Tako je utvrdeno je da najbolje
senzorne karakteristike poseduju vina proizvedena na najnizoj vrednosti pH (3,5), koja ujedno
predstavlja originalni pH kljuka sorte Cacanska lepotica. Vrednosti pH iznad 4,0 su, pored logijih
senzornih svojstava, uticale i na pojavu mikrobioloSkog kvarenja vina u znacajnom broju
uzoraka. Sa druge strane, fermentacija na temperaturama vi§im od 25 °C rezultirala je
proizodnjom vina slabijih aromatskih karakteristika. Prilikom optimizacije uslova fermentacije
metodom zeljene funkcije je, iz tih razloga, veéi stepen znacajnosti dodeljen fermentaciji na
nizim vrednostima pH (pH<4,0) i temperature (nizim od 26 °C).

Postupkom numericke optimizacije dobijene su sledeée vrednosti procesnih parametara
fermentacije vina od §ljive: temperatura 25 °C, vrednost pH 3,5 1 doza pektolitickog enzima 0,5
g/100 kg. Pri navedenim uslovima dobijeni fitovani modeli predvidaju prinos etanola od 7,5%
v/v, prinos glicerola od 5¢/l, prinos vina od 48% (48 ml vina na 100 g kljuka) i formiranje 710
mg/l metanola. Vrednost ukupne Zeljene funkcije u pomenutom sluéaju iznosi 0,823. U cilju
provere dobijenih modela i optimizovanog postupka fermentacije, postavljena je kontrolna
vinifikacija (tri ponavljanja) u kojoj su primenjene dobijene optimalne vrednosti ispitivanih
procesnih parametara. Predvideni optimum postupka fermentacije vina od S§ljive je ovim
kontrolnim eksperimentom verifikovan, a modeli su jo$ jednom pokazali adekvatnost i
znacajnost, S§to potvrduju dobijene vrednosti pracenih odziva: sadrzaj etanola 7,7% v/v, sadrzaj
glicerola 4,67 g/l, koncentracija metanola 683 mg/l i prinos vina 48%.

U sklopu izrade ove disertcije takode je ispitan i optimizovan uticaj identi¢nih uslova
fermentacije na kvalitet i prinos vina od sorti Cadanska rana i Pozegada. Primenjen je i identi¢an
metodoloski pristup tj. metoda odzivne povrsine funkcije (RSM) i metoda Zeljene funkcije
(program Design Expert). S obzirom da su zavisnosti odziva od ispitivanih procesnih parametara,
kao i dobijeni optimalni uslovi fermentacije veoma sli¢ni vrednostima utvrdenim za sortu
Cacanska lepotica, rezultati nisu prikazani i posebno komentarisani u ovom poglavlju. Prikaz
dobijenih fitovanih modela, kao i potvrda njihove adekvatnosti i zna¢ajnosti (analiza varijanse —
ANOVA) su, stoga, dati u Prilogu.

4.3. Uticaj dodatka koStica u kljuk na sastav vina od Sljive

Kostice sljive, prvobitno odvojene tokom faze primarne prerade, dodavane su u razli¢itim
udelima u kljuk neposredno pred pocetak fermentacije. S obzirom da koStice sadrze znaéajnu
koli¢inu amigdalina, glikozida koji se u kiseloj sredini i pod dejstvom enzima beta-glukozidaze
razgraduje na dva molekula glukoze, benzaldehid i cijanovodoniénu kiselinu (HCN), prisustvo
kostica tokom fermentacije vina od §ljive moZe znacajno uticati na njegov hemijski sastav.
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Posebna paznja je posveéena pracenju sadrzaja benzaldehida i cijanovodoni¢ne kiseline usled
njihovog toksi¢nog dejstva na zdravlje ljudi. Sadrzaj ovih jedinjenja nije definisan pravnim
aktima koja reguliSu kvalitet vina, ali jeste odgovaraju¢im nacionalnim tehni¢kim propisom 0
kvalitetu alkoholnih pi¢a (Pravilnik o kategorijama, kvalitetu i deklarisanju rakije i drugih
alkoholna pica, 2010), gde je maksimalni dozvoljeni sadrzaj benzaldehida i cijanovodoniéne
kiseline u rakijma od $ljive 100 mg/l, odnosno 70 mg/l, izrazeno po litri apsolutnog alkohola, sto
je za alkoholno pice sa sadrzajem etanola od 7 % v/v, ekvivalentno koli¢ini od 7 mg/l, odnosno 5
mg/l. U tabeli 4.16. prikazan je uticaj prisustva razlicite koli¢ine koStica u fermentaciji vina od
Sljive, na parametre kvaliteta i zdravstvene prihvatljivosti proizvedenih vina.

Tabela 4.16. Pokazatelji uticaja dodatka kostica na hemijski sastav vina od §ljive
Etanol Metanol HCN Benzaldehid
(% viv) (mg/l) (mg/l) (mg/l)
Ko 7,43+0,05% 703+5* 0,02+0,01*° 0,81+0,07
Ky 7,39+0,11* 722+18 023+0,02° 1,75+0,11°
K, 752+0,05% 691+6" 0,5+0,04° 2,53+0,04°
Ks  7,64+0,13* 705+5  0,75+0,1° 3,74+0,13°
K, 759+0,07% 712+11* 1,19+0,09° 5,95+0,18°
2D.C razliGita slova u okviru istog reda oznacavaju statisticki znadajne razlike medu
vrednostima (p<0,05).

Koncentracija etanola u proizvedenim oglednim vinima (Ko.4) nije se statisticki znac¢ajno
(p<0,05) menjala sa poveéanjem (25-200%) koli¢ine dodatih kostica. Dobijeni rezultati ukazuju
da su koli¢ine etanola nastale previranjem glukoze oslobodene enzimskom razgradnjom
amigdalina bile statisticki zanemarljive. Dodatak kostica nije uticao ni na koncentraciju metanola
u vinima Kj4 s obzirom da, u poredenju sa kontrolnim uzorkom Ky, nije uofeno znaéajno
povecanje koncentracije ove komponente. MozZe se zakljuciti da sastav 1 koli¢ina koStica nisu
uticali na parametre koji su odgovorni za nastajanje metanola (sadrzaj i struktura pektinskih
materija i aktivnost pektin metil esteraze).

Sa druge strane, povecanje koli¢ine dodatih kostica u fermentaciji kljuka od Sljive
znacajno je uticalo na sadrzaj cijanovodonicne kiseline i benzaldehida u vinu. Sa porastom udela
dodatih koStica znaCajno se povecava sadrZzaj ovih jedinjenja. Maksimalan sadrzaj
cijanovodonicne kiseline iznosio je 1,19 mg/l (15,5 mg/1 apsolutnog alkohola) i utvrden je u vinu
Ks. U istom oglednom vinu (K,) izmeren je i najvisi sadrzaj benzaldehida (5,95 mg/1 tj. 78 mg/1
apsolutnog alkohola). Medutim, i pored nesto veéih koli¢ina ovih jedinjenja nastalih kao
posledica vodenja fermentacija uz prisustvo koStica, pre svega u vinima Ks i K, utvrdeni
sadrzaji su znacajno manji od maksimalno dozvoljenih u vo¢nim rakijama od kosticavog voca
(Pravilnik, 2010). Pove¢an udeo kostica u fermentaciji odrazio Se i na Senzorna svojstva
proizvedenih vina. Karakteristicna aroma badema, koja u alkoholnim pi¢ima nastaje usled
povecéanog sadrzaja benzaldehida, bila je narocito izrazena u vinima K3 i Ky.

Budu¢i da nastavak istrazivanja u sklopu disertacije obuhvata detaljno ispitivanje
funkcionalnih karakteristika vina od $ljive, a uzevsi u obzir u nau¢nim krugovima nedovoljno
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razja$njeno dejstvo amigdalina u borbi protiv raka, odredena je i antiproliferativna aktivnost vina
proizvedenih uz dodatak kostica. Dobijeni rezultati izneti su u poglavlju 4.6.3.

4.4. Hemijski sastav vina od Sljive

Vina od tri ispitivane sorte domace §ljive proizvedena su optimizovanim postupkom
fermentacije opisanim u poglavlju 3.2.5. Karakterizacija proizvedenih vina omogucava procenu
potencijalne iskoristivosti sorti domace $ljive kao sirovina za proizvodnju kvalitetnog voénog
vina. Najznacajniji pokazatelji hemijskog sastava vina od §ljive prikazani su u tabeli 4.17.

Tabela 4.17. Hemijski sastav vina od $ljive

sorta

Parametar Caganskarana Cacanska lepotica Pozegaca
Etanol (% v/v) 6,32 +0,1° 7,64 +0,19° 7,85+0,1°
Neprevreli Secer (g/1) 0,8 +0,1° 1,0£0,1° 2,1+0,2°
pH 3,45° 3,4 3,5
Ukupne kiseline (g/I) 8,6 +0,2° 7,9+0,1° 6,7 + 0,32
Jabuéna kiselina (g/1) 5,0 +0,4° 53+0,1° 3,802
Limunska kiselina (g/1) 2,0+0,3° 1,1+0,2° 1,1+0,3°
Isparljive kiseline (g/l) 0,41 +0,07° 0,37 +0,04° 0,8 +0,0°
Metanol (mg/l) 735+ 7° 658 + 10° 694 + 6
Glicerol (g/1) 4,6 +0,4° 6,2 + 0,3 54+0,1°
Mineralne materije (mg/l)

K 2451 1589 2100

Na 5,41 9,35 4,74

Ca 68,2 74,8 96,3

Mg 95,7 86,7 79,3

Fe 1,35 6,52 3,96

Zn 0,85 1,36 0,52

Cu <0,1 0,13 <0,1

&P razlicita slova u okviru istog reda oznacavaju statisti¢ki znacajne razlike medu vrednostima

(p<0,05).

Sadrzaj etanola, glavnog proizvoda alkoholne fermentacije, predstavlja jedan od
najznacajnijih parametara kvaliteta vina. SadrZaj etanola u ispitanim vinima od §ljive nalazi se u
opsegu 6,32-7,85% v/v, pri ¢emu je minimalan sadrzaj ove komponente utvrden u vinu sorte
Cacanska rana. S obzirom da je analizom hemijskog sastava ispitivanih ljiva (tabela 4.2.) kod
ove sorte utvrden najmanji sadrzaj fermentabilnih Secera, dobijeni retultat se moze smatrati
o¢ekivanim. Sa druge strane, mogu se zapaziti neznatne razlike u sadrzaju etanola u vinima sorti
Cacanska lepotica i PoZegaca, i pored statisticki znacajno (p<0,05) veceg sadrzaja ukupnih
fermentabilnih Secera kod sorte PoZegaca. Nepostojanje statisticki znacajne razlike u sadrzaju
etanola moguce je objasniti prisustvom znacajno (p<0,05) veée koli¢ine neprevrelog Secera (2,1
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g/l) u vinu sorte PoZegata u odnosu na Cac¢ansku lepoticu (1,0 g/1), ali i razli¢itom aktivnoséu
kvasca tokom fermentacije ova dva vina. Poredenja radi, sadrZaj etanola u vinima od jabuke
(sajder) i kruske (peri) nalazi se u opsegu 1,5-8,5% v/v (Jarvis, 1996), dok u vinima od manga on
iznosi 6,5-8,5% v/v (Reddy i Reddy, 2005).

Malo, statisticki neznac¢ajno, smanjenje vrednosti pH u odnosu na polaznu sirovinu
registrovano je u vinima sve tri sorte Sljive i moze se pripisati uticaju Kiselina koje nastaju kao
nusprodukti fermentacije. Najveca koncentracija isparljivih kiselina odredena je u vinu sorte
PozZegaca (0,8 g/1), dok je u slu¢aju vina druge dve sorte ova vrednost bila zna¢ajno niza i nije se
medusobno statisticki (p<0,05) razlikovala. Kvasci tokom alkoholne fermentacija Sire i kljuka od
grozda uobicajeno produkuju 0,3-0,4 g/l isparljivin Kiselina u vinu, kao nusprodukata
fermentacije (Ribéreau-Gayon i sar., 1999). Nesto vece koli¢ine ovih kiselina u vinu sorte
Pozegaca mogu biti posledica razgradnje neprevrelog Seéera i glicerola aktivno$¢éu anaerobnih
bakterija mle¢ne kiseline ili oksidacije etanola pod dejstvom bakterija siréetne kiseline.
Zoecklein i sar. (1999) isticu da medu isparljivim kiselinama dominira siréetna kiselina (preko
90%), a da je prag senzorne detekcije ove kiseline 0,7-1,1 g/l. Sadrzaj isparljivih kiselina od 0,8
g/l nije se negativno odrazio na senzorna svojstva vina od sorte Pozegaca. Vina proizvedena od
ispitivanih sorti §ljive karakteriSu znacajne (p<0,05) razlike u sadrzaju ukupnih kiselina (6,7-8,5
g/l). Najvisi sadrzaj ukupnih kiselina odreden je u vinu sorte Caéanska rana, a najmanji u vinu
PoZegace, $to je 1 ocekivano s obzirom na znacajno razlicite epohe sazrevanja ove dve sorte.
Sadrzaj jabucne i limunske kiseline u proizvedenim vinima nije se znacajnije promenio tokom
fermentacije u odnosu na njihov sadrzaj u polaznom soku od $ljive (tabela 4.2.). Utvrdene
koli¢ine organskih kiselina uti¢u pozitivno na senzorne karakteristike vina, doprinoseci osecaju
svezine | reskosti. Ispitujuci fizi¢ko-hemijske karakteristike voénih vina od breskve, tresnje,
maline i kupine, Bish (2011) je utvrdio da se vrednost pH ovih vina nalazi u opsegu 3,0-3,4, dok
je sadrzaj ukupnih kiselina iznosio od 4,75 g/l (vino od tresnje) do 9,6 g/l (vino od maline),
izrazeno na jabuc¢nu kiselinu. Analizom vina od razliitih sorti manga utvrdene su sledece
vrednosti pokazatelja kvaliteta: pH (3,6-4,0), sadrzaj ukupnih kiselina (6,1-8,2 g/1, izrazeno na
jabuénu kiselinu) i sadrzaj isparljivih kiselina (0,07-1,3 g/l, izrazeno na siréetnu kiselinu) (Reddy
i Reddy, 2005).

Koncentracija metanola u vinima se statisti¢ki znac¢ajno (p<0,05) razlikovala u zavisnosti
od upotrebljene sorte $ljive, i kretala se u opsegu 658-735 mg/l. Sadrzaj i stepen esterifikacije
pektinskih materija u polaznoj sirovini direktno je uticao na koncentraciju metanola u vinima.
Najve¢a koncentracija metanola je tako odredena u vinu sorte Calanska rana koju ujedno
karakteriSe i najveci sadrzaj i stepen esterifikacije pektina. Koncentracija metanola u vinu sorte
Pozegada znadajno je veéa u odnosu na vino Cacanske lepotice, i pored statisticki neznacajne
razlike u sadrzaju pektina i znatno manjeg stepena esterifikacije ovih materija. ObjaSnjenje
ovakvih rezultata moguce je potraziti u razlicitoj aktivnosti pektin metil esteraze ove dve sorte.
Literatura isti¢e poviSene koncentracija metanola u voénim vinima od jabuke (445 mg/l), kruske
(691 mg/l), tresnje (335 mg/l), Sljive (504 mg/1) (Francot i Geoffroy, 1956) i manga (530 mg/l)
(Reddy i Reddy, 2005).
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Glicerol je neisparljivi sastojak vina, bez aromati¢nih svojstava, koji znatno doprinosi
kvalitetu vina dajuci slast i puno¢u ukusa. Sadrzaj ovog jedinjenja je narocito vazan za punocu i
harmonic¢nost ukusa vo¢nih vina s obzirom na znacajno nizi sadrzaj ekstrakta, alkohola i,
najcesce, veci sadrzaj kiselina u odnosu na vina od grozda. Statisti¢ki znacajne razlike u sadrzaju
glicerola su odredene u vinima razlicitih sorti §ljive. Maksimalan sadrzaj ovog jedinjenja utvrden
je kod vina sorte Cacanska lepotica (6,2 g/l). Koli¢ina glicerola u vinu od 3ljive je, uglavom,
nesto niza nego u vinu proizvedenom od grozda (4-9 g/l) (Rankine i Bridson, 1971), manga (6,0-
8,4 g/l) (Reddy i Reddy, 2011) i maline (6-10 g/l) (Duarte i sar., 2010). Vece koncentracije
glicerola nastaju u podlogama sa visim sadrzajem glukoze (Radler i Schiitz, 1982).

Vino od $ljive karakteriSe i znaCajan sadrzaj mineralnih materija. Sadrzaj pojedinih
makro- i mikrolemenata u vinu je vazan zbog njihovog zdravstvenog uticaja, uloge u stabilnosti
vina i moguceg toksikoloskog rizika (Frias i sar., 2002). Profil mineralnih materija vina
predlozen je, takode, kao moguci ,,0otisak prsta” (fingerprint) koji bi mogao da se Koristi za
karakterizaciju vina na osnovu njihovog geografskog porekla (Taylor i sar., 2003).
Najdominantniji makroelement u ovim vo¢nim vinima je kalijum, dok su, u manjoj meri, prisutni
kalcijum, magnezijum i, naroc¢ito natrijum. Najvisi sadrzaj K i Mg odreden je u vinu sorte
Caganska rana. Vino sorte Calanska lepotica karakteriSe najvisi sadrzaj Na, ali i izrazito niza
vrednost sadrzaja K, u poredenu sa vinima druge dve sorte. Takode, vino sorte Pozegaca se
izdvaja po nesto ve¢em sadrzaju Ca (96 mg/l). Najzastupljeniji mikroelementi u ispitanim vinima
su gvozde, cink i bakar, i njihov sadrzaj se zna¢ajno razlikuje u zavisnosti od upotrebljene sorte
$ljive. Najvisi sadrzaj Fe, Zn i Cu odreden je u vinu sorte Ca¢anska lepotica (6,52 mg/l, odnosno
1,36 mg/l i 0,13 mg/l). Sadrzaj Cu je na granici detekcije primenjene metode u vinima sorti
Cacanska rana i PoZegada. Voéna vina, generalno sadrZe sli¢ne koli¢ine mineralnih elemenata
kao vina od grozda (Taylor i sar., 2003). Bhutani i Joshi (1995) u svom radu isti¢u prose¢an
sadrzaj mineralnih elemenata (mg/l) u vinima od $ljive sorte Santa Rosa (Prunus domestica): K —
2000, Ca — 160, Mg — 36, Na — 40, Fe — 24, Zn — 2, Cu — 0,4. Moze se uociti da vino pomenute
sorte Sljive karakteriSe slican sadrzaj K, Zn i1 Cu, vi$i sadrzaj Ca, Na i Fe, kao 1 nizi sadrzaj Mg, u
poredenju sa vinima od sorti domace $ljive ispitanim u ovoj disertaciji. Rupasinghe i Clegg
(2007) analizirali su sastav mineralnih elemenata u vinima od groZda (sorte Kaberne sovinjon 1
Sardone), borovnice, maline, crne ribizle, brusnice, tre$nje i jabuke. Autori isticu da je K
najdominantniji element u svim ispitanim vinima i da je njegov najvisi sadrzaj odreden u vinu od
crne ribizle (1201 mg/l). Nivo kalcijuma se kretao u opsegu 62-108 mg/l, izuzev u slucaju vina
od brusnice kod koga je zabeleZen znacCajno visi sadrzaj ovog elementa (643 mg/l), Najvisi
sadrzaj Mg odreden u vinima od grozda (108-349 mg/l) dok se u slu¢aju voénih vina on kretao u
opsegu 38-82 mg/l. Sadrzaj Na je bio priblizan u svim ispitanim vinima (31-63 mg/l).
Poredenjem rezultata autora Rupasinghe i Clegg (2007) sa rezultatima do kojih se doslo u ovoj
doktorskoj disertaciji, moZe se uociti da vino od sorti domace §ljive karakteriSe znacajno visi
sadrzaj K, sli¢an sadrzaj Ca i Mg i znacajno nizi sadrzaj Na.
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4.5. Fenolna jedinjenja i hromatske karakteristike vina od Sljive

Fenolna jedinjenja spadaju medu najvaznije komponente vina koje se direktno vezuju, ne
samo, za organolepticke karakteristike vina (boju, astringenciju i gor¢inu), ve¢ i za brojna
fizioloska svojstva koja imaju pozitivan uticaj na zdravlje ljudi (smanjenje rizika od
kardiovaskularnih i neurodegenerativnih oboljenja, dijabetesa itd). Ova jedinjenja se smatraju
najjacim i najaktivnijim antioksidantima vina (Ribéreau-Gayon i sar., 1999). Najvazniji faktori
koji uti¢u na koli¢inu fenolnih jedinjenja u vinu su njihov sadrzaj u polaznoj sirovini (grozdu,
vocu), upotrebljen postupak vinifikacije 1 promene (transformacije) do kojih dolazi tokom
starenja vina (Gomez-Plaza i sar., 2000; Castillo- Sanchez i sar., 2006). Slobodni (monomerni)
antocijani, ekstrahovani iz pokozice grozda odgovorni su za boju mladih crvenih vina (Boulton,
2001). S obzirom da slobodni antocijani nisu stabilni, reakcije kopigmentacije su od presudne
vaznosti za kvalitet i stabilnost boje. Stabilnost boje narocito zavisi od reakcija kondenzacije sa
flavan-3-olima i proantocijanidolima, kao i od formiranja piranoantocijana (Ribéreau-Gayon i
sar., 1999). Vo¢na vina od visnje, borovnice, kupine, crne ribizle ¢esto karakteriSe visi sadrzaj
ukupnih fenola i antocijana u odnosu na crveno vino (Heinonen i sar., 1998; Sanchez-Moreno i
sar., 2003; Yildirim, 2006; Buglass, 2011). Dostupna nauc¢na literatura daje jako malo podataka o
hromatskim karakteristikama voénih vina. U tabeli 4.18. prikazani su parametri boje i sadrzaj
najvaznijih grupa fenolnih jedinjenja vina od ispitivanih sorti domace §ljive.

Tabela 4.18. Sadrzaj fenolnih jedinjenja i hromatske karakteristike vina od §ljive

sorta

Parametar Caganskarana  Cacanska lepotica PoZegaca
Hk”p”' fenoli (g/l, kao 1,65 + 0,07° 2,18 + 0,04° 1,88 = 0,05

orogenska kiselina)
Eilgglpi)rr:;;enoli (9/1, kao galna 0,87° 1,16° 1,01°
Flavan-3-oli (mg/l) 86,3+2,3" 198,9 + 4,4° 180,6 + 3,8"
Ukupni antocijani (mg/1) 169,8 +2,1° 187,2+3,7° 173,3 + 6,2°
Monomerni antocijani (mg/I) 96,9 +2,5° 95,4 +4,1° 111,7 £3,3°
Intenzitet boje 0,58° 0,73 0,61°
Nijansa boje 0,81° 0,85 1,22°
Udeo zute boje, A (%) 40° 477" 43,9%
Udeo crvene boje, Asy (%) 47,3° 38,9° 42,6%
Udeo plave boje, Aszo (%) 12,78 13,4° 13,5°
Oblik spektra, dA (%) 95? 93° 95°%
%CA (%) 16,4° 4,9° 36,7°
%FA (%) 33,7° 46,6 31,9°
%HS (%) 16,8" 11,3 17,6

%CA (%) - frakcija boje usled kopigmentacije; %FA (%) - frakcija boje usled slobodnih antocijana; %HS
(%) - hemijska starost;
ab.¢ razlicita slova u okviru istog reda oznacavaju statisticki znacajne razlike medu vrednostima (p<0,05).
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Sadrzaj ukupnih fenola i flavan-3-ola u vinima statisticki zna¢ajno (p<0,05) se razlikovao
u zavisnosti od upotrebljene sorte §ljive. Posmatranjem rezultata prikazanih u tabeli 4.18. zapaza
se visok sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja (1,65-2,18 g/1), izraZzenih kao hlorogenska kiselina.
Vino sorte Caganska lepotica karakteriSe najvisi sadrzaj ukupnih fenola. Izrazavanje sadrZaja
ukupnih fenola preko hlorogenske kiseline predlozeno je u literaturi (Chun i Kim, 2004), s
obzirom da je re¢ o jednoj od najzastupljenijih fenolnih komponenti §ljive. Sa druge strane, kod
vina od grozda, ali i mnogih vo¢nih vina, opste je prihvac¢eno izrazavanje ukupnih fenola preko
galne kiseline, kao najdominantnijeg predstavnika ove grupe jedinjenja u grozdu. Kako bi se
omogucilo poredenje sadrzaja ukupnih fenola vina od $ljive sa literaturnim podacima o sadrzaju
ovih jedinjenja u drugim vinima, rezultati dobijeni u ovom radu su iskazani preko obe pomenute
kiseline. Heinonen i sar. (1998) istiCu da se sarzaj ukupnih fenola u voénim vinima od crne
ribizle, borovnice, brusnice, jagode i jabuke nalazi u opsegu 260-1800 mg/l, kao ekvivalent galne
kiseline. Uporeduju¢i parametre kvaliteta vina od grozda i drugog voca dostupnih na trzistu
Kanade, Rupasinghe i Clegg (2007) su utvrdili da je sadrzaj ukupnih fenola u vinu od $ljive
znacajno manji u odnosu na crveno vino (Kaberne sovinjon) i vina od borovnice, maline, crne
ribizle i brusnice, a veéi u odnosu na vina od breskve, krugke i jabuke i belo vino sorti Sardone i
Rizling. Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u vinu od $ljive analiziranom u radu pomenutih
autora (555 mg/l, kao ekvivalent galne kiseline) zna¢ajno je manji u odnosu na rezultate do kojih
se doslo za vina od sorti domace $ljive (870-1160 mg/l), prikazanim u tabeli 4.18. Uoceno
neslaganje rezultata moze biti posledica upotrebe razli¢itih sorti §ljive, kao i razli¢itog postupka
vinifikacije, s obzirom da postupci proizvodnje voénih vina €esto ukljucuju razblazenje kljuka
vodom tokom faze primarne prerade. Joh (2007) istice da sadrzaj fenolnih jedinjenja u gotovom
vinu od kupine (1670-2150mg/l) predstavlja oko 26% koli¢ine ovih jedinjenja odredenih u
svezem plodu, oko 73% koli¢ine odredene u soku nakon presovanja i oko 87% koli¢ine prisutne
u vinu pre pretakanja. Isti autor naglasava i da je gotovo vino od kupine zadrzalo oko 1% od
ukupne koli¢ine antocijana u svezem plodu. Vino sorte Cadanska lepotica sadrzi i najvece
koli¢ine ukupnih antocijana (187,2 mg/l) i flavan-3-ola (198,8 mg/l). Najvec¢i udeo monomernih
u ukupnim antocijanima (65%), kao i najvisi sadrzaj ove frakcije antocijana (111,7 mg/l),
odredeni su u vinu sorte Pozegaca. Poredenja radi, sadrzaj ukupnih antocijana u vinu od kupine
iznosi 135-165 mg/l (Mudni¢ i sar., 2011), a u penusavom vinu od $ljive 110-120 mg/l (Joshi i
sar., 1999). Intenzitet boje vina od §ljive naizrazeniji je kod vina sorte Cac¢anska lepotica, dok
vino PoZegaGe karakteriie najveéa vrednost nijanse boje. Vino sorte Cadanska rana odlikuju
najmanje vrednosti intenziteta i nijanse boje, kao i najveci udeo crvene boje spektra (47,3%).
Intenzitet boje crvenih vina od grozda se krec¢e od 0,3 do 1,8, u zavisnosti od upotrebljene sorte i
tipa vina koji se proizvodi. Nijansa boje se u mladim crvenim vinima nalazi u opsegu 0,5-0,7,
dok proces starenja vodi povecanju vrednosti ovog parametra (1,2-1,3) (Ribéreau-Gayon i sar.,
1999). Van Balen (1984) istice da je ckstrakcija pigmenata iz pokozice grozda pre, tokom i
nakon fermentacije vina daleko od potpune (prose¢no oko 30-40%). Moze se uociti da kod sorti
Cacanska lepotica i Pozega¢a najdominantniji uticaj na boju vina imaju Zuti tonovi (43,9-47,7%),
dok je kod Cadanske rane registrovan najveéi udeo crvenih tonova. Oblik spektra (svetlo¢a) (93-
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95%) i udeo plave boje (12,7-13,5%) nisu se znacajno razlikovali kod proizedenih vina od §ljive.
Visoka vrednost oblika spektra ukazuje na dominantnost crvene boje u mladom vinu (Ribéreau-
Gayon i sar., 1999). Frakcija boje vina usled kopigmentacije zna¢ajno se razlikovala u zavisnosti
od sorte Sljive. Najveci uticaj kopigmentacije na boju vina zabelezen je kod vina sorte Pozegaca.
Sa druge strane, izrazit doprinos visokog udela slobodnih antocijana (46,6%) karakterise boju
vina sorte Caganska lepotica. Takode, hemijska starost ovog vina (11,3%) je zna¢ajno manje
izrazena nego u slucaju vina druge dve sorte $ljive (16,8-17,6%). Vrednosti indeksa hemijske
starosti mladih vina su najcesc¢e u opsegu 2-20%. Ubrzan porast vrednosti ovog parametra boje
tokom odleZavanja ukazuje da konkretno vino nema potencijal dugog starenja, odn. stabilnosti
boje. Yildirim (2006) je u svom radu poredio hromatske karakteristike vo¢nih vina od borovnice,
kupine, crnog duda, maline, jagode, visnje, dunje, jabuke i kajsije, i tom prilikom utvrdio da vino
od borovnice karakteriSe najveci intenzitet boje, udeo zutih, crvenih i plavih tonova boje (As
(%)) i udeo polimernih pigmenata.

Karakterizacija vina od sorti domace $ljive izvrSena je i utvrdivanjem kvalitativnog i
kvantitativnog sastava najvaznijih fenolnih jedinjenja, upotrebom visoko-performansne tecne
hromatografije (HPLC). Kako bi se procenio uticaj razliitih ekoloskih ¢inioca (mikroklima,
zemljiSte) na sastav i sadrzaj pojedininh polifenola, u ovom delu istrazivanja, za proizvodnju
vina su koristene $ljive sorte Pozegaca sa dva dodatna lokaliteta. Sadrzaji identifikovanih
komponenti prikazani su u tabeli 4.19.

Tabela 4.19. HPLC analiza fenolnih jedinjenja vina od sorti domace §ljive, (mg/l)

e .. Cacanska Cacanska T R— .y *
Fenolno jedinjenje rana lepotica Pozegata| PozegaGall  Pozegaca III
Cljanidin-3- 0,41 - 1,87 2,48 -
glukozid
Peonidin-3- 0,22 0.4 24,44 29,23 61,6
glukozid
Cijanidin-3- 97,2 8.4 21,6 25 47 9,89
rutinozid
Peonidin-3- 0,47 9,35 0,67 0,75 13
rutinozid
Hlorogenska 211 12,92 2,09 2,56 3,22
kiselina
Vanilinska 7.62 15,81 ; ; 1,25
kiselina
Kafena kiselina 5,4 11,86 1,48 1,19 1,32
Benzoeva kiselina 0,74 5,19 2,63 7,42 11,35
p-kumarinska 584 482 57 ) )
kiselina ' ' '
Katehin - 9,59 14,91 14,67 19,65
Rutin 3,8 21,07 3,51 9,85 10,48
Kvercetin 0,94 0,66 - 1,15 1,52
Kemferol 0,35 - 0,84 0,38 -
“oznake I, I1'i 111 predstavljaju uzorke sljive sa tri razli¢ita lokaliteta.
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HPLC analizom vina od sorti domace §ljive i upotrebom dostupnih standarda, utvrdeno je
prisustvo 13 polifenolnih komponenti (8 flavonoida i 5 fenolnih kiselina). Koncentracije galne,
siringinske i t-cimetne Kkiseline, kao i resveratrola, piceida, naringenina i hesperetina u
proizvedenim vinima od $ljive bile su ispod granica detekcije primenjene metode. Prisustvo
peonidin-3-glukozida, cijanidin-3-rutinozida, peonidin-3-rutinozida, hlorogenske kiseline, kafene
kiseline i rutina detektovano je u svim ispitanim vinima, dok je prisustvo ostalih fenolnih
jedinjenja karakteristika pojednih sorti ili lokaliteta uzgajanja. U proizvedenim vinima znacajno
Se po svom sadrzaju isticu dva antocijana, peonidin-3-glukozid i cijanidin-3-rutinozid. Ovakve
rezultate potvrduje sopStenje autora Walkowiak-Tomczak (2008) koji istice da su cijanidin-3-
Malvidin-3-glukozid, petunidin-3-glukozid i delfinidin-3-glukozid nisu detektovani u vinima od
Sljive. Najdominantnije fenolne kiseline u vinima od sljive su hlorogenska i vanilinska. Sadrzaji
kvercetina i kemferola u vinima su ispod 1 mg/l. Znacajno visi sadrzaj ova dva jedinjenja (do
19,4 mg/l, odnosno 3,3 mg/l) karakteristi¢an je za crveno vino i vina od crne ribizle i jagode
(Dey i sar., 2009). Vino sorte Cacanska rana karakterie relativno visoka koncentracija cijanidin-
3-rutinozida (97,2 mg/l), niske koncentracije peonidin-3-glukozida (0,22 mg/l) i benzoeve
kiseline (0,74 mg/l), i odsustvo katehina. Sadrzaj peonidin-3-rutinozida, fenolnih kiselina (izuzev
p-kumarinske) i rutina zna¢ajno je vi§i u vinu sorte Ca¢anska lepotica, u odnosu na vina ostale
dve sorte. Najvaznije karakteristike vina sorte Pozegaca su visoki sadrzaji peonidin-3-glukozida
(24,44 mg/l) i katehina (14,91 mg/l), kao i odsustvo vanilinske kiseline i kvercetina. Kvalitativni
i kvantitativni sastav polifenola u vinu sorte Pozegaca znacajno se razlikovao u zavisnosti od
lokaliteta na kome su $ljive uzgajane. Najuocljivije razlike su bile prisutne po pitanju sadrzaja
peonidin-3-glukozida, cijanidin-3-rutinozida, benzoeve kiseline i rutina. Sa druge strane,
znacajnijih razlika u sadrzaju peonidin-3-rutinozida, hlorogenske i kafene kiseline u vinima od
$ljiva sa razli¢itih lokaliteta nije bilo. Sljive sa lokaliteta I i II dale su vina sa najmanjim
razlikama u sastavu i sadrzaju polifenola. Znacajnije razlike izmedu ova dva vina prisutne su
samo po pitanju sadrzaja benzoeve i p-kumarinske kiseline. Vino sorte Pozegaca sa lokaliteta 11
odlikuje najvisi sadrzaj peonidin-3-glukozida (61,6 mg/l), benzoeve kiseline (11,35 mg/l) i
katehina (19,65 mg/l), ali i najnizi sadrzaj cijanidin-3-rutinozida (9,89 mg/l). p-kumarinska
kiselina odredena je samo u vinu sa lokaliteta I, a vanilinska kiselina u vinu sa lokaliteta III.
Razlike u kvalitativnom i kvantitativnom sastavu polifenola u proizvedenim vinima od $ljive
(tabela 4.19.) i vinima od grozda i visnje (Panteli¢ i sar., 2014) jasno se mogu uociti. Vino od
Sljive uglavnom sadrzi vece koli¢ine hlorogenske kiseline, katehina i rutina u odnosu na druga
grozda. Jedini antocijanin koji je detektovan u vinima od sve tri vrste voca je cijanidin-3-
glukozid. Najdominantniji antocijanin u vinima od $ljive i visnje je cijanidin-3-rutinozid, a oba
vina karakteriSe i prisustvo peonidin-3-glukozida i peonidin-3-rutinozida. Acetilglukozid i
kumarilglukozid derivati malvidina, cijanidina, peonidina, petunidina i delfinidina detektovani su
samo u vinima od grozda (Panteli¢ i sar., 2014).
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4.6. Ispitivanje funkcionalnih karakteristika vina od S$ljive

4.6.1. Antiradikalska aktivnost

Antiradikalska aktivnost vina od sorti domace §ljive na stabilene DPPH" (1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil) radikale ispitana je spektrofotometrijski pomo¢u DPPH metode. U svom
slobodnom, radikalnom obliku, DPPH" ima apsorpcionu traku na 515 nm koja se smanjuje u
prisustvu antioksidativnih komponenti. Hemijska struktura stabilnog DPPH’ radikala prikazana
je naslici 4.15.

MOy,

MO,
Slika 4.15. Hemijska struktura stabilnog DPPH’ radikala

Razli¢itim hemijskim transformacijama antioksidanti redukuju DPPH" radikale u
neradikalski DPPH-H oblik. Mehanizam antiradikalskog delovanja fenolnih jedinjenja prema
ovim radikalskim vrstama zasniva se na njihovoj sposobnosti da otpuste H-atom i tako formiraju
stabilni aroksil radikal, koji u reakciji sa DPPH" radikalom dovodi do formiranja stabilnog
jedinjenja (Kurechi, 1983). Opisane hemijske promene mogu se pratiti spektrofotometrijski,
praéenjem promene boje od ljubicaste do zute, ili ESR (elektron spin rezonantnom)
spektrometrijom tj. direktnim merenjem koncentracije DPPH" radikala. Sadrzaj ukupnih fenolnih
jedinjenja, antocijana i flavan-3-ola i antiradikalska aktivnost na DPPH" radikale vina od $ljive
prikazani su u tabeli 4.20.

Tabela 4.20. Sadrzaj fenolnih jedinjenja i antiradiklaska aktivnost analiziranih vina od $ljive

Ukupni Ukupni Flavan-3-oli DPPH*

fenoli (g/)  antocijani (mg/l) (mg/l) ICso (MI/ml)
g?;;a}?ka 1,65+0,07°  171,8+2,1° 86,3+£23"  0,2+0,02°
f;?]‘;aﬂika 1724005 1788+52®  855+34% 0,17+ 0,00%
Cacanska 5 10, goac 1872437 198,9+44°  0,1+0,02°
Igpotlca I
CaCanska 5014 0g°  1046+64°  1789+56°  013+0,01°
lepotica Il

Pozegatal  1,88+0,05°  173,3+6,2° 180,6 +3,8° 0,21 +0,02°
Pozegada ll  1,73+0,11° 168 +2,5° 169,7+4,8° 0,23 +0,00

a,b,C

razlicita slova u okviru istog reda oznacavaju statisticki znacajne razlike medu vrednostima
(p<0,05); Oznake I i II se odnose na uzorke §ljive sa dva razli¢ita mikrolokaliteta.
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Analizirana su vina proizvedena od sorti domace §ljive sa dva razli¢ita mikrolokaliteta, u
cilju potpunije karakterizacije njihovog antioksidativnog potencijala. Vrednosti kapaciteta
hvatanja slobodnih radikala (RSC, %), koriStene su za odredivanje ICsq vrednosti (ml/ml) vina, te
stoga nisu direktno prikazane u radu.

Sva analizirana vina od §ljive pokazala su znacajnu antiradikalsku aktivnost (1Csq 0,1-
0,23 ml/ml). Kapacitet hvatanja slobodnih radikala (RSC (%)) ispitivanih vina iznosio je
maksimalnih 100%, a visoke vrednosti ovog pokazatelja antiradikalske aktivnosti zabeleZene su 1
u sluéaju analiziranih vina prvobitno razblazenih dva puta (RSC 80-93%). Vina sorte Ca¢anska
lepotica, proizvedena od S$ljiva sa oba mikrolokaliteta, karakteriSu najveéi sadrzaj ukupnih
fenolnih jedinjenja, antocijana i flavan-3-ola i najnize 1Csy vrednosti (najviSa antiradikalska
aktivnost). Znacajno (p<0,05) niZa sposobnost neutralizacije DPPH" radikala utvrdena je kod
vina od druge dve sorte ljive. Vina sorte Ca¢anska rana i PoZegata ne pokazuju razlike u
antioksidativnom potencijalu i pored znac¢ajne razlike u sadrzaju ukupnih fenola i flavan-3-ola.
Razlike u sadrzaju ukupnih fenolnih jedinjenja kod vina od $ljiva sa razli¢itih mikrolokaliteta
nisu prouzrokovale razlike u antiradikalskoj aktivnosti, sto se moze primetiti u slu¢aju vina sorte
Pozegaca (tabela 4.20). Literaturni podaci isti¢u i slucajeve gde vina ¢iji se sadrzaj ukupnih
fenola statisticki znaCajno ne razlikuje karakteriSe razli¢it antioksidativni potencijal
(Atanackovi¢, 2012). Antiradikalska aktivnost fenolnih jedinjenja znacajno zavisi od njihove
strukture (broja i polozaja hidroksilnih grupa).

Rezultati brojnih istrazivanja (De Beer i sar., 2003; Rupasinghe i Clegg, 2007;
Radovanovi€ 1 sar., 2009; Puskas, 2010) dokazali su visok stepen pozitivne korelacije sadrzaja
fenolnih jedinjenja i1 antioksidativnog potencijala vina izrazenog preko kapaciteta hvatanja
slobodnih radikala (RSC, %). Korelaciona analiza pokazala je znacajnu (p<0,05) negativnu
linearnu korelaciju (r=-0,828) izmedu sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja i 1Csq vrednosti (slika
4.16.) kod proizvdenih vina od $ljive. Negativan predznak keoeficijenta pravca u dobijenom
regresionom modelu ukazuje da se pri porastu koncentracije fenolnih jedinjenja 1Cso vrednost
smanjuje, tj. da se antiradiklaska aktivnost vina povecava. Znacajna pozitivna linearna korelacija
izmedu antioksidativnog potencijala i sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja utvrdena je i kod
voénih vina od §ljive, kruske, jabuke, kajsije, maline, borovnice, kupine, dunje, jagode i viSnje
(Yildirim, 2006; Rupasinghe i Clegg, 2007; Zhuang i sar., 2011). Analizom korelacije izmedu
sadrzaja ukupnih antocijana i ICsy vrednosti utvrden je jos veci stepen kvantitativnog slaganja
izmenju promenjivih nego sto je to slucaj sa sadrzajem ukupnih fenola. Vrednost koeficijenta
linearne korelacije r=-0,905 ukazuje da postoji jaka negativna korelaciona veza izmedu sadrzaja
ukupnih antocijana i ICsy vrednosti, tj. da je u slucaju vina sa veé¢im sadrzajem antocijana
potrebna njegova manja zapreminska koncentracija za neutralizaciju 50% DPPH" radikala.
Radovanovi¢ 1 sar. (2009) su, takode, potvrdili znacajnu korelaciju izmedu sadrzaja antocijana 1
sposobnosti neutralizacije DPPH’ radikala. Sa druge strane, izmedu sadrzaja flavan-3-ola i I1Csg
vrednosti utvrden je veoma slab stepen linearne korelacije (r=-0,323), pa stoga vina sa veéim
sadrzajem ovih jedinjenja ne karakteriSe i veci antioksidativni potencijal. Na osnovu rezultata
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korelacione analize moze se zakljuciti da se vina sa ve¢im sadrZajem ukupnih fenola i antocijana,
stoga, mogu smatrati boljim antioksidansima. Puskas$ (2010) u svom radu visok antioksidativni
potencijal vina proizvedenih sa dodatkom semenki objas$njava poveéanim sadrzajem fenolnih
jedinjenja (pre svega flavan-3-ola) u odnosu na kontrolna vina. Slab uticaj flavan-3-ola na
antiradikalsu aktivnost vina od $ljive, u poredenju sa vinom od grozda, moze se objasniti
razlicitim sastavom i sadrzajem ovih jedinjenja u polaznoj sirovini.

a 0,25

0,2
0,15
0,1 \

0,05

ICs0 (ml/ml)

0 T T 1
1 1,5 2 2,5

y =-0,1997x + 0,546 Ukupni fenoli (g/1)
R%=0,6855

b 0,25
0,2 \’

0,15

ICs0 (ml/ml)

0,05

O T T T T 1
150 160 170 180 190 200
y =-0,0045x + 0,9714 Ukupni antocijani (mg/l)
R?=0,8188

C 0,25

0,2 0\’
*

0,15

0,1 4

ICs0 (ml/ml)

0,05

0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250

y = -0,0003x + 0,2213 Flavan-3-oli (mg/l)
RZ = 0,1042

Slika 4.16. Korelacija izmedu antiradikalske aktivnosti vina i a) ukupnih fenola, b) ukupnih
antocijana i c¢) flavan-3-ola.
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Vrednosti koeficijenta determinacije (R?), prikazane na slici 4.16, pokazuju procenat
ukupnih varijacija antiradikalske aktivnosti (odnosno ICsy vrednosti) koje se mogu objasniti
posmatranim faktorom fenolnog sastava vina. Vrednost R?=0,8188 ukazuje da je priblizno 82%
ukupnih farijacija antiradikalske aktivnosti objasnjeno sadrzajem ukupnih antocijana, a 18% je
rezultat drugih uticaja. Slicno tumacenje se moze izvesti i u sluCaju uticaja sadrzaja ukupnih
fenola i flavan-3-ola na antiradikalsku aktivnost vina od $ljiva, s tim da je u slucaju sadrzaja
flavan-3-ola dobijena vrednost koeficijenta determinacije veoma niska (R* = 0,1042).

Razlike u antioksidativnom potencijalu vina zavise viSe od koncentracije pojedinih
fenolnih jedinjenja nego od sadrzaja ukupnih fenola. Sadrzaj pojedinih fenolnih jedinjenja
razli¢ito korelira sa antiradikalskom aktivnos$cu, pa je, stoga, i njihov doprinos antioksidativnom
potencijalu vina razli¢it. NajizraZeniju aktivnost u pogledu hvatanja slobodnih radikala imaju
galna, taninska, kafena i ferulna kiselina, kvercetin, rutin, kao i pojedine frakcije antocijana (de
Gaulejac i sar., 1999; Sanchez-Moreno i sar., 1999). Vino od sljive karakterisu upravo znacajne
koncentracije nekih od ovih jedinjenja (kafena kiselina, kvercetin, rutin, cijanidin-3-rutinozid)
(tabela 4.19). Dobijeni rezultati idu u prilog istrazivanjima koja isticu vecu antiradikalsku
aktivnost vina od §ljive u odnosu na neka druga voéna vina (jabuka, kruska, breskva, tresnja,
malina) (Rupasinghe i Clegg, 2007). Vece antiradikalsko delovanje antioksidanti vina ispoljavaju
u kombinaciji (sinergisti¢ko dejstvo), nego svaki pojedina¢no (Meyer i sar., 1997).

4.6.2. Antimikrobna aktivnost

S obzirom na brojne literaturne podatke koji ukazuju na znacajnu antimikrobnu aktivnost
vina prema velikom broju patogenih mikroorganizama, ispitano je dejstvo proizvedenih vina od
sorti domace S§ljive prema odabranim sojevima Gram-negativnih bakterija (Salmonella
typhimurium, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa), Gram-pozitivnih bakterija
(Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes) i kvasaca (Saccharomyces
cerevisiae i Candida albicans). Sa druge strane, relativni doprinos razli¢itih aktivnih komponenti
vina njegovoj ukupnoj antimikrobnoj aktivnosti ni danas nije potpuno razjasnjen. Kako bi se
razdvojio uticaj polifenola vina, sadrzaja etanola, sadrzaja SO», sadrzaja kiselina i1 vrednosti pH
od uticaja drugih sastojaka vina, antimikrobno delovanje netretiranih uzoraka vina od $ljive
uporedeno je sa delovanjem odgovarajuéih uzoraka vina iz kojih su uklonjeni alkohol i SO, (A;-
3) 1 uzoraka iz kojih je uklonjen najveci deo fenolnih jedinjenja (FB1.3). Kao kontrolni uzorci za
ocenu antimikrobnog dejstva pojedinih sastojaka vina koriSteni su jos i 8% Vv/v rastvor etanola
(Ket), rastvor jabucne i sir¢etne kiseline podesen na pH 3,6 (Kyn) i rastvor kalijum metabisulfita
(koncentracija SO, 20 mg/l) (Kso,), kao i fosfatni pufer (pH 7,0) koji je koriSten za pripremu
uzorka Kpn. Sastav pripremljenih kontrolnih uzoraka reprezentuje realne vrednosti datih
parametara u testiranim vinima od §ljive.

Antimikrobna aktivnost vina od §ljive i kontrolnih uzoraka, izrazena kao precnik zone
inhibicije (mm) prikazana je u tabeli 4.21.
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Tabela 4.21. Antimikrobna aktivnost vina od §ljive i kontrolnih uzoraka, izrazena kao pre¢nik zone inhibicije, (mm)

Test Uzorci
mikroorganizam U, U, Us Ay A, Az FB, FB, FB; K& Ky Ksop pufer
Salmonella 12+0 12+0 13+£0 12+0 13+0 11+£0 12,33 13,33 12,33 nd 1740  nd nd
typhimurium +058 =+058 +1,15
. . 1167 1467 13,33 12,5+
Escherichia coli +058 +058 =058 13£0 171 150 1240 13+0 0.75 nd 17+1 nd nd
Pseudomonas 12,67 13,67 13,67 14,67
aeruginosa 14+0 058 1540 14+1 0,58 13+£0 £058 +0.58 1541 nd 18+0 nd nd
Staphylococcus 13,67 11,67 12,67+ 1467 1233+ 14,33
aureus 12£0 g5 16+1 053 153 1058 115 +145 /¥l nd 12+0 nd  nd
. 13,67 13,67 13,33 12,33
Bacillus cereus 1058 <058 15+0 0,58 14+1 14+£1 13+0 14+1 058 nd 12+0 nd nd
Listeria 12,67 13,67
monocytogenes 13£0 110 130 110 120 11+£0 +058 12+0 +058 nd 15+0 nd nd
Saccharomyces 15,33 11,67* 14,67
cerevisiae nd nd nd 058 +058 +058 nd nd nd nd nd nd nd
Candida albicans nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd

nd — nije detektovana zona inhibicije
* - zona redukovanog rasta
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Ispitani netretirani uzorci vina (Ui.3), uzorci iz kojih je uklonjen alkohol i SO, (Aj-3) |
uzorci iz kojih su uklonjeni fenoli (FB;.3) pokazali su antibakterijsku aktivnost prema svim
bakterijskim sojevima. Oko bunarc¢ica pojavile su se Ciste zone inhibicije (slika 4.17.) koje mogu
da ukazu na baktericidno delovanje pomenutih uzoraka. Nije uocena znaCajna razlika u
delovanju medu ispitanim uzorcima (pre¢nik zone inhibicije prose¢no 12-13 mm), kao ni razlika
u osetljivosti/otpornosti Gram pozitivnih i Gram negativnih bakterija, izuzev u slucaju
netretiranog vina od sorte Ca¢anska rana, kod koga je antimikrobno dejstvo prema bakterijama
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus i Bacillus cereus bilo nesto izrazenije (pre¢nik
zone inhibicije od 15 do 16 mm).

Slika 4.17. Zone inhibicije za uzorke vina od §ljive i kontrolne uzorke prema Pseudomonas
aeruginosa (1-U1, 2-U2, 3-U3, 4- Ket, 5-Al, 6-A2, 7-A3, 8-KSO2, 9-FB1, 10-FB2, 11-FB3, 12-
KpH, 13-pufer).

Nepostojanje znacajne razlike izmedu dejstva uzoraka A;.3 | FB;-3 1 njima odgovaraju¢ih
netretiranih vina ukazuje na to da se fenolna jedinjenja, kao i sadrzaj etanola i SO,, ne mogu
smatrati nosiocima antimikrobne aktivnosti vina od sorti domaée §ljive. Vino sorte Ca¢anska
lepotica pokazuje znatno slabije antimikrobno dejstvo od vina sorte Caanska rana i pored
znacajno veceg sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja (tabela 4.18). Sugita-Konishi i sar. (2001) u
svojoj studiji dolaze do istog zakljucka na osnovu rezultata koji ukazuju da vino, kod koga je
sredstvima za bistrenje uklonjena najveca koli¢ina fenolnih jedinjenja, pokazuje skoro istovetna
antimikrobna svojstva kao i netretirano vino. Primenjujuci slican metodoloski pristup u nameri
da ispitaju antimikrobnu aktivnost pojedina¢nih aktivnih sastojaka crvenog vina prema
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alimentarnim patogenima (S. enteritidis i E. coli), Boban i sar. (2010) su utvrdili da najvece
inhibitorno dejstvo na rast bakterija poseduje netretirano crveno vino, pa zatim vino iz koga su
uklonjeni fenoli, vino iz koga je uklonjen etanol, kombinacija rastvora etanola i pufernog
rastvora, puferni rastvor, i na kraju rastvor etanola. S obzirom da se vino iz koga su uklonjeni
fenoli pokazalo najefikasnijim antibakterijskim sredstvom posle netretiranog vina, moglo se
zakljuciti da su nefenolne komponente vina odgovorne za najveéi deo njegove antimikrobne
aktivnosti. Sa druge strane, ovakvi zakljucci nisu u saglasnosti sa rezultatima brojnih studija u
kojima se fenolna jedinjenja smatraju glavnim aktivnim komponentama odgovornim za
antimikrobnu aktivnost vina (Nohynek i sar., 2006; Rodriguez Vaquero i sar., 2007; Gafian i sar.,
2009). Radovanovi¢ i sar. (2009) cak isticu znacajnu linearnu korelaciju izmedu sadrzaja
ukupnih fenolnih jedinjenja (> = 0,83-0,91), sadrZaja monomernih antocijana (r*> = 0,82-0,88) i
antibakterijske aktivnosti prema S. aureus i E. coli.

Prilikom razmatranja antimikrobne aktivnosti fenolnih jedinjenja mora se uzeti u obzir
¢injenica da su ova jedinjenja veoma osetljiva na fizicko-hemijske promene medijuma u kome se
nalaze. Te promene mogu znacajno uticati na njihovu rastvorljivost, precipitaciju i interakcije sa
proteinima, pa samim tim i na njihove biohemijske karakteristike i biolosku aktivnost. Iz ovih
razloga frakcije fenolnih jedinjenja izdvojene iz razlicitih ekstrakata vina u najve¢em broju
slu¢ajeva ne pokazuju antimikrobno dejstvo koje bi demonstrirali u fizicko-hemijskom okruzenju
netretiranog vina.

Kvasci S. cerevisiae i C. albicans pokazali su vecu otpornost prema test uzorcima u
odnosu na bakterije. Prema kvascu Saccharomyces cerevisiae delovanje su ispoljili jedino uzorci
iz kojih je uklonjen alkohol i SO,. Delovanje ovih uzoraka je mikrobiostatsko jer se oko
bunar€ic¢a javljaju zone smanjenog rasta. Najvecu otpornost prema dejstvu ispitanih uzoraka
pokazao je kvasac Candida albicans kod koga zona inhibicije nije detektovana ni u jednoj od
postavljenih proba. Odsustvo antifugalne aktivnosti moze se delimi¢no objasniti ¢injenicom da
su kvasci acidotolerantniji mikroorganizmi od vecine bakterija. lzrazita rezistentnost Candida
albicans potvrdena je i prilikom ispitivanja antimikrobnog delovanja dvanaest ekstrakata ralicitih
vrsta bobicastog voc¢a. Minimalna osetljivost C. albicans utvrdena je samo prilikom primene
ekstrakata maline i jagode (Nohynek i sar., 2006).

Antimikrobno delovanje uzoraka vina iz kojih je uklonjen etanol i SO, ukazuje da nosioci
aktivnosti u vinu od Sljive nisu ova jedinjenja. To potvrduje i izostanak delovanja kontrolnih
uzoraka (etanola i rastvora SO,). Od ostalih kontrolnih uzoraka, pufer nije ispoljio antimikrobnu
aktivnost, dok je Kyy pokazao znacajno antibakterijsko delovanje, ali ne i dejstvo na rast
kvasaca. Antibakterijsko dejstvo kontrolnog uzorka Kpn je narocito izrazeno prema Gram-
negativnim bakterijama (pre¢nik zone inhibicije 17-18 mm). Delovanje K,y prema vecini
bakterija (osim Staphylococcus aureus i Bacillus cereus) bilo je izrazenije u odnosu na uzorke
vina i kontrolne uzorke, $to ukazuje da su kiseline i vrednost pH glavni nosioci antibakterijske
aktivnosti u vinu od $ljive. Ovom zaklju¢ku ide u prilog i ¢injenica da vino sorte Cadanska rana,
koje karakteriSe znacajno visi sadrzaj kiselina, poseduje ve¢u antimikrobnu aktivnost u odnosu
na vina od druge dve sorte. Sorta Cacanska rana sadrzi i najveéu koli¢inu jabuéne kiseline za
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koju je utvrdeno da poseduje najizrazeniji antimikrobni efekat medu organskim kiselinama
(Fernandes i sar., 2007). Harding i Maidment (1996), takode, isti¢u znaCajnu antibakterijsku
aktivnost vina prema patogenim bakterijama (E. coli, Salmonella enteritidis i Shigella sonnei),
ali ne i pufernog rastvora odgovarajuce vrednosti pH (kao u vinima). Do sli¢nog zakljucka dosli
su i Sugita-Konishi i sar. (2001) uporedujuci antibakterijska svojstva vina in vitro i in vivo.
Autori isti¢u odsustvo antibakterijskog dejstva rastvora fosfatnog pufera (pH 3,3), za razliku od
primenjenih uzoraka belog i crvenog vina. Uporedivanjem pomenutih literaturnih podataka sa
rezultatima do kojih se doslo u sklopu izrade ove doktorske disertacije, moze se izvesti zakljucak
da su sadrzaj ukupnih kiselina i vrednosti pH u najvec¢oj meri zasluzni za antimikrobnu aktivnost
vina od §ljive.

Za razliku od vina od S$ljiva, konvencionalna vina od grozda (pre svega crvena)
karakteriSe visi sadrzaj i razli¢it sastav fenolnih jedinjenja, visi sadrzaj etanola i dominantnost
vinske kiseline u sadrzaju ukupnih kiselina (slabiji antimikrobni efekat u odnosu na jabu¢nu
kiselinu). Razli¢it sastav i sadrzaj aktivnih komponenti stoga moze posluziti kao objasnjenje za
razlike u ispoljavanju antimikrobnog dejstva ove dve vrste vina. Boban i sar. (2010), koji su u
svom radu odredili izraZenije antimikrobno dejstvo netretiranog vina u odnosu na sve kontrolne
uzorke, u zakljucku isticu da se antimikrobna aktivnost komplesnog medijuma kao §to je
netretirano vino ne moze isklju¢ivo pripisati njegovim fenolnim ili nefenolnim komponentama.
Sa druge strane, u slucaju vina od sorti domace Sljive proizvedenih u sklopu ove doktorske
disertacije sinergisticko antimikrobno dejstvo sadrzaja kiselina i1 vrednosti pH bilo je izraZenije u
odnosu na efekat ostalih aktivnih komponenti. Zajednicko za oba slucaja je stanoviste da se
antimikrobna aktivnost vina ne moze se predvideti na osnovu sadrzaja pojedinih aktivnih
komponenti.

Izvesna odstupanja rezultata antimikrobne aktivnosti vina dobijena od razli¢itih autora su
ocekivana, 1 Cesto se javljaju i1 kod ispitivanja antimikrobnog dejstva uzoraka razli¢ite prirode
(npr. biljni ekstrakti). Jedan od razloga jesu razli¢ite metode ispitivanja antimikrobne aktivnosti
(agar difuziona metoda sa papirnim diskovima, bunar¢i¢ima ili cilindrima, odnosno diluciona
metoda, mikrodiluciona i makrodiluciona) zbog ¢ega se difuzija aktivnih komponenata ne odvija
na isti na¢in i u istom stepenu, tako da nije uvek moguce izvesti pouzdana kvantitativna merenja.
Osim toga, broj c¢elija u primenjenim inokulumima i koli¢ina inokuluma nisu standardizovani, a
u nekim israzivanjima taj podatak i nije naveden. Koli¢ina i sastav podloge (bujona ili agara)
takode moZze uticati na rezultat, zatim veli¢ina bunari¢a 1 papirnih diskova, koli¢ina
antimikrobne supstance, period inkubacije, rastvaraci za pojedine ekstrakte itd. Zato je potrebno
standardizovati ove metode kako bi se izbegle znacajne razlike u rezultatima koje su posledica
ovih faktora (Velicanski, 2012).
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4.6.3. Antiproliferativna aktivnost

Skrining prirodnih ili sintetskih organskih proizvoda (jedinjenja) radi otkrivanja njihove
potencijalne aktivnosti u terapiji tumora moze se obaviti primenom in vitro bioloskih testova. U
ovim testovima koriste se neoplasti¢ne celijske linije humanog porekla ili poreklom od tumora
drugih sisara. Sposobnost jedinjenja koje se testira da inhibira rast ovih tumorskih ¢elija u kulturi
predstavlja indikaciju njegove potencijalne vrednosti kao terapeutskog sredstva in vivo
(Lieberman i sar., 2001).

Antiproliferativna aktivnost vina od sorti domace $ljive ispitana je u in vitro uslovima na
tri histoloski razli¢ite celijske linije karcinoma: Hep2, RD i L20B. Citotoksi¢ni efekat
proizvedenih vina izrazen je kao ICsq vrednost (koncentracija koja inhibira 50% celijskog rasta)
prikazan je u tabeli 4.22. Kao kontrolni uzorak primenjene metode koristene su nestimulisane
¢elije, odnosno ¢elije u kulturi ¢iji je rast 100%.

Tabela 4.22. Antiproliferativna aktivnost vina od sorti domace $ljive

1Cso (ng/ml)

Uzorak Hep2 ¢elije RD ¢elije L20B ¢elije
Cacanska rana 23,39+ 0,46 24,53 +0,94 32,28 +£7,10
Cacanska lepotica 36,77 + 5,91 40,59 + 2,34 50,34 + 0,90
Pozegaca 27,29 £0,72 42,57 + 2,29 33,35+ 1,29
K, 22,26 +7,25 27,34 +£0,76 31,21+ 3,77
Ks 26,83+ 2,88 40,12 + 2,93 30,76 +£ 0,46
cis-

diamindihloroplatina 0,94 + 0,55 1,4+0,97 0,72+ 0,64
(cis-DDP)

American National Cancer Institute (NCI), kriterijum za -citotoksi¢nu
aktivnost biljnih ekstrakata je 1Csg < 30 ug/ml (Itharat i sar., 2004).
koli¢ina dodatih kostica K;- 25%, Ks- 100% (predstvlja udeo ukupne
mase kostica odvojenih kod dobijanja 250 g kljuka)

Ogledna vina od sljive pokazuju znacajnu aktivnost na primenjene celijske linije S
obzirom da sva ispitana vina pokazuju citotoksi¢nu aktivnost pri koncentracijama manjim od 50
ng/ml. Najpotentnijim inhibitorom rasta éelija sve tri linije pokazalo se vino sorte Cacanska rana.
¢elija L20OB. Prema Americkom nacionalnom institutu za rak (NCI), kriterijum za citotoksi¢nu
aktivnost biljnih ekstrakata je I1Cso < 30 pg/ml (Itharat i sar., 2004), §to vino ove sorte
zadovoljava za celijske linije Hep2 1 RD, dok je u sli¢aju ¢elija L20B utvrdena vrednost ICsp
neznatno iznad definisane granice. Sa druge strane, efekat vina sorte Caganska lepotica je medu
ispitanim vinima bio najslabiji. Vino pomenute sorte za 50% smanjuje prezivljavanje ispitanih
tumorskih ¢elija pri koncentracijama 35-50 pg/ml. Moze se uociti da je koncentracija vina sorte
Caganska rana koja dovodi do inhibicije 50% éelijskog rasta linija RD i L20B skoro dva puta
manja nego §to je to slu¢aj za vino Cacanske lepotice. Vino sorte Pozegaca karakteriie zna¢ajno
citotoksi¢no dejstvo na ¢elije Hep2 (ICso = 27,29 pg/ml), dok u slucaju druge dve celijske linije
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njegova aktivnost je slabije izrazena (naro¢ito za RD). Znacajnije razlike u antiproliferativnoj
aktivnosti vina sorti CaGanska rana i PoZegada prisutne su samo po pitanju inhibicije rasta
¢elijske linije RD.

Vina proizvedena fermentacijom kljuka koji je sadrzao 25% (Kj) i 100% (K3) kostica,
odvojenih tokom primarne prerade §ljiva sorte Cadanska lepotica, takode, karakteriSe znacajna
antiproliferativna aktivnost. U poredenju sa vinom proizvedenim klasiénim postupkom (bez
kostica), primeéuje se da prisustvo kostica u kljuku tokom fermentacije dovodi do znacajnog
povecanja citotoksi¢nog dejstva prema ispitanim ¢elijskim linijama karcinoma. Izrazeno preko
ICso vrednosti, efekat dodatka koStica odgovoran je za povecanje citotoksi¢ne aktivnosti vina od
oko 35-40%. Povecanje citotoksi¢ne aktivnosti moze se se smatrati posledicom toksi¢nog dejstva
cijanovodoni¢ne kiseline na celiju karcinoma. Ova toksi¢na kiselina nastaje razgradnjom
molekula amigdalina (redovne komponente kostica) u ¢eliji. Zhou i sar. (2012) isticu da produkti
razgradnje amigdalina aktivnoSu enzima [B-glukozidaze poseduju snazno citotoksi¢no dejstvo
prema ¢elijskoj liniji HepG2 humanog karcinoma jetre. Takode, moze se uociti da se inhibitorno
dejstvo vina na rast ¢elija karcinoma Hep2 i L20B ne poveéava srazmerno sa porastom
upotrebljene koli¢ine kostica tokom fermentacije, tj. sa porastom koncentracije cijanovodoni¢ne
kiseline. U slu¢aju ¢elija RD povecanje koli¢ine kostica dovodi do pada citotoksi¢ne aktivnosti.
Upotreba vece kolicine koStica obezbeduje prelazak vece koli¢ine amigdalina u kljuk, a
razgradnjom ovog jedinjenja oslobadaju Se, pored cijanovodoni¢ne kiseline, i molekuli glukoze
koje ¢elije karcinoma mogu da koriste za svoj rast. Moze se primetiti da se suprostavljajuci efekti
glukoze i cijanovodoni¢ne kiseline na rast ¢elija karcinoma RD, u slucaju prisustva veée koli¢ine
kostica (K3), medusobno ponistavaju, $to rezultuje proizvodnjom vina ¢ija se antiproliferativna
aktivnost neznatno razlikuje od vina proizvedenog po klasicnom postupku.

Antiproliferativna aktivnost vina od §ljive ocenjena je 1 poredenjem dobijenih rezultata sa
ICso vrednoséu cis-diamindihloroplatine (cis-DDP). cis-DDP je neorganski agens sa veoma
izrazenom antineoplasticnom aktivno$¢u. Antineoplastici (citostatici) su lekovi ¢iji  se
mehanizam delovanja zasniva na sposobnosti da interferiraju sa metabolizmom ili
reproduktivnim ciklusom celije kancera koju razaraju. Koristi se kao referentna supstanca za
izraZavanje citotoksi¢nog dejstva s obzirom da dovodi do snaZne inhibicije rasta celija kancera.
Uocava se da je antiproliferativna aktivnost cis-DDP 25-40 puta jaca od aktivnosti vina od sorti
domace §ljive. Medutim, treba imati u vidu da antineoplastici (medu kojima i cis-DDP) zbog
Cesto neselektivnog delovanja ne prave razliku izmedu tumorskih i normalnih ¢elija, $to se moze
klinicki ispoljiti razli¢itim nepozeljnim delovanjima (Rosin-Grget i Lincir, 1990).

Za razliku od brojnih studija u kojima je utvrdena visoka pozitivna korelacija izmedu
sadrzaja fenolnih jedinjenja i antiproliferativne aktivnosti (Soleas i sar., 2006; Yang i sar., 2009),
u slucaju vina od sorti domace Sljive ispitanih u ovom radu, ovakva zavisnost nije utvrdena. Sa
druge starne, Noratto i sar. (2009) isti¢u da izolovane frakcije fenolnih jedinjenja (pre svega
flavonoidi) Sljive poseduju izrazeno citotoksicko dejstvo prema tumornim celijama karcinoma
dojke. Znacajan inhibitirni efekat ekstrakata $ljive na rast celijskih linija humanih karcinoma
dojke (MCF-7, MDA-MB-453 i MCF-10A), debelog creva (HT-29 i Caco-2) i prostate (PC-3)
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utvrden je od strane Byrne i sar. (2007). Vina od $ljiva sorti Ca¢anska rana, Caganska lepotica i
Pozegaca poseduju jace antikancerogeno dejstvo u odnosu na vina od maline (Jeong i sar., 2010),
koja karakteri$u ICsq vrednosti iznad 100 pg/ml.

Razlike u delovanju vina od sorti domace S§ljive dobijene na histoloski razli¢itim
¢elijskim linijama mogu biti objaSnjene razli¢itim zaStitnim osobinama ispitivanih ¢elijskih
linija. Velicanski (2012) u svom radu rezistentnost Celijskih linija karcinoma dojke (MCF-7) i
debelog creva (HT-29) na aktivnost ¢ajnog i kombuha napitka od melise objasnjava Cinjenicom
da su celijski mehanizmi koji kontroliSu gensku ekspresiju RON-a (protein receptor povezan sa
Met receptorom tirozin kinaze) disfunkcionalni u ¢elijama karcinoma debelog creva i dojke. Sa
druge strane, visoka ekspresija RON-a nije karakteristicna za tkiva humanih karcinoma grlica
materice te je 1 efekat inhibicije ¢ajnog i kombuha napitka od melise na ovu ¢elijsku liniju bio
jace izrazen.

Citotoksi¢no dejstvo amigdalina nije dovoljno istrazeno i u literaturi se mogu naci
suprotna stanovista po pitanju njegove primenjivosti u tretmanu razli¢itih oblika raka. Amigdalin
se sastoji od po jednog molekula benzaldehida i cijanovodoni¢ne kiseline i dva molekula
glukoze. Benzaldehid i cijanid su otrovna jedinjenja, ali u spoju s molekulama glukoze u
amigdalinu su inertni i nemaju toksi¢no delovanje. Prema jednom stanovistu, da bi se
cijanovodonic¢na kiselina i benzaldehid mogli osloboditi iz molekula amigdalina, potrebno je da
dodu kontakt sa specifiécnim enzimom [-glukozidazom. Ovaj enzim je normalno prisutan u
humanim ¢elijama u malim koli¢inama, ali je znatno viSe prisutan u ¢elijama karcinoma (do
3000 puta vise). U normalnim cCelijama postoje enzimi koji hvataju slobodne molekule cijanida i
ukljucuju ih u reakcije sa sumporom, ¢ineci ih tako bezopasnim po zdravlje ljudi. Enzim koji
deluje kao katalizator u reakciji povezivanja slobodnog cijanida i sumpora naziva se rodanaza.
Spajanjem cijanida sa sumporom nastaju tiocijanati, jedinjenja koja jednostavno prelaze u urin
ne ostecujuci zdrave Celije.

Mehanizam antikancerogenog efekta amigdalina (slika 4.18.) zasniva se na ¢injenici da
¢elije raka za svoj rast trebaju ogromne koli¢ine energije, odnosno glukoze. Prilikom unoSenja
amigdalina u organizam, celije raka aktivnos¢u enzima beta-glukozidaze oslobadaju i usvajaju
molekule glukoze, ali takode i benzaldehid i cijanovodoni¢nu kiselinu, uzrokujuéi vlastito
odumiranje. Tako se prakti¢no otrovna cijanovodoni¢na kiselina formira samo na mestu gde je
kancer, $to ima za posledicu razaranje ovih ¢elija. Maligne ¢elije nemaju moguénost odbrane od
toksi¢nog dejstva cijanida jer, za razliku od normalnih ¢elija, ne sadrze enzim rodanazu. Sa,
druge strane brojni autori opovrgavaju pomenutu tvrdnju da cijanovodonic¢na kiselina oslobodena
iz molekula amigdalina toksi¢no deluje samo na tumorne celije. Oni se pozivaju na rezultate
istrazivanja koji ukazuju da normalne i tumorne celije poseduju slicne koncentracije enzima
rodanaze. Takode, utvrdeno je da do razgradnje amigdalina ne dolazi samo pod dejstvom f-
glukozidaze, ve¢ pomenutu reakciju katalizuje i enzim emulzin, prirodno prisutan u kostici, koja
stoga neizbezno sadrzi odredene koliCine slobodne cijanovodoni¢ne kiseline i benzaldehida.
Prisustvo ovog enzima je utvrdeno i u tankom crevu Coveka, kao i u nekim namirnicama biljnog
porekla (Poulton, 1983).
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Slika 4.18. Mehanizam citotoksi¢nog dejstva amigdalina na ¢elije kancera

4.7. Ispitivanje uticaja starenja na kvalitet vina od §ljive

U toku nege vina (sazrevanja, starenja), faze koja sledi nakon alkoholne fermentacije,
vino ne postize samo stabilnost ve¢ stice 1 druga svojstva koja dublje odrazavaju njegovu prirodu
i koja su pravi nosioci njegovog kvaliteta. Ova faze proizvodnje treba da vodi skladnom razvoju
komponenti boje, mirisa i arome vina. Od posebnog interesa za kvalitet vina su promene kojima
podlezu fenolna jedinjenja i hromatske karakteristike. Boja crvenih vina postepeno se menja od
intezivno crvene, preko tamno crvene (bordo), do braon (narandzasto) crvene. Ovakve promene
se mogu pripisati formiranju novih, stabilnijih pigmenata koji nastaju u reakcijama izmedu
antocijana i drugih polifenola (posebno monomera i polimera flavan-3-ola), i promeni pH
sredine. Reakcije koje se smatraju odgovornim za opisane promene ukljucuju: nastajanje
piranoantocijana, kopigmentaciju i samoasocijaciju (polimerizaciju) (Boulton, 2001). Duzina
odlezavanja znacajno utice na stabilnost boje vina jer je vecina promena koje se deSavaju u tom
periodu zavisna od vremena (Dallas i Laureano, 1994). Promene u hromatskim karakteristikama
su najizraZenije tokom prve godine odleZavanja vina.

Uticaj starenja vina na odabrane parametre kvaliteta prac¢en je tokom dvanaest meseci
odlezavanja, a dobijeni rezultati prikazani su u tabeli 4.23.

124



Uros Milji¢, dipl. inZ. Doktorska disertacija

Tabela 4.23. Efekat starenja na parametre kvaliteta vina od §ljive

Isparljive Ukupni Flavan-3-oli a#[l;g?g:]i Intenzitet %HS

kiseline (g/l)  fenoli (g/l) (mg/l) (mg}l) boje (%)

L | To| 345° 0,41° 1,94° 86,3 169,8° 058 16,8
2 | T | 345 0,42° 1,98° 88,1 102,3" 0,63 17,9
S &|T.| 337 0,40° 1,89° 715 98,8" 057° 213
S| Ta | 3,38 0,45° 1,85% 72,4° 94,3 0,55 389"
T, | 3,39 0,49 1,67° 38,7° 79,7° 051° 548

L | To| 34 0,37 2,28° 198,9° 187,2° 073 11,3
< 8 T 34 0,36° 2,21° 178,2° 88,9" 0,72°  14,2°
58| T, | 342° 0,40° 2,25° 166.8° 79,6" 078 22,1
S 2] Ty | 343 0,40 2,20° 136.6" 83,6" 0,68°  29,6°
T, | 3,45° 0,42° 2,16° 119,3¢ 66,6° 0,64°  46,3°

L | To| 35 0,8° 1,88° 180,6° 173,3° 061°  17,6°

S| T, | 347 0,82° 1,93 179,1° 123,1° 062°  181°

g | T 35 0,76 1,85 177,9° 115,9° 0,64° 26,0

S | Ts| 351° 0,83° 1,79® 132,4° 110,8° 059°  335°

T, | 3,49 0,85 1,62° 88,1° 97,4¢ 0,55° 56,9

T, — analiza vina neposredno nakon razlivanja u boce; T, — analiza vina nakon jednog meseca odlezavanja; T, —
analiza vina nakon tri meseca odleZavanja; T; — analiza vina nakon Sest meseci odlezavanja; T, — analiza vina
nakon dvanaest meseci odlezavanja.

Rezultati prikazani u tabeli prdstavljaju srednje vrednosti tri (n=3) merenja.

&b.¢ razlicita slova u okviru istog reda oznacavaju statisticki znacajne razlike medu vrednostima (p<0,05).

Starenje vina od §ljive tokom dvanaest meseci nije zna¢ajnije uticalo na vrednost pH koja
je i nakon posmatranog vremena odlezavanja bila u opsegu 3,3-3,5. Medutim, literatura
(Castillo-Sanchez i sar., 2008) isti¢e da starenje vina uglavnom karakterise odredeno povecanje
vrednosti pH, usled taloZenja soli vinske kiseline. S obzirom da u vinu od $ljiva nisu utvrdene
znacajnije koli¢ine ove kiseline, i pomenuti efekat je slabije izrazen. U vinima ispitanih sorti
Sljiva registrovano je uobicajeno, statisticki neznacajno (p>0,05), povecanje sadrZaja isparljivih
kiselina, kao rezultat oksidacije etanola tokom poslednjih Sest meseci odlezavanja.

Sadrzaj fenolnih jedinjenja nije se znafajno menjao tokom prvih tri do Sest meseci.
Statisticki znacajno (p<0,05) smanjenje sadrzaja ukupnih fenola registrovano je nakon dvanaest
meseci starenja u vinima sve tri sorte. Pomenuti efekat starenja vina najvise je izrazen u slucaju
sorte Cacanska rana (smanjenje za 15%), dok je smanjenje kod Caganske lepotice iznosilo svega
5%. Sa druge strane, mnogo znacajnije promene tokom posmatranog perioda zabelezene su po
pitanju sadrzaja flavan-3-ola i antocijana. Sadrzaj flavan-3-ola znacajno je smanjen u vinu sorte
Caganska lepotica veé¢ nakon mesec dana starenja, dok je u slu¢aju druga dva vina ovakva pojava
registrovana znatno kasnije (nakon 3-6 meseci). U pogledu sadrzaja antocijana, najvece
smanjenje u svim vinima registrovano je nakon jednomesec¢nog starenja. Daljim odleZavanjem
vina trend smanjenja sadrzaja ovih bojenih materija bio je slabijeg intenziteta. Na taj nacin,
nakon pocetnog smanjenja za oko 35-50%, u narednih jedanaest meseci sadrzaj antocijana
umanjen je za svega 15-25%. Analizom vina na kraju posmatranog perioda starenja (12 meseci),
najveéi sadrzaj flavan-3-ola odreden je kod sorte Cacanska lepotica (119,3 mg/l), dok je najveca

125



Uros Milji¢, dipl. inZ. Doktorska disertacija

koliCina antocijana prisutna u vinu sorte Pozegaca (97,4 mg/l). Intenzitet boje vina od Sljive
generalno pokazuje trend porasta u prva tri meseca odlezavanja, nakon kojih vrednost ovog
parametra boje blago opada sa vremenom. Kod vina sorte Cadanska lepotica pomenuti rast
intenziteta boje je statisticki znacajan (p<0,05), dok je u slucaju vina druge dve sorte §ljive
utvrdeno povecanje neznatno. Smanjenje sadrzaja flavan-3-ola i1 antocijana i povecanje
intenziteta boje tokom starenja vina, pojava karakteristi¢na i za crveno vino (Gomez-Plaza i sar.,
1999; Castillo-Sanchez i sar., 2008), moze biti rezultat reakcija kopigmentacije izmedu ove dve
grupe polifenola. Proizvodi kopigmentacije dovode do povecanja stabilnosti i intenziteta boje.
Odredeni procenat slobodnih antocijana ucestvuje u reakcijama kondenzacije sa nusproizvodima
metabolicke aktivnosti kvasaca (acetaldehid, piruvinska kiselina), pri ¢emu se formiraju
piranoantocijani, pigmenati koji dodatno doprinose stabilnosti boje (Ribéreau-Gayon i sar., 1999;
Boulton, 2001). Rezultati prikazani u tabeli 4.23. ukazuju da vrednost hemijske starosti vina
gotovo linearno raste sa vremenom starenja. Povecanje vrednosti ovog pokazatelja tokom
starenja vina iznosi od 3,2 do 4,2 puta. Najmanju hemijsku starost pokazuje vino sorte Ca¢anska
lepotica. Krajnje vrednosti ovog parametra boje (46-57%) potvrduju da vina od sorti domace
Sljive, proizvedena po optimizovanom postupku opisanom u ovom radu, poseduju znacajan
potencijal starenja koji prevazilazi period od dvanaest meseci. Hemijska starost crvenog vina
nakon dvanaest meseci odlezavanja iznosi 15-18% (Gomez-Plaza i sar., 1999), §to ukazuje na
znacajno veci potencijal starenja u odnosu na vino od §ljive.

4.8. Smanjenje produkcije metanola u vinima od §ljive

Produkti metabolizma metanola u ljudskom organizmu (formaldehid i mravlja kiselina)
su toksic¢ni za ¢oveka (Ribéreau-Gayon i sar., 1999). Letalna, oralno uneta, doza metanola za
¢oveka nalazi se u opsegu 300-1000 mg/kg telesne tezine (WHO, 1997).

Preliminarna istrazivanja vezana za proizvodnju vina od §ljive (poglavlje 4.2.4) ukazala
su na poviSen sadrzaj metanola (i do 1100-1200 mg/l) koji je, pre svega, posledica visokog
sadrzaja pektinskih materija u plodu i tretmana kljuka pektolitickim enzimima. Vina od §ljive
proizvedena po optimizovanom postupku fermentacije, dobijenom i opisanom u ovom radu
(poglavlje 4.2.5), karakteriSe niza koncentracija metanola (600-750 mg/l). Prema odgovaraju¢em
nacionalnom tehnickom propisu o kvalitetu alkoholnih pi¢a (Pravilnik o kvalitetu i drugim
zahtevima za alkoholna pica, 2004), maksimalni dozvoljeni sadrzaj metanola u vo¢nim vinima je
250 mg/l, medutim postoji neusaglasenost sa propisima Evropske Unije koji dozvoljavaju
maksimalnu koncentraciju od 10 g metanola po litri apsolutnog alkohola (1000 mg/1 u picu koje
sadrzi 10% alkohola) (Paine i Dayan, 2001). Sa druge strane, gornja granica sadrzaja metanola u
belim i roze vinima iznosi 150 mg/l, a u crvenim 300 mg/l (Pravilnik o vinu Republike Srbije,
2011). Nedovoljna usaglaSenost tehni¢kih propisa uoc¢ava se i u Cinjenici da je maksimalno
dozvoljen sadrzaj metanola u voénim vinima niZzi nego U crvenim vinima, iako je normalno
ocekivati da vece koli¢ine ovog jedinjenja nastaju iz sirovina koje karakteriSe visi sadrzaj
pektinskih materija tj. manje vrednosti odnosa Secer/pektin, a §to je slucaj sa brojnim vrstama
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voca. Takode, Pravilnik o voénim vinima Republike Hrvatske (2006) ne definiSe maksimalno
dozvoljeno sadrzaj metanola.

U cilju pokusaja redukcije formiranja metanola u alkoholnim pi¢ima predlagana je
fermentacija vo¢nog soka umesto kljuka (Adam i Versini, 1996). Cedenjem vocéa pre
fermentacije uklanja se najvec¢i deo pektinskih materija koje su ulavnom locirane u vo¢noj pulpi,
Sto dovodi do redukcije sadrzaja pektina u fermentiSuoj komini. Pokazano je da su
koncentracije metanola mnogo nize u sveze iscedenom soku (93 mg/l) nego u kljuku (324 mg/l)
u kojem se putem pulverizovanja povecava aktivnost enzima. Uporedeni su i destilati kruske
Viljamovke koji su dobijeni fermentacijom soka sa destilatima preoizvedenim tradicionalnim
postupkom tj. fermentacijom kljuka. Problem do koga se doSlo odnosio se na neophodnost
tretmana kljuka pektolitickim enzimima tokom nekoliko sati, kako bi se obezbedio dovoljan
prinos soka. Tokom ovog perioda formiranje metanola je bilo ubrzano tako da je, na kraju, efekat
smanjenja produkcije metanola fermentacijom voénog soka bio prakti¢no zanemarljiv. Jo$ jedan
razlog zbog kojeg je ovakav postupak neinteresantan proizvodac¢ima vina i drugih alkoholnih
pica je da se presovanjem voca ne prenose svi fermentabilni Seceri u sok, $to uzrokuje gubitak u
prinosu alkohola, ali i indirektno dodatno povecéava sadrzaj metanola u krajnjem proizvodu.

Glavni cilj istraZivanja u okviru ovog poglavlja bio je da se ispita moguénost primene
razli¢itih fizicko-hemijskih tretmana kljuka od $ljive u cilju pronalazenja najefikasnijeg i, po
senzorna svojstva vina najneutralnijeg, postupka za smanjenje produkcije metanola.

4.8.1. Primena tanina

Tanini su polifenoli sa sposobno$cu da taloze jedinjenja proteinske strukture. Oni
inhibiraju aktivnost enzima formiranjem taninsko-enzimskog kompleksa. Tanini u Kiseloj
sredini kakava je voéni kljuk ispoljavaju negativan elektri¢ni naboj. Veliki broj tanina biljnog
porekla komercijalno je dostupan u vidu enoloskih preparata.

Uticaj tretmana kljuka razli¢itim komercijalnim taninskim preparatima na sadrzaj
metanola u vinima prikazan je na slici 4.19.
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Slika 4.19. Prikaz uticaja dodavanja tanina u kljuk na sadrzaj metanola u vinu
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Upotreba komercijalnih tanina u dozama preporuc¢enim od strane proizvodaca (10-20
g/hl) nije dala znacajnije rezultate po pitanju smanjenja produkcije metanola u vinima od §ljive.
Moze se uociti da medu ispitanim preparatima tanina samo Gran Tanni-B, u koli¢ini od 20 g/hl,
dovodi do znacajnijeg smanjenja (za oko 7%) produkcije metanola u vinu, u poredenju sa
kontrolnim uzorkom. Tanin Gran-Tannics se preporucuje u preradi nedovoljno zrelog grozda i
grozda zahvaéenog sivom plesni (Botrytis cinerea) jer u odredenoj meri inaktivira enzime iz
grupe polifenoloksidaza, tirozinazu grozda i lakazu sive plesni. Medutim upotreba tanina nije
imala znacajnog efekta na inaktivaciju pektin metil esteraza §ljive i komercijalnog pektolitickog
enzima. Upotreba ispitanih tanina u ve¢im dozama dovodi do promene karakteristi¢nih senzornih
svojstava vina od S§ljive, te se stoga ne preporucuje i pored moguéeg pozitivnog dejstva na
redukciju formiranja metanola.

Binder i Laugel (1989) ispitivali su moguénost inaktivacije enzima pektin metil esteraze
primenom dva tanina poreklom iz hrasta i kestena. U istrazivanju je koriSten sinteti¢ki medijum
(sastavljen od pektina jabuke) u koji su dodavane rastu¢e koncentracije tanina (1-8 g/kg
medijuma). Reakciono vreme je iznosilo 24 h na temperaturi od 35 °C. Hrastov tanin se pokazao
efikasnijim inhibitorom ispitivanog enzima, s obzirom da je minimalna primenjena koncentracija
(1 g/kg) omogucila smanjenje produkcije metanola od 90%. Sa druge strane, ponavljanjem
eksperimenta na realnim uzorcima voénog kljuka, uocena je statisticki neznacajna redukcija
formiranja metanola. Adam i Versini (1996) u svojoj studiji saopstavaju rezultate istrazivanja
tretmana kljuk kruske razli¢itim taninima (0,5-12 g/kg) u cilju smanjenja produkcije metanola
tokom fermentacije. Utvrdena je redukcija sadrzaja metanola od 30 do 72%, u zavisnosti od
koncentracije i vrste primenjenog tanina. Medutim, senzornom analizom dobijenih destilata
utvrdeno je znaCajno pogorSanje arome. Treba ista¢i da su doze tanina koriStene u pomenutom
istrazivanju oko pet puta vece od doza koristenih u ogledima vrsenim u okviru ove disertacije.

4.8.2. Primena fenolnih kiselina

Na slici 4.20. prikazan je efekat dodatka fenolnih kiselina u kljuk $ljive na sadrzaj
metanola u gotovim vinima.
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Slika 4.20. Prikaz uticaja dodavanja fenolnih kiselina na sadrzaj metanola u vinu
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UocCava se da ispitani postupak nije imao mnogo uticaja na smanjenje produkcije
metanola u vinima od S$ljive. Takode, utvrdene razlike u koncentraciji metanola vina
proizvedenih dodatkom razli¢itih doza protokatehinske i galne kiseline (5-30 mg/kg kljuka)
statisticki su neznacajne (p>0,05). Suprotno dobijenim rezultatima, naucna literatura istice
mogucnost primene razli¢itih fenolnih kiselina u inaktivaciji pektin metil esteraze (PME). Hou i
sar., (2008) isticu da dodatak 0,1 mg/l galne, kumarinske, kafene, cimetne ili felurne kiseline u
kljuk grozda znacajno umanjuje enzimsku aktivnost PME i pektin lijaze. Sa druge strane,
inhibicija aktvnosti poligalakturonaze nije registrovana ni prilikom dodatka 0,5 mg/l fenolnih
kiselina. U uzorcima vina proizvedenim dodatkom galne ili kumarinske kiseline, uz upotrebu
komercijalnog pektolitickog enzima, sadrzaj metanola je smanjen za prose¢no 27 mg/l, u odnosu
na vina proizvedena bez dodatka fenolnih kiselina (sadrzaj metanola u ovim vinima iznosi 57
mg/1). Takode, inhibicija aktivnosti PME od skoro 100%, odredena je u sluc¢aju dodatka 0,5 mg/1
galne ili kumarinske kiseline u kljuk grozda. Chen i sar. (2009) si ispitivali efikasnost galne i
kumarinske kiseline u inhibiciji pektin metil esteraze, pa tako i redukciji formiranja metanola u
vinima. Primena ove dve kiseline u koli¢ini od 0,2 mg/l dovela je do znacajnog smanjenja
produkcije metanola. Autori su dosli do rezultata koji ukazuju da galna i kumarinska kiselina
pokazuju mesoviti mehanizam inhibicije prema PME. Razli¢iti inhibitorni mehanizmi fenolnih
kiselina pokazuju da hemijska struktura i hidrofobnost ovih malih molekula u velikoj meri uticu
na jacinu inhibitornog efekta prema PME.

4.8.3. Primena D-galakturonske i pektinske Kiseline

S obzirom da sve enzimske reakcije zavise od odredene ravnoteZe izmedu supstrata i
krajnjih proizvoda, pomenuta reakcija mozZe biti stopirana ili pak usporena povecanjem
koncentracije krajnjih proizvoda u medijumu. Stoga, mogu¢im inhibitorima pektin metil esteraze
mogu se smatrati D-galakturonska (CsH1002-H,0) i pektinska ((C¢HgOg)n) Kiselina. Ove kiseline
imaju istu strukturu ali razli¢itu duzinu glavnog lanca. Uticaj tretmana kljuka D-galakturonskom
I pektinskom kiselinim na sadrzaj metanola u vinima prikazan je na slici 4.21.
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Slika 4.21. Prikaz uticaja dodavanja D-galakturonske i pektinske kiseline na sadrzaj
metanola u vinu
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Dobijeni rezultati ukazuju da se pektinska kiselina pokazala efikasnijom u inaktvaciji
pektin metil esteraza, tj. smanjenju produkcije metanola. Koli¢ina pektinske kiseline od 15 g/kg
dodata u Kljuk sljiva, odgovorna je za proizvodnju vina sa oko 10% nizim sadrzajem metanola, u
poredenju sa kontrolnim uzorkom. Manje doze ove kiseline nisu se pokazale efikasnim. Sa druge
strane, dodatak D-galakturonske kiseline, u koli¢ini od 3-15 g/kg, nije izazvao znacajne promene
koncentracije metanola.

Binder i Laugel (1989) ispitivali su efekat ove dve kiseline, u koncentracijama od 0,05%
do 0,6%, na redukciju formiranja metanola u sintetickom medijumu dobijenom pomoc¢u pektina
jabuke koji ima zadatak da simulira uslove voénog kljuka. Pektinska Kiselina se pokazala
efikasnijim inhibitorom. Dodatak ove kiseline u koli¢ini od 0,2% u testiranom medijumu dovodi
do smanjenja produkcije metanola od 60%, dok se pri ve¢em udelu kiseline (0,6%) postize i
redukcija od 100%. Pomenuti efekat inhibicije nije uofen u medijumu sa viSom vredno$éu pH
(6,5). U cilju potvrde dobijenih rezultata, koristen je realni uzorak (200 g pektinske kiseline na
100 kg voénog kljuka). U ovom slucaju skoro da nije bilo razlike u sadrzaju metanola u
poredenju sa uzorkom od netretiranog kljuka.

Moze se zakljuciti da je inhibicija pektin metil esteraze produktima enzimske reakcije
primenjiva u laboratorijskim okvirima, dok je u realnim uslovima pomenuti efekat znatno slabije
1Zzrazen.

4.8.4. Primena bentonita i zeolita

Bentonit je alumosilikatna glina koja se Kkoristi za bistrenje i stabilizaciju vina
zahvaljujuci svojim adsorpcionim i elektrostatiCkim svojstvima. Bentonit u vodi bubri i formira
stabilnu koloidnu suspenziju koja u vinu ispoljava negativan elektri¢ni naboj i veliku mo¢
adsorpcije. Osim ¢estica mutnoce, bentonit iz vina uklanja i jedinjenja proteinske strukture
(pozitivno naelektrisane), medu kojima se nalaze i enzimi. Upotreba bentonita se preporucuje i
tokom fermentacije Sire (Jazi¢ 1 Ruzi¢, 1982). Zeolit je mineral slicne strukture (alumosilikat
alkalnih i zemnoalkalnih metala) i osobina (adsorpcionih i elektrostatickih svojstava) kao
bentonit, koji ima primenu u industriji hrane i pi¢a (netoksican je). Stabilna koloidna suspenzija
zeolita u vinu ispoljava negativnan elektri¢ni naboj. Istaknuta je i moguénost njegove primene za
bistrenje 1 proteinsku stabilizaciju vina (Mercurio i sar., 2010). Ciambelli i sar. (1998)
saopStavaju da zeolit ima sposobnost smanjenja sadrzaja isparljivih kiselina (i za 60%) u vinu
putem selektivne adsorpcije siréetne kiseline. Takode, Wyss 1 Cuénat (2005) demonstrirali su da
upotreba zeolita dovodi do selektivne redukcije koncentracije kalijumovih jona u vinu (za 10-
30%), sprecavanja taloZenja kalijum-bitartarata i da ima neznatan uticaj na sadrzaj fenolnih i
aromati¢nih jedinjenja. S obzirom da primenom bentonita i zeolita dolazi do inaktiviranja
(vezivanja) mnogih proteina (enzima) koji u vinu ispoljavaju pozitivan elektri¢ni naboj, moze se
oc¢ekivati da upotreba ovih sredstava u odredenoj meri uti¢e i na smanjenje aktivnosti pektin
metil esteraze.

Na slici 4.22. prikazan je uticaj tretmana kljuka bentonitom i zeolitom na sadrzaj
metanola u proizvedenim vinima od $ljive.
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Slika 4.22. Prikaz uticaja dodatka bentonita i zeolita na sadrzaj metanola u vinu

Upotreba jednakih doza bentonita i zeolita (50, 100 i 150 g/100 kg kljuka) imala je sli¢an
efekat na sadrzaj metanola u vinima. Smanjenja produkcije metanola u vinima od 4% i 11%, u
poredenju sa kontrolnim uzorkom, registrovana su prilikom tretmana sa 100, odnosno 150 g
bentonita po 100 kg kljuka. Sli¢ni rezultati su dobijeni i za tretman kljuka zeolitom, pri ¢emu su
doze od 100 i 150 g/100 kg rezultirale smanjenjem produkcije metanola za 5%, odnosno 9%.
Dodatak manjih koli¢ina (50 g/100 kg) ovih neorganskih sredstava nije se pokazao efikasnim.

4.8.5. Termicki tretman kljuka

Mehanizam inaktivacije pektin metil esteraze povisenim temperaturama bazira se na
denaturaciji proteinske strukture enzima. Temperatura na kojoj dolazi do denaturacije ne zavisi
samo do vrste enzima ve¢ i od vrste voca iz kojeg enzim poti¢e. Temperaturni opseg 40-55 °C
smatra se optimalnim za aktivnost ovog, uglavnom termolabilnog, enzima, (Jolie i sar., 2010).
Na slici 4.23. prikazan je uticaj termi¢kog tretmana kljuka na sadrzaj metanola u proizvedenim
vinima od §ljive.

Termicki tretman kljuka se pokazao veoma efikasnim u smanjenju produkcije metanola u
vinima od Sljive. U zavisnosti od primenjene temperature 1 duzine trajanja tretmana redukcija
metanola je iznosila od 6% do 74%, u poredenju sa kontrolnim, netretiranim, uzorkom. Najveci
efekat smanjenja produkcije metanola registrovan je kori§¢enjem temperature 80 °C tokom 6 min
(74%), dok je ista temperatura tokom 3 min odgovorna za redukciju od svega 30%. Izlaganje
kljuka $ljive temepraturama od 60 °C i 70 °C, tokom 5-20 min, pokazuje znacajno slabiji
inhibitorni efekat prema PME. U pomenutim ogledima utvdena je redukcija sadrzaja metanola
od 15-20%. Poredenja radi, skoro identi¢an efekat se postize primenom tretmana H, (60 °C
tokom 20 min) i Hs (70 °C tokom 5 min). Temperatura od 50 °C nije dala znacajnije rezultate
uprkos mnogo duzem vremenu delovanja (40 min).
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Slika 4.23. Prikaz uticaja termickog tretmana na sadrzaj metanola u vinu

Vina proizvedena nakon termiCkog tretmana kljuka Sljve karakteriSu slabija senzorna
svojstva u poredenju sa kontrolnim uzorkom. Izlaganje voénog kljuka poviSenim temperaturama
tokom odredenog vremena dovodi do gubitka isparljivih jedinjenja, degradacije bojenih materija
(pre svega antocijana) i formiranja aromatskih kompleksa koji nastaju preko Majlardovih
reakcija. Miris i ukus ,,na kuvano“ i braon-crvena boja neke su od odlika, na ovaj nacin,
dobijenih vina. Pomenute posledice na senzorna svojstva vina bile su manje izrazene u
slu¢ajevima tretmana viSim temperaturama tokom kraceg vremena (Hs, H7 i Hg).

Binder i Laugel (1989) ispitivali su uticaj temperature i duzine zagrevanja na aktivnost
PME. Smanjenje produkcije metanola od preko 90% postignuto je primenom 50 °C tokom 120
min, 60 °C tokom 20 min i 70 °C tokom 10 min, dok je zagrevanjem 10 min na 80 °C postignuto
smanjenje od 100%. Dobijeni rezultati ukazuju da je PME iz kruske Viljamovke relativno
stabilna na termicku inaktivaciju. Za kompletnu i brzu inaktivaciju ovog enzima temperatura
treba da bude iznad 80 °C.

Inaktivacija PME izolovanih iz razli¢itih voénih izvora je Cest predmet istraZivanja.
Denes i sar. (2000) su u svom radu ispitivali kinetiku termicke inaktivacije PME izolovane iz
jabuke sorte Zlatni deliSes. Efikasnost inaktivacije izrazavana je preko D-vrednosti (vreme
zagrevanja na konstantnoj temperaturi potrebno za inaktivaciju 90% pocetne aktivnosti enzima).
Dobijene D-vrednosti bile su u opsegu od 32 min (pri temperaturi od 45 °C) do 0,2 min (pri
temperaturi od 65°C). Rezultati ove studije zahtevaju potvrdu u vidu termic¢kog tretmana realnih
uzoraka voénog kljuka. Termicka inaktivacija PME prisutne u soku paradajza bila je predmet
istrazivanja Anthon i sar. (2002). Efikasnost primenjenog procesa moze se oceniti preko
dobijenih D-vrednosti koje su bile u opsegu 7,2-10,4 min za temperaturu od 70 °C.

Inaktivacija pri nizim temperaturama zahteva viSe vremena §to moze izazvati spontano
oslobadanje metanola. Takode, izlaganje vo¢nog kljuka visokim temperaturama tokom duzeg

smatraju kratki procesi na viSim temperaturama. Negativa odlika primene toplote u cilju
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smanjenja sadrzaja metanola jeste velika potroSnja energije potrebna za postizanje i odrzavanje
zeljenih temperatura.

4.8.6. Kombinovani efekat toplote i ultrazvuka

Mehanizam inaktivacije enzima ultrazvukom se uglavnom pripisuje mehani¢kim i
hemijskim efektima kavitacije koja podrazumeva formiranje, rast i imploziju mehuri¢a (Raviyan
i sar., 2005). Raspad mehuri¢a je prac¢en lokalizovanim ekstremnim porastom pritiska (50 MPa)
I temperature (5000 K) na mikroskopskom nivou. Takode, ultrazvuk izaziva vibracije stabilnih
kavitiraju¢ih mehuri¢a proizvodeci talase koji izazivaju snazno mikrostrujanje tecnosti. Pod
ovim ekstremnim uslovima ultrazvuéni talasi mogu izazvati raskidanje vodoni¢nih i Van der
Valsovih veza u polipeptidnim lacima molekula proteina (ukljucujuci enzime), i dovesti do
promene sekundarne i tercijarne strukture molekula. Opisane promene uzrokuju gubitak bioloske
aktivnosti enzima. Neki autori smatraju da su za inaktivaciju enzima najve¢im delom odgovorni
slobodni radikali (hidroksi i vodoni¢ni) koji se formiraju pod dejstvom ultrazvuka. Ultrazvu¢ni
talasi niske frekvencije su efikasniji u inaktivaciji enzima kada se koriste u kombinaciji sa
drugim inaktivacionim metodama kao §to su umerene temperature i/ili pritisci (Terefe i sar.,
2009).

Uticaj tretmana kljuka zajedni¢kim dejstvom toplote i ultrazvuka na sadrzaj metanola u
vinima od §ljive prikazan je na slici 4.24.
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Slika 4.24. Prikaz uticaja zajednickog dejstva toplote i ultrazvuka na sadrzaj metanola u
vinu

Frekvencija ultrazvucnih talasa odrZavana je konstantnom u svim eksperimentalnim
ogledima (20 kHz), dok su temperatura i trajanje dejstva varirani. Dobijeni rezultati ukazuju da
istovremeno dejstvo toplote i ultrazvuka pokazuje razli¢itu efikasnost smanjenja produkcije
metanola u vinima, u zavisnosti od primenjenje temperature i duzine trajanja pomenutog
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tretmana. U slu¢aju primenjenih tretmana kljuka U; i U,, nije registrovano statisti¢ki znacajno
smanjenje produkcije metanola. Prema tome, dejstvo ultrazvuka pri niskim temperaturama (tj.
odsustvo sinergistickog efekta toplote 1 ultrazvuka) ne moze se smatrati efikasnim postupkom
redukcije formiranja metanola u vinima. Porastom temperature povecava se i efikasnost
postupka. Testirani temperaturni rezimi na 50 °C i 60 °C (tokom 5 i 15 min) pokazuju efekte
smanjnja produkcije metanola od 10-15%, odnosno 22-26%. Maksimalno smanjenje produkcije
metanola od 30% postignuto je prilikom izlaganja kljuka temperaturi od 70 °C tokom 5 min.
Poredenjem rezultata dobijenih primenom termickih tretmana (Hig) i tretmana toplotom i
ultrazvukom (Uj.g) moze se jasno uociti znacajan doprinos (sinergisti¢ki efekat) ultrazvuka
inhibiciji aktivnosti PME. Eksperimentalni ogled Ug podrazumeva izlaganje kljuka identi¢cnom
termickom tretmanu kao i Hs (70 °C tokom 5 min), s tim da je kljuk u prvom slucaju
istovremeno podvrgnut i dejstvu ultrazvuka, Sto znaCajno doprinosi smanjenju produkcije
metanola (30% kod Usg, naspram 17% kod Hs). Negativan uticaj na senzorna svojstva primecen
je 1 kod vina proizvedenih nakon tretmana kljuka poviSenim temperaturama i ultrazvukom.

Primena ultrazvuka i temperatura od 75 °C tokom 3 min, ili 70 °C tokom 4 min, dovode
do skoro potpune inaktivacije PME u soku paradajza (Terefe i sar., 2009). Pomenuti autori isti¢u
i da je stepen inaktivacije PME usled sinergistickog dejstva toplote i ultrazvuka povecan od 1,5
do 6 puta u temperaturnom opsegu 60-75 °C, u odnosu na primenu samo termickog tretmana.

4.8.7. Primena mikrotalasa

Tretiranje hrane visokim temperaturama dovodi do gubitka senzornih i nutritivnih
svojstava. Prema literaturnim podacima, primena mikrotalasa u proizvodnji hrane i pi¢a ima
prednost u odnosu na klasi¢ne termi¢ke postupke (sterilizacija i pasterizacija) s obzirom da
obezbeduje efikasniju inaktivaciju enzima pri nizim temperaturama i manje negativne efekte po
kvalitet proizvoda (Matsui i sar., 2007).

Mehanizmi koji su odgovorni za inaktivaciju enzima mikrotalasima mogu se podeliti u tri
velike grupe: 1) termicki efekat; 2) kineti¢ki efekat; i 3) hemijski efekat (Tajchakavit, 1997).
Efekat toplote, na molekularnom nivou, odgovoran je za strukturne promene sloja vezane vode,
koje dovode do naruSavanja stabilnosti i funkcionalnosti makromolekula (denaturacija proteina),
a naknadno, 1 do promena u metabolickoj aktivnosti ¢elije. Ukupno naelektrisanje ¢elija moze
pretrpeti promene u elektromagnetnom polju mikrotalasa, §to moze dovesti do brzih oscilacija
koje nadjacavaju elasti¢nost celijskog zida i dovode do razaranja celijske membrane. Ovakav
kineticki efekat ne uzrokuje samo promene u propustljivosti éelijske membrane koje mogu
dovesti do odumiranja ¢elije, ve¢ utice 1 na strukturu razli¢itih makromolekula, medu kojima su 1
proteini (enzimi). Nivoi kvanta energije mikrotalasa su nekoliko magnituda nizi od vrednosti
zahtevanih za raskidanje hemijskih veza, te je, stoga, malo verovatno da primena mikrotalasa
moze izazvati raskidanje bilo kojih hemijskih veza u hrani. Medutim, vrlo je mogucée nastajanje
slobodnih radikala kiseonika i vodonika, kao i hidroksi i vodonik-peroksid radikala, usled
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simultane adsorpcije energije. Dejstvom ovih radikalskih oblika moze do¢i do narusavanja
strukture enzima, pa samim tim i do njihove inaktivacije.

Na slici 4.25. prikazan je uticaj tretmana kljuka mikrotalasima na sadrZaj metanola u
proizvedenim vinima od §ljive.

800
700
600 -
500 -
400 -
300 -~

N

o

o
1

sadrzaj metanola (mg/l)

[Eny

o

o
|

o

K M1 M2 M3 M4 M5 M6

Slika 4.25. Prikaz uticaja tretmana kljuka mikrotalasima na sadrzaj metanola u vinu

Na osnovu dobijenih rezultata, moze se uo€iti da se primena mikrotalasa pokazala
efikasnim postupkom za smanjenje produkcije metanola u vinima od §ljive. U zavisnosti od
maksimalne postignute temperature (45-85 °C) i duzine izlaganja kljuka dejstvu mikrotalasa (1-4
min), smanjenje produkcije metanola je iznosilo od 10% do 60%. Najveéi efekat inhibicije PME
registrovan je kod ogleda Mg (maksimalna temperatura 85 °C, vreme 1 min). Posmatranjem slika
4.23. 1 4.25. uocava se da je efikasnost tretmana kljuka mikrotalasima (M) znacajno veca u
poredenju sa klasi¢nim termickim tretmanom (Hi.g). Redukcija formiranja metanola kod
postupka Hs (70 °C tokom 5 min) iznosila je 18%, dok u slucaju postupka M4 (maksimalna
temperatura 70 °C, vreme 1 min) ona iznosi 46%. Pomenuti primer demonstrira znacaj ne-
termickih efekata mikrotalasnog zracenja za inhibiciju aktivnosti PME tj. smanjenje produkcije
metanola. Efekat zagrevanja kljuka mikrotalasima znacajno je manje uticao na senzorna svojstva
vina nego §to je to slucaj kod klasicnog termiCkog tertmana i istovremene primene toplote i
ultrazvuka. Primena visokih temperatura (iznad 70 °C) u kratkom vremenu (oko 1 min), kao i
doprinos mehanizama ne-toplotne prirode (kineticki i hemijski), uticali su da efekat smanjenja
produkcije metanola mikrotalasnim zracenjem na senzorna svojstva vina bude neznatan.

Tajchakavit i Ramaswamy (1997) su uporedivali Kinetiku inaktivacije PME u soku
narandze primenom mikrotalasa i klasicnog termickog tretmana. Inaktivacija PME u soku
narandze bila je znacajno brza i efikasnija kod postupka zagrevanja mikrotalasima (D-vrednost
na temperaturi od 60 °C iznosi 7,4 s) nego u slucaju klasi¢nog termickog tretmana (D-vrednost
na temperaturi od 60 °C iznosi 155 s). Dobijeni rezultati ukazuju na znacajan doprinos efekata
ne-toplotne prirode inaktivaciji enzima u sluc¢aju primene mikrotalasa.
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4.8.8. Poredenje primenjenih tretmana za smanjenje produkcije metanola u vinu od §ljive

Na Slici 4.26. dat je uporedni prikaz efikasnosti ispitanih fizicko-hemijskih tretmana
kljuka u redukciji formiranja metanola u proizvedenim vinima od $ljive. Tretmani predstavljeni
na slici 4.26. (T, Fy, Ps ... ) odnose se na kombinacije faktora u sklopu ispitanih postupaka pri
kojima je zabeleZena najveca redukcija formiranja metanola.
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Slika 4.26. Uporedni prikaz najefikasnijih fizicko-hemijskih tretmana kljuka za
smanjenje produkcije metanola u vinu

Moze se uoditi da postupke koji ukljucuju neki vid termi¢kog tretmana (Hg, Us, Ms)
karakteriSu znacajno vece vrednosti smanjenja produkcije metanola. Sa druge strane, ovakvi
postupci imaju negativan uticaj na senzorna svojstva proizvedenih vina. Najmanje efiksanim se
pokazala primena fenolnih kiselina. Redukcija sadrzaja metanola primenom tanina, pektinske
kiseline 1 bentonita je slabo izrazena (smanjenje do 10%) ali je efekat ovih tretmana po senzorna
svojstva vina prakti¢no zanemarljiv.

4.8.9. Inaktivacija pektin metil esteraze Sljive

S obzirom da optimizovani postupak fermentacije vina od Sljive (poglavlje 4.2.5)
podrazumeva upotrebu komercijalnog preparata pektolitickog enzima (0,5 g/100 kg kljuka), sa
znaCajnom aktivno$¢éu PME, stepen formiranja metanola znacajno je veéi u poredenju sa
postupkom koji ne ukljucuje enzimski tretman kljuka. Moze se uoditi da upotreba pektolitickog
enzima dovodi do povecanja produkcije metanola u vinu za skoro 60% (porast od 430 mg/l do
682 mg/l). Budu¢i da je inhibicija zajednickog dejstva PME prirodno prisutne u $ljivi i PME
enzimskog preparata ocenjena u prethodnim poglavljima, cilj istrazivanja je bio i da se ispita
efikasnost primenjenih postupaka u uslovima koji ne ukljucuju upotrebu komercijalnih
pektolitickih enzima.
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Uticaj razlicitih fizicko-hemijskih postupaka na stepen inaktivacije PME S§ljiva, izrazen
preko sadrzaja metanola u gotovom vinu, prikazan je na slici 4.27.

500

Slika 4.27. Prikaz uticaja razli¢itih fizicko-hemijskih tretmana kljuka na sadrzaj metanola
formiranog aktivnos¢u PME Sljive

Tretman kljuka taninima, u koli¢ini od 10-20 g/hl (Li.3), uzrokovao je nizi sadrzaj
metanola u vinu za 5 do 10%. Primena bentonita i zeolita u koli¢ini od 100g/100kg kljuka,
rezultovala je znaCajnom inhibicijom aktivnosti PME. Bentonit je efikkasnije inhibirao PME
nego zeolit, s obzirom na utvrdeno smanjenje produkcije metanola u vinu (28%, odnosno 14%),
u odnosu na kontrolni uzorak. Moze se uoc¢iti da primena ultrazvuka na sobnoj temperaturi (Lg)
ne dovodi do smanjenja produkcije metanola. Sa druge strane, sinergisti¢ko dejstvo toplote i
ultrazvuka pokazuje se znatno efikasnijim u inhibiciji aktivnosti PME S§ljive, pa je u vinu
proizvedenom od kljuka zagrevanog na temperaturu od 60 °C, tokom 5 i 15 minuta (L7 i Lg),
utvrden 32% 1 50% manji sadrzaj metanola. PME Sljive se pokazala narocito osetljivom na
tretman mikrotalasnim zra¢enjem, posmatrano preko smanjenja produkcije metanola. Upotrebom
mikrotalasa (Lo i Lig) obezbedeno je izlaganje kljuka visokim temperaturama (Krajnje
temperature 70-80 °C) u kratkom vremenu (1-4 min), a Sto je rezultovalo za 50-70% nizim
sadrzajem metanola u vinu. Termicki tretman kljuka na temperaturi od 80 °C tokom 3 minuta
(L12) takode je doveo do znacajne inhibicije aktivnosti PME, pa je u vinu utvrdeni sadrzaj
metanola bio manji za 55%, u odnosu na kontrolni uzorak (K). Dobijeni rezultati ukazuju da je,
za svaki pojedinacni tretman, efekat smanjenja produkcije metanola jace izrazen nego u slucaju
primene istrog na¢ina obrade enzimski tretiranog kljuka Sljive. Pored prisustva manje koli¢ine
enzima (PME) u kljuku, ovakvi rezultati se mogu objasniti i slabijom rezistentno$¢u PME Sljive
na ispitane fizicko-hemijske postupke, u odnosu na PME aktivnost komercijalnog enzimskog
preparata koji je mikrobioloskog porekla (Aspergillus niger). Tako, na primer, redukcija
formiranja metanola usled izlaganja kljuka mikrotalasima My (70 °C, 1 min) iznosi 45%, dok je
u slucaju ocene efikasnosti inhibicije PME S$ljive, ekvivalentan tretman Lig (70 °C, 1 min),
uzrokovao smanjanje od 70%.
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5. ZAKLJUCAK
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U okviru ove doktorske disertacije ocenjena je upotrebna vrednost sorti domace $ljive
(Prunus domestica L.) razli¢itih epoha sazrevanja, kao sirovine za proizvodnju voénog vina.
Izvr$ena je optimizacija uslova alkoholne fermentacije, karakterizacija proizvedenih vina i ocena
njihovih funkcionalnih karakteristika. Na kraju, ispitana je moguénost smanjenja produkcije
metanola u vinu od §ljive primenom razli¢itih fizicko-hemijskih tretmana polazne sirovine. Na
osnovu dobijenih rezultata izvedeni su slede¢i zakljucci:

v Analiza mehani¢kog sastava kori$tenih plodova tri ispitivane sorte $ljive pokazuje je da
sorte Cacanska lepotica i Pozegada imaju znac¢ajno veéi udeo pokoZice u plodu (9,4%,
odnosno 9,8%) u odnosu na Cacansku ranu, dok najpovoljniji odnos mase mezokarpa i
kostice (17,8) ima sorta Cadanska lepotica. S obzirom na znaajan uticaj datih
pokazatelja na parametre kvaliteta kao §to su randman i boja vina, sastav i sadrzaj
fenolnih i aromati¢nih jedinjenja, mozZe se zakljugiti da sorta Caganska lepotica, poseduje
najbolji mehanicki sastav tj. najveéi potecijal za proizvodnju voénog vina.

v S obzirom da sastav polazne sirovine u velikoj meri odreduje kvalitet proizvedenog vina,
utvrdene hemijske karakteristike kljuka i1 soka ispitivanih sorti Sljive ukazuju da se
Cacanska lepotica i Pozegada mogu smatrati boljim sirovinama za proizvodnju voénog
vina u odnosu na sortu Caganska rana. Ove dve sorte §ljive karakteride povoljniji odnos
Secera (152-163 g/kg) 1 voénih kiselina (6,5-7,8 g/l), kao 1 visi sadrZaj asimilabilnog azota
(320-385 mg/1). Pozegacu, kasnu sortu, karakteriSe visi sadrzaj Secera, visa vrednost pH i
manje ukupnih kiselina, u odnosu na Cac¢ansku lepoticu. PoZegada je i sorta sa najviim
sadrzajem pepela tj. mineralnih materija (0,59%).

v" Ispitivanjem upotrebe pet komercijalnih pektolitickih enzima za tretman kljuka od §ljiva
ustanovljeno je da se primenom enzima Lallzyme EX-V postizu najbolje karakteristike
vina koje se manifestuju visokim sadrzajem etanola (7,71% v/v), glicerola (6,05 g/1) i
ukupnih fenolnih jedinjenja (2,21 g/1), najve¢im prinosom vina (67%) 1 najmanjom
koncentracijom metanola (1109 mg/l).

v Razli¢ita udestalost mesanja kljuka ne uti¢e znacajnije na sadrzaj etanola, metanola i
glicerola u vinu od §ljive. Statisticki znacajno (p<0,05) povecéanje prinosa vina utvrdeno
je pri rezimima ucestalijeg meSanja kljuka (jedan 1 dva puta na dan), bez obzira na
primenu pektolitickog enzima. Sa druge strane, nema znacajnijih razlika u prinosu vina
kod uzoraka kljuka meSanih jednom i dva puta dnevno. Ucestalije meSanje kljuka dovodi
do povecanja sadrzaja ukupnih fenola za 20-25%. Efikasna ekstrakcija polifenola
pokozice §ljive postize se meSanjem kljuka jedan put na dan, dok dalje povecanje
frekventnosti ove operacije nema znacajnog (p<0,05) efekta.

v' Ispitivanjem moguénosti primene razli¢itih kvasca u fermentaciji vina od S$ljive,
ustanovljeno je postojanje statisticki znaCajne razlike u pogledu fermentativnih
karakteristika razli¢itth komercijalnih sojeva pod primenjenim eksperimentalnim
uslovima. Vina proizvedena primenom cistih kultura S. cerevisiae (Alchemy I, Spiriferm
i Oenoferm PinoType) i S. bayanus (Spiriferm arom i Oenoferm Freddo) karakteriSe
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ujednaceno visok sadrzaj etanola (7,49-7,87% v/v), brza i efikasna fermentacija. Najkrace
vreme trajanja fermentacije (4-5 dana) i najveca brzina produkcije etanola (12,3-15,5
g/l/dan) odlike su ispitanih sojeva S. cerevisiae: Alchemy I, Oenoferm PinoType i,
narocito, Spiriferm. Najvisi sadrzaj 1-nonanola i 1-feniletanol, jednih od najznacajnijih
determinatora arome S$ljive, odreden je u vinu proizvedenom upotrebom kvasca
Spiriferm. Vina proizvedena aktivnos¢u kvasaca Oenoferm PinoType i Oenoferm Freddo
ne razlikuju se znacajnije u sastavu i sadrzaju aromatic¢nih jedinjenja.

v Spontana fermentacija kljuka od tri kori$¢ene sorte domace §ljive rezultira proizvodnjom
vina razliCitih aromatskih karakteristika. Najvece razlike medu vinima prisutne su po
pitanju sadrzaja 1-propanola, 1-heksanola, etil-laktata, izoamail-acetata, 1-feniletanola,
etil-oktanoata, etil-dekanoata i etil laurata. Dugo vreme trajanja fermentacije (7-9 dana) i
najmanje brzine produkcije etanola (7-8 g/l/dan) generalno karakteriSu spontanu
fermentaciju. Vino proizvedeno aktivno$¢u autohtonih kvasaca §ljive Cadanska lepotica
karakteriSe visok sadrzaj acetaldehida i etil acetata, kao posledica izrazene aktivnosti
oksidativnih (ne-Saccharomyces) kvasaca, ali i zna¢ajan sadrzaj pojedinih visih alkohola
(1-propanol, 1-heksanol i 1-oktanol) i aromati¢nih estara (etil-laktat, izoamil-acetat i etil-
palmitat).

v Rezultati senzorne analize ukazuju da statisti¢ki znacajne (P<0,05) razlike u mirisu, kao i
ukusu i aromi karakteriSu vina od $ljive proizvedena upotrebom razli¢itih vrsta 1 sojeva
kvasca. Sa druge strane, razlike u boji i izgledu (bistrini) vina mogu se smatrati
neznacajnim. Sojevi S. cerevisiae (komercijalnih oznaka Alchemy I, Spiriferm i
poredenju sa sojevima S. bayanus (komercijalnih naziva Spiriferm arom i Oenoferm
Freddo). Najvecu ukupnu ocenu senzorne analize dobilo je vino proizvedeno upotrebom
kvasca Spiriferm (19,1). Takode, upotreba Cistih kultura selekcionisanih kvasaca rezultira
proizvodnjom vina od §ljive boljih senzornih karakteristika u odnosu na postupak koji
ukljucuje spontanu fermentaciju.

v' Uzimajuéi u obzir fermentativne karakteristike, sadrzaj aromati¢nih jedinjenja u
proizvedenom vinu, kao 1 ocene senzorne analize, zaklju€eno je da, medu ispitanim
proizvodnim organizmima, kvasac Spriferm (S. cerevisiae) daje vino od $ljive najboljeg
kvaliteta.

v' Primenom metode odzivne povrSine funkcije (RSM) i metode Zeljene funkcije,
komponenti softverskog paketa Design Expert, definisani su optimalni uslovi
fermentacije za postizanje maksimalnih vrednosti sadrZaja etanola, glicerola i prinosa
vina, i minimalne koncentracije metanola u vinu od $ljive. Postupkom numericke
optimizacije dobijene su sledece vrednosti procesnih parametara fermentacije vina od
Sljive: temperatura 25 °C, vrednost pH 3,5 1 doza pektolitickog enzima 0,5 g/100 kg. Pri
navedenim uslovima dobijeni fitovani modeli predvidaju prinos etanola od 7,5% v/v,
prinos glicerola od 5g/l, prinos vina od 48% (48 ml vina na 100 g kljuka) i formiranje 710
mg/l metanola.
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v

Povecanje koli¢ine dodatih kostica za 25-200%, u fermentaciji kljuka od $ljive, dovodi do
znacajnog (p<0,05) poveéanja sadrZzaja cijanovodoni¢ne kiseline i benzaldehida u vinu.
Utvrdene vrednosti ovih parametara su ipak znacajno nize od maksimalno dozvoljenih.
Rezultati fizicko-hemijskih analiza ukazuju na dosta ujednacen kvalitet vina sorti
Calanska lepotica i Pozegada, proizvedenih optimizovanim postupkom fermentacije.
Sadrzaj etanola u ovim vinima nalazi se u opsegu 7,60-7,85% v/v. Vina sorte Ca¢anska
rana karakteriSe, pre svega, nizi sadrzaj etanola, i viSi sadrzaj ukupnih kiselina i
metanola, u poredenju sa vinima druge dve sorte. Utvrdene koli¢ine organskih kiselina
utiCu pozitivno na senzorne karakteristike vina, doprinosec¢i osecaju svezine i reskosti,
izuzev u sludaju vina sorte Cadanska rana, kod koga je ta kiselost blago prenaglasena.
Koncentracija metanola u vinima od §ljive nalazi se u opsegu 658-735 mg/l, §to je
znacajno vise u odnosu na uobicajene vrednosti za vino od grozda (< 200 mg/l).

Sadrzaj ukupnih fenola, flavan-3-ola i akupnih antocijana u vinima statisticki znacajno
(p<0,05) se razlikuje u zavisnosti od upotrebljene sorte §ljive. Vino sorte Ca¢anska
lepotica karakteriSe najvisi sadrzaj ukupnih fenola (2,18 g/1), ukupnih antocijana (187,2
mg/l) i flavan-3-ola (198,8 mg/l), ali i najveéi intenzitet boje vina (0,73). Najveci udeo
monomernih u ukupnim antocijanima (65%) odreden je u vinu sorte Pozegaca. Najveci
uticaj reakcija kopigmentacije na boju vina zabeleZen je kod vina sorte PoZegaca.
Prisustvo peonidin-3-glukozida, cijanidin-3-rutinozida, peonidin-3-rutinozida,
hlorogenske kiseline, kafene kiseline i rutina detektovano je u svim ispitanim vinima, dok
je prisustvo ostalih fenolnih jedinjenja karakteristika pojednih sorti ili lokaliteta
uzgajanja. U proizvedenim vinima istice se visok sadrzaj dva antocijana, peonidin-3-
glukozida i cijanidin-3-rutinozida, dok su najdominantnije fenolne kiseline hlorogenska i
vanilinska. Kvalitativni i kvantitativni sastav polifenola u vinu sorte Pozegaca znacajno
se razlikuje u zavisnosti od lokaliteta na kome su §ljive uzgajane.

Proizvedena vina od S§ljive pokazuju znacajnu antiradikalsku aktivnost (ICso 0,1-0,23
ml/ml) prema DPPH slobodnim radikalima. Vina sorte Caganska lepotica, proizvedena
od §ljiva sa dva mikrolokaliteta, karakteriSu najniZe ICso vrednosti (najvisa antiradikalska
aktivnost). Postoji znacajna pozitivna linearna korelacija (r = 0,828-0,905) izmedu
antioksidativnog potencijala i sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja i ukupnih antocijana.
Vina od sorti domace $ljive pokazala su antibakterijsku aktivnost prema svim testiranim
bakterijskim Sojevima. Znacajnija razlika u osetljivosti/otpornosti Gram pozitivnih i
Gram negativnih bakterija na dejstvo vina nije registrovana, izuzev u slu€aju vina od
sorte Caganska rana, kod koga je antimikrobno dejstvo prema bakterijama Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus i Bacillus cereus bilo nesto izrazenije. Kvasci S.
cerevisiae i C. albicans pokazali su ve¢u otpornost prema test uzorcima vina u odnosu na
bakterije. Na osnovu rezultata antimikrobne aktivnosti kontrolnih uzoraka, moze se
izvesti zakljuéak da su glavni nosioci antimikrobne aktivnosti vina od Sljive sadrzaj
ukupnih kiselina i vrednosti pH.
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v Ogledna vina od §ljive pokazuju znacajno dejstvo na primenjene ¢elijske linije karcinoma
grla (Hep2) 1 miSi¢nog tkiva (RD) i1 miSije tumorske fibroblastne linije u koju su
transfektovani neki humani geni (L20B), s obzirom da sva ispitana vina pokazuju
citotoksi¢nu aktivnost pri koncentracijama manjim od 50 pg/ml. Najpotentnijim
inhibitorom rasta éelija sve tri linije pokazalo se vino sorte Calanska rana. Sa druge
strane, efekat vina sorte Cadanska lepotica je medu ispitanim vinima bio najslabiji.
Prisustvo kostica u kljuku tokom fermentacije, dovodi do znacajnog povecanja (35-40%)
citotoksi¢nog dejstva prema ispitanim celijskim linijama karcinoma.

v’ Sadrzaj fenolnih jedinjenja ne menja se znacajno tokom prvih tri do $est meseci starenja.
Statisticki znacajno (p<0,05) smanjenje sadrzaja ukupnih fenola registruje se tek nakon
dvanaest meseci starenja u vinima sve tri sorte. IzraZenije promene tokom posmatranog
perioda desavaju se po pitanju sadrzaja flavan-3-ola i antocijana, s obzirom da je
znacajno smanjenje nihovog sadrzaja generalno uocljivo ve¢ nakon mesec dana
odlezavanja. Opisane promene ovih bojenih materija su znatno slabijeg intenziteta u
periodu od Sestog do dvanaestog meseca. Intenzitet boje vina od Sljive generalno
pokazuje trend porasta u prva tri meseca odleZzavanja, nakon kojih vrednost ovog
parametra boje blago opada sa vremenom.

v Primenjeni fizi¢ko-hemijski postupci pokazuju razli¢itu efikasnost u smanjenju
produkcije metanola u vinu od §ljive. MoZe se uociti da postupke koji ukljucuju neki vid
termickog tretmana (H, U, M) karakteri$e znacajno smanjenje produkcije metanola (i do
60-70%). Sa druge strane, ovakvi postupci uglavnom imaju negativan uticaj na senzorna
svojstva proizvedenih vina. Medutim, izlaganje kljuka intenzivnijem mikrotalasnom
zracenju u kratkom vremenu, usled doprinosa mehanizama ne-toplotne prirode (kineticki
i hemijski), omogucuje znacajno smanjenje produkcije metanola i neznatan uticaj na
senzorna svojstva vina. Najmanje efiksanim se pokazala primena fenolnih kiselina.
Redukcija formiranja metanola primenom tanina, pektinske kiseline i bentonita je slabo
izraZzena (smanjenje do 15%), ali je efekat ovih tretmana po senzorna svojstva vina
prakti¢no zanemarljiv. Efekat primenjenih postupaka na smanjenje produkcije metanola
jaGe je izrazen u slu¢aju tretmana kljuka u koji nije dodavan komercijalni pektoliticki
enzim. Pored prisustva manje koli¢ine enzima (PME) u kljuku, ovakvi rezultati se mogu
objasniti i slabijom rezistentnos¢éu PME S§ljive na ispitane fizicko-hemijske postupke, u
odnosu na PME aktivnost komercijalnog enzimskog preparata koji je mikrobioloSkog
porekla.
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7.1. Ca¢anska rana

Tabela 7.1. Ispitivanje uticaja uslova fermentacije na kvalitet vina od $ljive sorte Cacanska rana
primenom Box-Behnken eksperimentalnog plana

Temperatura H Pektinaza Etanol Metanol  Glicerol Prinos vina
(°C) P (0/100 kg) (% viv) (mg/l) (/) (%)
X1 X, X3 Y, Y, Ys Y,
16 4,0 0 5,8 499 3,73 38,5
16 4,0 2 6,07 1077 3,85 56
16 3,5 1 6,55 972 34 50,5
16 4,5 1 5,51 932 4,02 53,5
23 4,0 1 6,37 1085 4,46 55
23 4,0 1 6,25 1059 4,45 51
23 3,5 2 6,8 1180 4,13 59
23 4,5 2 6,23 1222 4,89 63
23 4,0 1 6,31 1082 4,39 56
23 4,0 1 6,42 1020 4,36 53
23 4,0 1 6,3 1065 4,38 55
23 4,5 0 6,04 655 4,62 43,5
23 3,5 0 6,67 569 4,35 45
30 4,0 2 6,51 1291 4,81 66
30 4,5 1 6,12 1089 5,25 63
30 4,0 0 6,37 643 4,77 47,5
30 3,5 1 6,87 1123 4,59 58

Tabela 7.2. Polinomski oblici fitovanih odziva ispitivanih parametara

Parametri Model R?
Etanol  Y1=+ 14,4255 + 0,1043X; - 4,1339X, + 0,0481X; + 0,0207X:X2 - 0,965
0,0046X1X3 + 0,03X2X3 - 0,0032X? + 0,36X3 + 0,015X3
Y2 = -180,66 + 36,8745X; + 92,8429X, + 638,2Xs + 0,4286X:X, +
Metanol 2 5x,X; - 22X,X; - 0,6347X2 - 8,4X2 - 153,6X3 0,934
_ Ys=+ 3,5077 + 0,211X; - 1,5652X; - 0,9525X; + 0,0028X1Xz -
Glicerol ) 028X;X5 + 0,245X,Xs - 0,0031X2 + 0,229X2 + 0,0323X2 0,990
. Y4=+142,9503 - 0,7271X, - 49,4107X; + 2,4911X; + 0,1429X;X,
Prinos vina 0,975

+ 0,0357X:X3 + 2,75X2X3 + 0,0166X% + 5,75X3 - 2,8125X3

Xy: temperatura (°C); X,: pH; Xs : doza pektinaze (g/100 kg);
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Tabela 7.3. Analiza varijanse (ANOVA) modelelovanih odziva i regresionih koeficijenata

F-vrednost p-vrednost
lzvor Y; Y, Y3 Y, Yi Y, Y; Y,
Model 22,49 8196 6509 30,69 | 0,0002° <0,0001° <0,0001° <0,0001"
X1 52,50 46,14 43547 53,84 | 0,0002° 0,0003° <0,0001° 0,0002"
Xz 124,71 0,30 11894 458 | <0,0001° 05989~ <0,0001° 0,0496
X3 743 601,16 0,98 200,66 | 0,0295° <0,0001° 0,3545" <0,0001

X:1Xo 2,35 0,0074 0,071 0,33 0,16947 0,9335" 0,7971 0,5823"
X:1X3 0,47 1,02 0,29 0,083 | 05144 0,3463" 0,6098" 0,7815"
XoX3 0,10 0,40 10,70 2,51 0,7605° 0,5458™ 0,0136° 0,1569"

X? 1166 3,39 1695 092 | 0,0112° 0,1082" 0,0045 0,3685
X2 381 0015 246 2,89 | 0,0920" 0,9046° 0,1607°  0,1328"
X3 011 8267 078 11,07 | 0,7546° <0,0001° 0,4062°  0,0126

X;: temperatura (°C); X,: pH; X3 : doza pektinaze (g/100 kg);
Y. etanol (% v/Vv); Y,: metanol (mg/l); Ys: glicerol (g/1); Y,4: prinos vina (%);
*Znacajno pri p < 0,05, ** nije znacajno;

7.2. PoZzegacda

Tabela 7.4. Ispitivanje uticaja uslova fermentacije na kvalitet vina od §ljive sorte Pozegaca
primenom Box-Behnken eksperimentalnog plana

Temperatura H Pektinaza  Etanol Metanol  Glicerol Prinos vina
(°C) PP (gi100kg) (Vi) (mgll) /) (%)
X1 X X3 Y, Y, Y3 Y,
16 4,6 1 5,03 899 4,67 54
16 41 2 5,92 985 4,17 57
16 3,6 1 7,04 865 3,55 50
16 4,1 0 5,55 350 4,03 36
23 41 1 7,26 944 4,55 54
23 4,1 1 7,35 934 4,6 55
23 3,6 0 7,5 314 4,15 41
23 3,6 2 7,6 1169 4,29 57
23 4,6 2 6,6 1205 51 60
23 4,6 0 6,35 640 4,7 43
23 4,1 1 7,35 955 4,3 52
23 41 1 7,44 947 4,44 57
23 4,1 1 7,31 939 4,5 54
30 3,6 1 7,4 1100 5,15 54
30 41 2 7,45 1210 5,48 63
30 4,1 0 6,89 445 53 44
30 4,6 1 6,12 1168 59 58
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Tabela 7.5. Polinomski oblici fitovanih odziva ispitivanih parametara

Parametri Model R?
Etanol  Yi=- 4,821 + 0,5628X; + 3,6715Xz - 0,0291Xs + 0,0521X:Xz + 0,950
0,0068X1X3 + 0,075X2X3 - 0,0154X? - 0,769X3 - 0,1372X3 ’
Y2= + 4222,14 + 9,643X; - 2233,537X; + 1212,514Xs +
Metanol 2 429X,X, + 4,643X,X; - 145X:Xs - 0,207X2 + 297,4X3 -186,15X3 0,990
_ Yi= + 4,9417 + 0,0427X; - 1,248X, - 0,4678Xs - 0,0264X:X, +
Glicerol 6 0014X;Xs + 0,13X:Xs + 0,0054X2 + 0,309X2 + 0,0047X2 0,981
. Y4=+10,695 + 0,7694X1 + 5,21X; + 16,868X3 + 0,0001X:X; -
Prnos vina g6714X,X + 0,5X2Xs - 0,0066X2 - 0,3X3 - 4,075X3 0.970

Xy: temperatura (°C); X,: pH; X5 : doza pektinaze (g/100 kg);

Tabela 7.6. Analiza varijanse (ANOVA) modelelovanih odziva i regresionih koeficijenata

F-vrednost p-vrednost

lzvor Y Y, Y3 Y, Y; Y, Y3 Y,
Model 1501 77,62 4224 2558 | 0,0009° <0,0001° <0,0001° 0,0002"
X1 3445 4575 25596 16,97 | 0,0006°  0,0003° <0,0001° 0,0045
Xz 54,63 1451 91,24 5,93 0,0002°  0,0066° <0,0001° 0,0451"
X3 302 53580 647 186,89 | 0,1256° <0,0001° 0,0385° <0,0001"
X1Xz 1,97 0,16 2,39 0.001 | 0,2035~ 0,7048™ 0,1657"  0,9999"
X1X3 0,13 2,28 0,028 0,28 0,7258” 0,17507 0,8719" 0,6127"
X2Xs3 0,083 11,33 1,18 0,070 | 0,7815"  0,0120° 0,3129™ 0,7988"
X? 3518 023 2026 012 | 0,0006° 0,6435  0,0028"  0,7343"
X2 2,30 1255 1,76  0,0064 | 0,17337  0,0094°  0,2265°  0,9373"
X3 117 7864 00066 19,62 | 0,3150° <0,0001° 0,9373"  0,0030°

Xy: temperatura (°C); X,: pH; X3 : doza pektinaze (g/100 kg);
Y. etanol (% v/Vv); Y,: metanol (mg/l); Ys: glicerol (g/1); Y,: prinos vina (%);

*Znacajno pri p < 0,05, ** nije znacajno;
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