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Rezime

U radu su prikazani rezultati ispitivanja fenolnog sastava, antioksidacione i
antimikrobne aktivnosti crvenih vina, dobijenih iz vinogradarskih i vinskih rejona
Balkana (Bosne i Hercegovine, Hrvatske, Srbije, Crne Gore, Makedonije i Bugarske),
proizvedenih u periodu od 2007 do 2011 godine od razli€itih proizvodaca. |zabrana
su crvena vina od internacionalnih: Cabernet Sauvignon, Merlot, Pinot Noir,
Frankovka i Game i autohtonih Vitis vinifera sorti grozda: Vranac i KratoSija.
Ispitivanje fenolnog sastava izvrSeno je spektroskopskim metodama i HPLC-om. Na
taj nacin identifikovani su jedanaest fenolnih kiselina (galna, vanilinska, siringinska,
hlorogenska, elagilna, trans-kaftarna, trans-kutarna, trans-kafena, p-kumarna i
ferulna kiselina) odredivani DAD detektorom na 280 i 320 nm, trans-resveratrol na
320 nm i dvadeset i devet flavonoidna jedinjenja ((+)-katehin, procijanidin By, (-)-
epikatehin, (-)-epigalokatehingalat, kvercetin-3-glikozid, rutin, miricetin, morin,
kvercetin, kemferol, luteolin, apigenin i naringin) odredivani na 360 nm i 275/322 nm
sa fluorescentnim detektorom i kao veoma znacajna flavonoidna grupa antocijani
(malvidin-3-glikozid, peonidin-3-glikozid, delfinidin-3-glikozid, cijanidin-3-glikozid i
petunidin-3-glikozid, njihovi 3-acetilglikozidi i p-kumaroilglikozidi derivati, kao i Vitisin
A i malvidin-3-vinilfenolglikozid) na 520 nm. Rezultati ispitivanja svih analiziranih
uzoraka vina ukazuju da fenolni sadrzaji zavise od viSe faktora (sorte grozda, mesta
polozaja vinograda, agrohemijskin uslova, vremena i godine berbe grozda,
primenjene tehnologije proizvodnje, naCina Cuvanja, skladistenja, starenja vina itd).
HPLC analiza je pokazala da je najdominantnija fenolna kiselina galna kiselina
(65,06 - 88,75% od ukupnih fenolnih kiselina), a od flavonoida najdominantniji su:
(+)-katehin (55,30 - 83,13% od ukupnih flavan-3-ola), kvercetin-3-glikozid (57,58 —
60% od ukupnih flavonola) i malvidin-3-glikozid sa njegovim acetil- i p-kumaroil
derivatima (86,47 — 100% od ukupnih antocijana). Ispitivani uzorci vina pokazuju
antioksidativno delovanje na DPPH radikale u opsegu ECs vrednosti od 47,17 do
145,83 mL/g ili u procentima od 69,55 do 91,83%. Korelacionom analizom je
utvrdeno da postoji dobra korelacija (0,6912 - 0,8595) izmedu antioksidativne
aktivnosti vina i spektroskopskih, odnosno HPLC detektovanih koncentracija nekih
fenolnih jedinjenja (galne kiseline, (+)-katehina, kvercetin-3-glikozida i trans-
resveratrola). Antioksidaciona aktivnosti vina je analizirana i novom redoks

metodom, upotrebom bakar (11)-1,10-fenatrolina kao oksidanta. Dobijeni rezultati su



u saglasnosti sa rezultatima dobijenim DPPH metodom (0,9775 - 0,9776).
Antimikrobna aktivnost izabranih uzoraka vina je ispitivana disk-difuzionom i mikro-
dilucionom metodom u odnosu na Sest Gram-pozitivnih i Sest Gram-negativnih
bakterija, i kvascu Candida albicans. Dobijeni rezultati za minimalnu inhibitornu
koncentraciju (MIC) i minimalnu bakterijsku koncentraciju (MBC) daju slededi
redosled vina: Cabernet Sauvignon > Vranac > Merlot > Pinot Noir ~ Frankovka ~
ViSesortna Zupska vina. Ispitivana vina pokazuju antimikrobnu aktivnost u odnosu na
gram-pozitivne bakterije na sledeci nacin: Clostridium perfringens > Bacillus subtillis
~ Listeria monocytogenes ~ Sarcina lutea > Staphylococus aureus ~ Micrococcus
flavus. Antimikrobna aktivnost protiv gram-negativnih bakterija je sledeca: Proteus
vulgaris > Pseudomonas aeruginosa ~ Salmonella enteritidis > Klebsiella pneumonia
> Shigella sonnei. Inhibiciona zona delovanja Cabernet Sauvignon vina pokazuju
inhibiciju do 20,0 mm za Escherichia coli i 19,0 mm za Bacillus subtillis, Sto je
uporedljivo sa inhibicionom zonom standardnih antibiotika (16,0 — 35,0 mm) i nekih
fenolnih jedinjenja (14,5 — 21,8 mm). Korelacionom analizom je potvrdeno da postoji
dobra korelacija izmedu antimikrobnog delovanja prema Escherichia coli i
Staphylococus aureus i nadenih koncentracija za (+)-katehina (0,6625 - 0,7433) i
ukupnih fenolnih kiselina (0,5121 - 0,7333). Uradena analiza antioksidacione i
antimikrobne aktivnosti ispitivanih crvenih vina je pokazala da se najbolje korelacije
uspostavljaju sa ukupnom koncentracijom detektovanih flavonoida, pa se moze
zakljuCiti da je biohemijsko delovanje crvenih vina, posledica sinergesti¢kog
delovanja vecCeg broja bioloSkoaktivnih komponenata. Dobijeni rezultati bi dali
mogucnost za proizvodnju kvalitetnin crvenih vina sa poveCanim fenolnim

sadrzajem, koji bi uz bolji marketing bili konkurentni na svetskom trzistu.

Kljuéne reci: crvena vina, Balkanski region, fenolna jedinjenja, spektroskopska i

HPLC analiza, antioksidacioni kapacitet, antimikrobna aktivnost, korelacije.
Naucna oblast: primenjena hemija
UZa naucna oblast. hemija Zivotne sredine

UDK broj: (663.21+634.85): (547.562+543.9) (497)



Abstract

This paper presents the results of analyzes of the phenolic composition, antioxidant
and antimicrobial activity of red wines, obtained from wine-growing and wine regions
of the Balkans (Bosnia and Herzegovina, Croatia, Serbia, Montenegro, Macedonia
and Bulgaria), and produced from 2007 to 2011 from different wineries. The selected
red wines were international: Cabernet Sauvignon, Merlot, Pinot Noir, Frankovka and
Gamay, and indigenous Vitis vinifera grape varieties: Vranac and KratoSija.
Investigation of the phenolic composition is carried out by spectroscopic methods,
and HPLC. In this way, we have identified eleven phenolic acids (gallic, vanillic,
syringic, chlorogenic, ellagic, trans-caftaric, trans-coutaric, trans-caffeic, p-coumaric
and ferulic acid) with DAD detector at 280 and 320 nm, trans-resveratrol at 320 nm,
and the twenty-nine flavonoid compounds ((+)-catechin, procyanidins B2, (-)-
epicatechin, (-)-epigallocatechin gallate, quercetin-3-glycoside, rutin, myricetin,
morin, quercetin, kaempferol, luteolin, apigenin and naringin) determined at 360 nm
with DAD and at 275/322 nm with a fluorescence detector. As significant flavonoid
group anthocyanins (malvidin-3-glucoside, peonidin-3-glucoside, delphinidin-3-
glucoside, cyanidin-3-glucoside and petunidin-3-glucoside and their 3-acetyl
glucoside and p-coumaroyl glucoside derivatives, as well as Vitisin A and malvidin-3-
glucoside-4-vinylphenol) were detected at 520 nm. The results of the analyzed wine
samples indicate that the phenolic content depends on several factors (grape variety,
place of vineyard, agrochemical conditions, time and year of harvest, the applied
production technology, methods of preservation, storage, aging wines, etc). HPLC
analysis showed that the dominant phenolic acid is gallic acid (65.06 to 88.75% of
the total phenolic acids), and the most dominant of flavonoids are: (+)-catechin
(55.30 to 83.13% of the total flavan-3-ols), quercetin-3-glucoside (57.58 to 60% of
the total flavonols) and malvidin-3-glucoside of its acetyl- and p-coumaroyl glucoside
derivatives (86.47 to 100% of the total anthocyanins). The investigated samples of
wines show antioxidant activity in the DPPH radicals in the range of ECsy values of
47.17 to 145.83 mL/g and a percentage of 69.55 to 91.83%. Correlation analysis
showed that there is a good correlation (0.6912 to 0.8595) between the antioxidant
activity of wines and spectroscopic, or HPLC detected concentrations of some
phenolic compounds (gallic acid, (+)-catechin, quercetin-3-glycoside and trans —

resveratrol). Antioxidant activity of wines is determinate with a new redox method,



using copper (Il) -1,10-phenanthroline as oxidant. The obtained results are in
accordance with the results obtained by DPPH method (0.9775 to 0.9776). The
antimicrobial activities of selected wine samples were studied using the disk-diffusion
and micro-dilution method, according to the six Gram-positive and six Gram-negative
bacteria and the yeast Candida albicans, too. The results of the minimum inhibitory
concentration (MIC) and minimum bacterial concentration (MBC) give the following
order of wines: Cabernet Sauvignon > Vranac > Merlot > Pinot Noir ~ Frankovka ~
Blends from Zupa. All tested wines showed antimicrobial activity against Gram-
positive bacteria, as follows: Clostridium perfringens > Bacillus subtillis ~ Listeria
monocytogenes ~ Sarcina lutea > Staphylococus aureus ~ Micrococcus flavus.
Antimicrobial activity against Gram-negative bacteria is as follows: Proteus vulgaris >
Pseudomonas aeruginosa ~ Salmonella enteritidis > Klebsiella pneumonia > Shigella
sonnei. The inhibition zone in which the Cabernet Sauvignon wines show inhibition
to 20.0 mm for Escherichia coli and 19.0 mm for Bacillus subtillis, which is
comparable to the standard antibiotic inhibitory zone (16.0 to 35.0 mm), and some of
the phenolic compounds (14, 5 to 21.8 mm). Correlation analysis has confirmed that
there is a good correlation between the antimicrobial activity towards Escherichia
coli, and Staphylococcus aureus and the results for the concentrations of (+)-
catechin (0.6625 to 0.7433) and total phenolic acids (0.5121 to 0.7333). The analysis
of antioxidant and antimicrobial activities of the tested red wines showed that the
best correlation is made with the total concentration of flavonoids detected, and it
can be concluded that the biochemical activity of red wines is connected with the
synergetic action of a number of biologically active components. The results gives
the possibility to produce high-quality red wines with high phenolic content, which

along with better marketing would be competitive in the world market.

Key words: red wines, the Balkans, phenolic compounds, spectroscopic and HPLC
analysis, antioxidant capacity, antimicrobial activity, correlations.
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1 UVvOD

Poznato je, joS iz vremena pre Hrista, da vino ima pozitivan uticaj na zdrastveno
stanje ljudi. Tragovi o pravijenju i koriS§¢enu vina pronadeni su u Egiptu i Kini, jo§ od
prvog veka pre Hrista. Mnogi narodi smatrali su vino Bozjim darom i koristili ga u
religoznim ceremonijama. U grékoj mitologiji poznat je i Bog vina, Dionis, a Platon
vino je definisao kao ,najlep$i i najCistiji napitak”.

Prvi dokaz o koris¢enju ekstrakata groZda za leCenje kardiovaskularnih oboljenja
(pre 2000 godina) je indijski biljni preparat, Ciji glavni sastojak predstavija grozZde,
Vitis vinifera L. Zanimanje za supstance prisutne u vinu postoji oduvek, ali po¢etkom
XX veka je primetno poraslo, jer su istrazivanja Svetske Zdrastvene Organizacije
koja su obuhvatila preko 1 000 000 stanovnika iz 18 razvijenih zemalja ukazala na
potencijalnu povezanost izmedu konzumiranja crvenog vina i smanjenja pre svega
kardiovaskularnih bolesti (Bertelli, 2007; Renaud i de Lorgeril, 1992). Tada je
primeceno smanjenje rizika od nastanka i razvoja pojedinih bolesti pri redovhom
umerenom unoSenju vina. Luis Paster je rekao da je vino ,najhigijenskije pice” koje

doprinosi boljem zdrastvenom stanju ljudi.

Ova istraZzivanja ukazala su na potrebu da se ustanovi koje su komponente vina koje
daju takvu bioloSku moé. Zna se da vino, kao proizvod biljnog porekla, sadrzi veliki
broj razli¢itih jedinjenja, od kojih neka utiCu na njegova senzorna svojstva (ukus,
boju, aromu), dok odredena grupa poseduje bioloSka svojstva i pozitivno utiCu na
pojedine funkcije u organizmu. U ovoj grupi spadaju jedinjenja fenolnog tipa
(flavonoida i fenolna jedinjenja neflavonoidne strukture). JoS od proslog veka je
poznato da fenolna jedinjenja nemaju nutritivni znaclaj, ali pomazu u ocuvanju
ljudskog organizma zbog visokog antioksidativnog potencijala [Hertog i sar. 1995].
Razlicita istraZivanja su dokazala da fenolna jedinjenja pozitivno deluju na krvne
sudove, Stite od stetnog suncCevog i radioaktivnog zracenja, deluju antioksidativno,
antiinflamatorno, antimikrobno i antikancerogeno [Bravo, 1998; Gey, 1999; Daglia i
sar., 2007; Gry i sar., 1998; Hou, 2003; Macheix i Fleuriet, 1998; Radovanovic i sar.,
2008; Renaud i de Lorgeril, 1992; Rice-Evans i sar., 1995; Soleas i sar, 2002; Wang
i sar., 1997]. Oksidativna moc fenolnih jedinjenja prisutnih u grozdu, a samim tim i u
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vinu, je dvadeset puta veca nego vitamina E i pedeset puta veca nego vitamina C
[Van Asker i sar., 1996].

Crvena vina su bogata fenolnim jedinjenjima koja se iz Cvrstih delova grozda
(pokozici, pulpi i semenke) ekstrajuhu u fazi maceracije. Sadrzaj i odnos fenolnih
jedinjenja u vinu zavisi od viSe faktora, pre svega od sorte vinove loze, stepena
zrelosti grozda, klimatskih i drugih agroekoloskih uslova regiona tzv. terroir efekat
(zemljiste, temperaturne razlike, primenjene agrotehnicke mere), primenjenog
tehnoloskog postupka vinifikacije (pH, sumpor (IV) oksid, etanol, udeo ¢vrtse faze u
kljuku), uslova ¢uvanja i odleZavanja vina [Alcalde-Eon i sar, 2006; Connor i sar.,
2005; Daynes i Williams, 2012; [Jones isar., 2005; Singleton i sar., 1965].

S obzirom da su groZde i vino znacajan izvor bioloSki aktivnih fenolnih jedinjenja,
izuCavanje crvenih vina sa na$ih prostora, Balkanskog vinogradarskog i vinskog
regiona je znacajno sa vise aspekata. Zbog toga je cilj ovog rada bio da se ispita
fenolni sastav vina sa poznatim geografskim poreklom i uspostave korelacije
izmedu koncentracija fenolnih komponenata prisutnin u vinima sa njihovim
antioksidativnim i antimikrobnim kapacitetom. Dobijeni rezultati bi dali moguc¢nost za
proizvodnju kvalitetnih crvenih vina sa povecanim fenolnim sadrzajem, koji bi uz bolji

marketinga bili konkurentni na svetskom trzistu.



2 OPSTI DEO

2.1 Crvena vina Balkana

Propisi reguliSu Kklasifikaciju, pa i prodaju vina u mnogim regionima sveta. U
Evropskoj uniji postoji tendencija da se klasificiraju po regionima (napr. Bordeaux,
Rioja), dok van-Evropska vina imaju klasifikaciju po sortama grozda (napr. Pinot
Noir, Merlot). Medutim, u zadnje vreme dobar marketing nekih vinskih regiona u
svetu je doveo do povecavanja njihove popularnosti i trziSnog priznavanja.

Sama kategorizacija vinskih regiona vrSi se na osnovu opstih karakteristika klime tog
podrucja u toku vegetacije. Najveci deo vrhunskih vina svetske proizvodnje pripadaju
Mediteranskom (napr., Tuscany), primorskom (napr. Bordeux) ili kontinentalnom
(napr., Coumbia Dolina) klimatskom regionu koji se nalaze izmedu 30. i 50. paralele
na severnoj i juznoj hemisferi (Srbija zauzima poloZaj izmedu 41° | 46° severne
geografske Sirine).

Terroir regiona je interaktivni ekosistem odredenog lokaliteta koji uklju¢uje klimatske
promene, tip zemljista, biljke i uticaj Coveka, ima klju¢nu ulogu u kvalitetu grozda i
vina [Deloire | sar., 2002, Jones, 2006]. Tako da uporedivanjem vinogradarskih
regiona sveta moze se uspostaviti veza izmedu terroir-a i kvaliteta vina [Daynes |
Williams, 2012]. Zrenje groZda zavisi od temperature vazduha i prisutne viage
zemljista Kada je temperatura vazduha +27 °C zapoéinju fizioloki procesi u vinovoj
lozi i grozde zri. Jedna od karakteristika koja dovodi do razlike izmedu klimatskih
vinskih regiona je duZina vremena potrebna da se dode do ove optimalne
temperature u toku zrenja. Osim temperature, druga karakteristika je koli¢ina
padavina i potreba za dodatnim navodnjavanjem. Ostali klimatski faktori koji utiCu na
zrenje grozda, kao Sto su: vetar, atmosferski pritisak i dnevne varijacije temperature,
koje se razlikuju po klimatskim regionima [Jackson i Lombard, 1993].

Na osnovu heliotermiCkih uslova, vinogradarski regioni Balkana imaju kontinentalnu
klimu, sa vrucim i suvim letima, a hladnim i vliaznim zimama, koja omogucuje
sazrevanje velikog broja sorti na nadmorskoj visini od 80 do 500 m. Ovi klimatski

uslovi su veoma slicni klimatskim uslovima u regionima Cotes du Rhone u



Francuskoj, Barolo i Chianti u Italiji, Porto i Vinho Verde u Portugaliji [Jones i sar.,
2005].

Crvena vina Balkanskog regiona najceSce su od jedne ili vise sorti Evropske vrste
groZda Vitis vinifera, kao Sto su: Pinot Noir, Cabernet Sauvignon, Merlot, Frankovka i
Gamay, koji su mediteranskog porekla, kao i autohtone sorte groZda: Vranac,

Prokupac i Kratosija.

Na osnovi Zakona (Sl. glasnik RS”, br. 41/2009 i 93/2012) vinogradarski regioni su
podrucja koja “se odlikuju slicnim ekolo$kim faktorima, izborom preporucenih sorti i
ostalim neophodnim C¢iniocima za uspeSno gajenje vinove loze, Sto omogucava
proizvodnju groZda, Sire, vina i drugih proizvoda karakteristiCnih po kvalitetu, prinosu

grozZda i senzornim osobinama za taj region”.

Prema zvani¢nim statistickim podatcima u 2011 godini, Srbija ima 56 434 ha pod
vinovom lozom od koje je proizvedeno 1 353 632 hL vina; Makedonija sa ukupnom
povrSinom od 21 000 ha u 2009 godini je proizvela oko 900 000 hL; Hrvatska koja
ima 58 000 ha vinograda ima proizvodnju vina od 1 270 000 hL; Bugarska sa 265
000 ha pod vinogradima u 2009 godini proizvela je 2 000 000 hL i Bosna i

Hercegovina u 2010 godini je imala proizvodnju od 134 130 hL vina.
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Slika 1. Vinogradarski i vinski rejoni sa mediteranskom klimom
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2.2 Fenolnajedinjenja u vinu

Fenolna jedinjenja ili polifenoli su Siroko rasprostranjena grupa sekundarnih biljnih
metabolita (viSe od 8000) koji se nalaze u mnogim biljkama (vocu, povrcu,
Zitaricama, lis¢u i cvecu).

Sa hemijskog aspekta fenolna jedinjenja sadrze aromaticni prsten sa hidroksilnim
grupama koji mogu da budu donori protona i na taj naCin da se ponasaju kao
antioksidanti tj. da “hvataju” slobodne radikale uz formiranje manje reaktivnih fenoksil

radikala.

2.2.1 Faktori koji uticu na kvalitet vina i sadrzaj fenolnih
jedinjenja u vinu

Fenolna jedinjenja u vinu su veoma znacajna, kako za kvalitet vina jer utiCu na
njihovu boju i senzorna svojstva, tako i za njihovo blagotvorno biolosSko dejstvo po
ljudski organizam. Zbog toga potrebno je identifikovati faktore koji su odgovorni za
razliciti fenolni sadrzaj vina [Anli i Vural, 2009; Arnous i sar., 2002; Carluccio i sar.,
2003; [Fernandez-Pachon i sar., 2007; Kennedy i sar., 2000; Landroult i sar., 1999;
Macheix i sar., 1990; Palma i Taylor 1999; Revilla i sar, 1997; Ribereau-Gayon i sar.,
1988, 1999; Villano i sar., 2006].

Sadrzaj i odnos fenolnih jedinjenja u vinu zavisi od viSe faktora, pre svega od sorte
vinove loze, stepena zrelosti groZda, klimatskih i drugih agroekoloskih uslova
regiona (zemljiSte, primenjenih agrotehni¢kih mera), kao i od primenjenog
tehnoloSkog postupka vinifikacije, uslova ¢uvanja i zrenja vina [Alcalde-Eon i sar,
2006; Connor i sar., 2005; Singleton i sar., 1965].



2.2.1.1 Uticaj klimatskih i agroekoloSkih faktora na sadrzaj fenolnih

jedinjenja u vinu

Obzirom na znacaj klime za vinogradarstvo i kvalitet vina, Jones i sar. [2005, 2006]
su ispitivali klimatoloSke parametre u 27 najvaznijih svetskih vinogradarskih regiona i
potvrdili da varijacije temperature u vremenu sazrevanja groZzda utiCu na prinos i
kvalitet vina. Smatra se da temeratura (klima) regiona, reljef, ekspozicija,
osvetlienost, UV zraCenje, mineralna svojstva zemljiSta i prisustvo vode igraju

znacajnu ulogu na sadrzaj fenolnih jedinjena u bobici groZzda u fazi sazrevanja.

Vinogorja u Mediteranskoj klimatskoj zoni u kojoj pripada i Balkanski region, imaju
suvu i toplu klimu, koja omogucuje da tokom ciklusa rasta groZzda dode do povecanja
koncentracije polifenola u bobici grozda tj u pokozici, koncentracije organskih
kiselina, mineralnih materija, Secera i povecanju pH Sire [Alcalde-Eon i sar., 2006;
Gil-Munoy i sar., 2010; Downey i sar., 2003; Kennedy i sar., 2000; Lapidot i sar.,
1999].

Sadrzaj polifenola zavisi i od godine berbe, jer susne godine, na primer dovode do
smanjenja stilbena (resveratrola), kako Sto su pokazala istrazivanja crvenih vina u
periodu od 1996 do 2003 godine iz Villany regiona (Madarska), dobijenih od vise
sorti grozda [Pour Nikfardjam | sar., 2006].

Tip zemljista, takode ima kljucnu ulogu na hemijske i senzorne osobine vina. Nagib,
ekspozicija i nadmorska visina zemljiSta, dostupnost vode variraju u zavisnosti
lokaliteta istog regiona i uticu na sastav bobice i sazrevanje grozda, a samim tim i na
kvalitet vina [Bergqvist | sar. 2001; Crippen i Morrison, 1986; Falquera i sar., 2012].
U toku zrenja groZda hemijski sastav fenolnih jedinjenja se menja, tako da sadrZaj
monomernih flavan-3-ola u semenkama se smanjuie za 90 %, sadrzaj
proantocijanidola se povecava do 60 %, a sadrZaj flavonola mozZe da se poveca i
deset puta u zavisnosti od broja sun¢anih dana u toku zrenja groZda [Kennedy i sar.,
2000].

Neki autori smatraju da u semenkama groZzda nalazi se oko 60 %, u pokoZzZici od 15
do 20 % i u Sepurini (ogrozdini) oko 20 % ukupnih fenolnih jedinjenja [Downey i sar.
2003].



Tradicionalan nacin odredivanja tehnoloske zrelosti grozda (odnos Secer/kiseline)
treba da se dopuni i odredivanjem fenolne zrelosti groZzda (odnos fenolnih
jedinjenja/bojene materije) koji omogucuje da se nade maksimalni antioksidativni
potencijal groZzda [de Galulejac i sar., 1999].

Odredivanje tehnoloSke zrelosti ili fenolne zrelosti groZzda je jako bitno jer u toku
sazrevanja grozda povecavaju Se koncentracije fenolnih komponenata, narocito
koncentracija antocijana sve do pune zrelosti, a u fazi prezrelosti njihova
koncentracija opada.

Ova pravilnost je utvrdena za vecinu sorti groZzda, s tim Sto maksimalne
koncentracije antocijana variraju u zavisnosti od klime i regiona [Gil-Munoy i sar.,
2010; Harborne i Williams, 2001; Ribereau-Gayon i sar., vol. 1, 1999].

2.2.1.2 Uticaj tehnoloSkog postupka vinifikacije na sadrzaj fenolnih
jedinjenja u vinu

U toku tehnoloSkog postupka vinifikacije, u fazi maceracije fenolna jedinjenja,
zajedno sa drugim jedinjenjima kao Sto su: polisaharidi, azotna jedinjenja i mineralne
materije, se ekstahuju u zavisnosti od uslova i vremena trajanja maceracije.
Ekstrakcija fenolnih jedinjenja zavisi od viSe faktora, kao $to su: odnos Cvrste i tecne
faze kljuka, intenzitet muljanja grozda, temperatura, prisustva kiseonika, alkohola,
sumpor (IV) oksida, kvasca, kao i od sredstava stabilizacije i bistrenja vina [Lapidot i
sar. 1999; Ewart i sar., 1993; Merida i sar., 1991; Morata i sar., 2004; Soleas | sar.,
1998; Yokotsuka, 2000; Revilla | sar, 1997, 1998; Wilson, 1993;].

Tako na primer, pokazalo se da povecana koli¢ina Cvrste faze u kljuku, maceracijom
Citavog grozda ili dodatkom semenki ili produzenom maceracijom do 14 dana,
dobijeno vino je bogatije sa (+)-katehinom i proantocijanidolima (B, i By) [Revilla i
sar., 1997].

Neki autori smatraju da samo 20 do 30 % ukupnih fenolnih kiselina iz groZzda se
ekstahuju u vino u toku maceracije [Ribereau-Gayon, 1999].

Izbor kvasca u toku procesa vinifikacije mozZe da uti¢e na koncentraciju nekih grupa
fenolnih jedinjenja. Tako na primer, neki sojevi kvasaca imaju maniji afinitet

apsorpcije antocijana na celijske zidove, dovode do povecanja sadrZaja flavan-3-ola



I monomernih antocijana i intenziviniju boju crvenih vina [Arnous i sar., 2002; Caridi i
sar., 2004; Gil-Munoy i sar., 2010, De Galulejac i sar., 1999, McDonald i sar, 1998].
Tokom C&uvanja tj starenja i zrenja vina dolazi do razliitih strukturnih transformacija
prisutnih fenolnih jedinjenja, preko razli¢itih oksidacionih | kondenzacionih reakcija.
Pokazalo se da razli¢iti metaboliti kvasca, kao sto je piruvinska kiselina i acetaldehid
u toku starenja vina mogu da reaguju sa razliCitim grupama fenolnih jedinjenja i
dovedu do stvaranja stabilnih pigmenata Vitisin A i Vitisin B [Liu i sar., 2000; Luiz,
2011; Romero i Bakker, 1999].

Takode, utvrdeno je da neka sredstva za bistrenje mladih vina sorti Cabernet
Sauvignon i Frankovka, kao Sto je natrijum bentonit u visSku u poredenju sa Zelatinom
dovodi do 15 % smanjenja fenolnih jedinjenja (antocijana, katehina i dimere
proantocijanidola) i na taj naCin do smanjenja intenziteta boje vina [Luiz 2011,
Singleton i Trousdale, 1992].

Neke nove tehnike proizvodnje vina koje dovode do povecanja fenolnog sadrZja vina
ukljuCuju: termovinifikaciju, produzenu maceraciju, zaledivanje Sire ili dodatak
semenke i peteljke grozda u kljuku [Luiz, 2011; Harborne i Williams, 2001].
Eksperimentalna istrazivanja su pokazala da vina proizvedena sa poviSenom
temperaturom fermentacije (60°C, 30 min) imaju intenzivniju boju od proizvedenih
standardnim postupkom, ali manji sadrzaj monomernih antocijana u odnosu na
polimernih [Gil-Munoy i sar., 2010; Lapidot i sar., 1999; Lila, 2004].

2.2.2 Klasifikacija fenolnih jedinjenja

Postoje veci broj klasifikacija fenolnih jedinjenja [German i Walzem, 2000;
Grotewold, 2006; Havsteen, 2002; Klepacka i sar., 2011; Macheix i sar, 1990;
Pereira i sar., 2009].

Na osnovu hemijske strukture predlozene su:

e fenolna jedinjenja neflavonoidne strukture i

e flavonoidi.



2.2.2.1 Fenolna jedinjenja neflavonoidne strukture

Fenolna jedinjenja neflavonoidne strukture su fenolne kiseline i stilbeni i sadrze C6-
C1, C6-C3 ili C6-C2-C6 u osnovnom skeletu.

22211 Fenolne kiseline

Fenolne kiseline su hidroksi i metoksi derivati benzoeve i cimetne kiseline. U grozdu
i vinu od derivata benzoeve Kkiseline se nalaze: galna, p-hidroksibenzoeva,
protokatehinska, vanilinska, siringitinska i elaginska kiselina. Od derivata cimetne
kiseline prisutne su: trans-p-kumarna, trans-kafena, trans-ferulna i hlorogena
kiselina, a u obliku estara cimetne i vinske kiseline prisutne su: trans-kaftarna, cis- i
trans-kutarna, trans-fertarinska i sinapinska kiselina.

Fenolne kiseline u groZzdu su prisutne u glukozidnoj formi, iz koje se mogu osloboditi
kiselom hidrolizom i u obliku estara, iz koje se oslobadaju alkalnom hidrolizom. Estri
vinske kiseline lako podlezu oksidaciji i odgovorne su za brzo potamnjivanje Sire
[Tian i sar, 2009]. Hidroksicimetne kiseline su delimicno zasluzne za boju crvenih
vina jer njihovom oksidacijom nastaju Zuto obojena jedinjenja.

Antioksidaciona aktivnost fenolnih kiselina zavisi od broja i polozaja hidroksilnih
grupa u benzenovom jezgru. Zbog toga se za galnu kiselinu, koja ima tri hidroksilne
grupe smatra da je najbolji fenolni antioksidant. Najznacajnije bioloSko delovanje
fenolnih kiselina je njihov uticaj na lipidnu peroksidaciju, zbog ¢ega se mogu koristiti
kao konzervansi i antiinflamatorni agensi [Bravo, 1998; Cushnie i Lamb, 2011; Meyer
i sar, 1997; Tian i sar, 2009].



Ry R
ORj
HO
R2
Hidroksicimetne kiseline R, R, Rs
p-kumarna kiselina H H OH
Kafena kiselina OH H OH
Ferulna ferulna OCH; H OH
Sinapinska kiselina OCH; OCH; OH

Slika 2. Struktura hidroksicimetnih kiselina

2.2.2.1.2  Stilbeni

Stilbeni su fenolna jedinjenja kod kojih su dva aromatiCna jezgra premoStena
etanskim ili etenskim mostom [Camont i sar, 2005]. U grupi stilbena pripadaju cis- i
trans-resveratrol, cis- i trans-piceid, astinginin, astringin i viniferine. trans-Resveratrol
(3,5,4-trihidroksistilben) je najzastupljeniji predstavnik stilbena u vinama, sa
dokazanim bioloSkim delovanjem [Baxter, 2008; Docherty i sar., 2001; Jenadet i sar.,
1991; Mark i sar., 2005].

Resveratrol nastaje u grozdu kao odgovor na infekciju izazvanu plesnima ili abiotski
stres pod dejstvom UV zraCenja [Adrian | sar., 2000]. Pretpostavija se da UV-B
zracenje stimuliSe stvaranje enzima odgovornih za biosintezu stilbena, kako bi se
Celije bobica groZda zastitile od o8tecenja izazavanih UV zracima [Cantos i sr., 2000;

Falquerai sar., 2012].

Dominantan je trans—izomer u slobodnom obliku ili u obliku glikozida, prisutan
najvise u pokoZici, zastupljen i u semenkama i Sepurini u zavisnosti od sorte groZzda
(Burns | sar., 2002; Melzoch | sar., 2001; Soleas i sar., 1995). Ekstrakcija
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resveratrola je u pozitivnoj korelaciji sa koncentracijom etanola tokom alkoholne
fermentacije. Takode, koncentracija resveratrola dvostruko je veca nakon jabucno-
mle¢ne fermentacije (nakon 46 dana) jer aktivno$cu jabucno-mlecnih bakterija
oslobada se iz glukozidnih formi.

Vece koncentracije resveratrola su utvrdene u vinu Pinot Noir, poreklom iz Bordoa u

poredenju sa ostalim crvenim vinima [Jeandet i sar., 1995].

X OH
e C
A, =

OH OH

A) B)
Slika 3. cis-resveratrol (A) i trans-resveratrol (B) (3,5,4’-trihidroksistilben)

HO

2.2.2.2 Flavonoidi

Flavonoidi (lat. flavus-Zut) su velika grupa fenolnih jedinjenja koja imaju 15 C-atoma i
sadrze dva benzenova jezgra medusobno povezana troClanim ugljovodoni¢nim
nizom. Struktura flavonoida se moze predstaviti kao Cg - C3 - Cg sistem sa
slobodnim hidroksilnim grupama vezanim za aromaticni prsten (Slika 5).

Slika 4. Struktura flavonoida
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Zahvaljujuc¢i postojanju hromofora, flavonoidi pokazuju sposobnost apsorbovanja
UV/VIS zracenja od 240 do 285 nm, kao posledica elektronskih prelaza u prstenu B
(cinamoil sistem) i od 300 do 400 nm, kao rezultat m—m* elektronskih prelaza u

prstenu A (benzoil sistem).

Podela flavonoida je izvrSena na osnovu medusobne pozicije prstena B i C,
oksidacionog stanja i funkcionalnih grupa prisutnih na prstenu C [Beecher, 2003].
Izoflavonoidi i neoflavonoidi se nazivaju abnormalni flavonoidi. U okviru svake klase
pojedinacni flavonoidi se razlikuju prema hidroksilaciji i konjugaciji prstena.
Raznovrsnost struktura flavonoida je posledica dodatne hidroksilacije, dimerizacije,
vezivanje neorganskog sulfata i najvaznije, glikolizacija hidroksilnih grupa (O-
glikozida) ili flavonoidnog jezgra (C-glikozida). U groZdu ova jedinjenja su prisutna
najc¢eSce u monoglikozidnoj formi, sa ostatcima $ec¢era na OH-grupi u poziciji C-3 na

prstenu C.

Brojna istraZivanja su pokazala da su flavonoidi antioksidati, dobri hvataci slobodnih
radikala, helatori metalnih jona | poseduju znacajna bioloSka svojstva
(antiinflamatorna, antialergijska, anticancerogena, antihipertenzivna i antimikrobna)
[Bakker, 1999; Cliff i sar., 2007; Liu i sar., 2000; Gomez-Serranillos i sar., 2009; Gry
i sar., 2007; De Beer i sar., 2003, 2005; Heinonen i sar., 1998; Fikselova i sar.,
2010; Meiers i sar., 2001; Minussi i sar., 2004; Rice-Evans i sar., 1995; Rodriguez i
sar., 2007; Sanchez-Moreno i sar., 1999; Sato i sar., 1996; Tarko i sar., 2008; Van
Asker i sar., 1996; Yoshihito Sakata i sar., 2010; Youdim, 2002; Urgiaga i Leighton,
2000].

Iz ove grupe jedinjenja u crvenim vinima su najzastupljeniji flavan-3-oli, flavonoli i

antocijanini.

2.2.2.2.1 Flavan-3-oli

Flavan-3-oli ili flavonoli (po IUPAC-ovoj nomeklaturi: 2-fenil-3,4-dihidro-2H-hromen-
3-oli) najzatupljeniji su u pokoZici grozda, ali ima ih i u semenkama i ogrozdini u
obliku monomera, dimera, oligomera i polimera. Oligomerne i polimerne forme se
nazivaju proantocijanidini ili kondenzovani tanini. Najprisutniji u vinu su: (+)-katehin,
(-)-epikatehin, (-)-epikatehin-3-O-galat, epigalogatehin, epikatehin-3-galat,
epigalokatehin-3-galat i njihovi oligomeri, za koje je dokazano da poseduju
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antioksidativnhu aktivnost, a (+)-katehin da inhibira LDL oksidaciju i agregaciju
trombocita [Meyer i sar., 1997; Tian i sar., 2009; Van Asker i sar, 1996; Yang, 2001].

OH
H \\\Q
© O OH

OH
OH A)

Slika 5. Struktura (+)-katehina

Proantocijanidoli nastaju oksidativnom kondenzacijom flavan-3-ola ili flavan-3,4-diola
koja se najceSce odvija izmedu C, atoma heterociklicnog prstena i Cg ili Cg atoma
susedne jedinice. U zavisnosti od ostvarene veze mogu se podeliti u dve grupe:
proantocijanidoli B-tipa, koj nastaju vezivanjem dve jedinice flavan-3-ola na C4-Cg
(B1-By) ili C4-Ce (Bs-Bg) i proantocijanidoli A-tipa, koji pored ovog vezivanja imaju i
epoksidnu vezu izmedu Cs ili C7 i C, [Luiz 2011; Singleton i Trousdale, (1992; Vivas
i sar., 1996].

Oligomerni i polimerni flavanoli sa velikim brojem fenolnih grupa (Mr> 500) se
nazivaju tanini. Mogu imati Zutu, braon ili crvenu boju i opori ukus. Za vreme vrenja i
sazrevanja, tanini se polimerizuju Sto dovodi do povecanja veli¢ine molekula i ova
Jedinjenja postaju nerastvorna, taloZe se i na taj nacin se oporost vina smanjuje
[Alcalde-Eon i sar., 2006].

Tanini su takode odgovorni i za trajnost boje vina jer formiraju polimerne pigmente
sa antocijanima. Kondenzovani tanini (proantocijanidini) su visoko-molekulski
polimeri sastavljeni od flavan-3-o/ jedinica medusobno povezanih C-C mostom.
Prisutni su u semenkama i pokoZici grozda kao dimeri, trimeri, tetrameri i oligomeri
do osam jedinica. Procijanidin dimeri B;-B4 nastali vezivanjem dve jedinice katehina
ili epikatehina C4-Cg vezom su najce$ce prisutni u groZzdu [Hagerman i sar., 1998;

Downey i sar., 2003].

Procijanidini izolovani iz semenki groZzda se Koriste kao aktivne komponente u
medicinskim preparatima za ftretman cirkulatornih oSteCenja, jer pomazu

rezistentnosti zida kapilara [Rodriguez Vaquero i sar., 2007].
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Slika 6. Struktura procijanidina B,

2.2.2.3 Flavoni, flavanoni i flavonoli

Flavoni i flavanoni su posebne klase flavonoida (2-fenil-1-benzopiran-4-oni) sa
strukturnim formulama prikazanim na slikama 7 | 8. U vinu su prisutni flavoni:
apigenin (4',5,7-trinydroxyflavone) (A) i luteolin (3',4',5,7-tetrahydroxyflavone), a od
flavanona je prisutan naringin (4’,5,7-trihidroksiflavanon-7-rutinozid) (B):

OH
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Slika 8. Strukura naringina

Flavonoli - hidroksi derivati flavona (po IUPAC nomenklaturi: 3-hidroksi-2-
fenilhromen-4-oni) koji su prisutni u vinu su: kvercetin, kamferol, miricetin, morin koji
poticu iz pokoZice grozda. Flavonoli u vinu se javljaju i u obliku glukozida, kao Sto su:
kvercetin glukozid, rutin i dr. U toku starenja vina flavonoli reaguju sa antocijanima

dajuci polifenolna jedinjenja poznata kao kopigmenti.

Flavonol 5 6 7 8 2’ 3 4 S 6’
Kvercetn OH H OH H H OH OH H H
Kemferol OH H OH H H H OH H H
Morin OH H OH H OH H OH H H
Miricetin OH H OH H H OH OH OH H

Slika 9. Struktura flavonola

U pokozici crnog grozda i crvenom vinu zastupljeni su monoglukozidi kampferola i
miricetina i monoglukuronozid kvercetola, izokvarcitozid, a u manjim koliCinama su

prisutni apigenin i luteolin.

Antioksidativna aktivnhost ovih klasa flavonoida se pripisuje njihovoj sposobnosti da
“hvataju” lipidne alkoksi i peroksi radikale, kao i da regeneriSu a-tokoferol redukcijom
a-tokoferol radikala [Bravo, 1998; Cushnie i Lamb, 2011; Grotewold, 2006; German i
Walzem, 2000; Havsteen,2002; Klepacka i sar., 2011; Macheix i sar., 1990; Pereira i

sar., 20009, Shahidi [ Wanasundara, 1992].
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2.2.2.4 Antocijani

Antocijani (gr¢. anthos-cvet, kyanos-plav) su biljni pigmenti crvene, ljubi¢aste ili plave

boje. Po hemijskoj strukturi antocijani su glikozidi antocijanidina, tako da hidrolizom

antocijana nastaju antocijanidini (aglikoni) i ostatak mono ili disaharid. Antocijanidini

po strukturi predstavljaju derivati flaviljum katjona [Harborne i Williams, 2001; Mazza

i Miniati, 1993].

Svi antocijanidini imaju hidroksilnu grupu na C3 atomu, a ostale grupe su

rasporedene na C5, C7, C3’, C4’, C5’:

Glikozid = Aglikon + Glikon

IR

Antocijan Antocijanidin ~ Secer

Antocijani R, R»
Cijanidin-3-O-glikozid OH H
Peonidin-3-0O-glikozid OCHg3 H
Delfinidin-3-O-glikozid OH OH
Malvidin-3-O-glikozid OCHg3; OCHg3;
Pelargonidin-3-O-glikozid H H
Petunidin-3-O-glikozid OCHgs; OH

Slika 10. Struktura antocijana
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Na osnovu polazaja hidroksilne grupe u prstenu B razlikuju se tri osnovna jedinjenja:
pelargonidin, cijanidin i delfinidin. Ukoliko se izvrSi metilovanje hidroksilnih grupa u
prstenu B dobijaju se pigmenti: peonidin, petunidin i malvidin. Metilovanje

hidroksilnih grupa obi¢no se vrsi u polozajima 5’ i 3’.

Jedna od najvaznijin karakteristika antocijana je sto kiseonik u heterociklicnom
prstenu moze da ima pozitivno naelektrisanje i zahvaljuju¢i tome oni se u kiseloj
sredini ponaSaju kao katjoni i grade soli sa kiselinama (imaju crvenu boju), a u

alkalnoj sredini kao anjoni i grade soli sa bazama (imaju plavu boju).

Boja antocijana zavisi od broja hidroksilnih grupa (veci broj OH grupa - plava boja,
manji broj - crvena boja). Metilovanjem hidroksilnih grupa na prstenu B povecava se
intenzitet boje, tako da pelargonidin ima oranz-crvenu boju, cijanidin - tamnocrven, a
delfinidin - ljubi¢astu boju. Od Secera antocijani sadrZze glukozu, galaktozu i
ramanozu. Ako antocijan sadrZi jedan Secer onda se on najéeSce nalazi u poloZaju
3.

Antocijani su odgovorni za boju crnih grozda i vina. U groZdu se nalaze u pokozici i
pulpi grozda. U sorti grozda Vitis vinifera nalaze u obliku monoglikozida, dok u

americkim sortama u obliku diglikozida.

Poznato je, da sadrzaj i vrsta antocijana zavisi od sorte grozda, uslova gajenja loze,
procesa maceracije grozda i naCina cuvanja vina. Tako da boja vina dobijena od iste
sorte vinove loze moZe biti razliCita u zavisnosti geografskog podrucja gajenja,
tehnologije obrade (temperature i vreme trajenja maceracije, koli¢ina sumpor (IV)

oksida itd) i nacina ¢uvanja vina.

Utvrdeno je da, mlado vino sorte Pinot Noir moze da ima 100 mg/L, a vino od
Cabernet Sauvignon i Sirah sorte do 1500 mg/L antocijana. Medutim, nakon nekoliko
godina c¢uvanja u flaSi njihova koncentracija se smanjuje, kao posledica
kondenzacije antocijana i gradenja stabilnih kompleksa sa taninima. Ove
transformacije mogu se upotrebiti za odredivanje starosti vina. Stabilnost boje vina u
duZzem periodu Cuvanja zavisi od formiranja antocijanin-tanin polimera [Jackson,
2008].
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Pri reakciji antocijana sa sporednim proizvodima kvasca, kao Sto su acetaldehid,
piruvinska kiselina i vinilfenolima (derivati cimetne kiseline) nastaju tzv.
piranoantocijani. Tako, Vitisin A nastaje tokom alkoholne fermentacije reakcijom
malvidina i piruvinske kiseline, dok reakcijom malvidina i acetaldehida nastaje Vitisin
B [Luiz, 2011; Singleton i Trousdale, 1992].

Antocijaninidi koji se nalaze u grozdu i vinu imaju izrazito antioksidativno i biolosko
delovanje [Jackson, 2008; De Galulejac il sar., 1999; Gil-Munoy i sar., 2010; Lila,
2004; Mazza i sar., 1993; Meiers i sar., 2001; Munoz-Espada i sar., 2004;
Radovanovic i sar., 2010b; Wang i sar., 1997]

2.3 BioloSka aktivnost vina

lako se zna da preterano konzumiranje alkohola ima Stetan uticaj po zdravlje
coveka, epidemioloSke studije pocetkom XX veka su pokazale da postoji veoma
pozitivan uticaj crvenog vina na ljudski organizam.

Svetska organizacija zdravlja (World Healt Statistics Annual for 1970) je ukljucila
preko 1 000 000 stanovnika iz 18 razvijenih zemalja i nakon statistiCcke obrade
podataka ustanovijeno je da u zemljama gde je veca potroSnja vina, smrtnost od
kardiovaskularnih obolenja 3-5 puta manja u poredenju sa zemljama gde je
potroSnja vina mala (poznati “French paradox”) [Renaud i de Lorgeril, 1992].
Umereno konzumiranje crvenog vina oko 120 mL dnevno moze da dovede do
smanjenja rizika od kardiovaskularnih bolesti od 25 do 60 % [Bertelli, 2007; Gey,
1990; Doll, 1990; Mimi¢-Oka i sar., 1999].

Resveratrol, kvercetin, (+)-katehin, (-)-epikatehin inhibiraju stvaranje naslaga u
krvnim sudovima i imaju kardioprotektivni i hemoprotektivni efekat [Anli i Vural, 2009;
Arnous i sar., 2002; Baxter, 2008; Braicu | sar., 2011; Burns i sar., 2002; Docherty i
sar., 2001; Jenadet i sar., 1991; Mark i sar., 2005; Wang i sar. 1997]. Potvrdeno je
da sinergesticno delovanje vise fenolnih jedinjenja u odnosu na pojedinacne fenole
pojacava pozitivni efekat na kardiovaskularni sistem [Bertelli, 2007; Gey, 1990;
Hertog M., 1995].
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Fenolne kiseline imaju dokazano biolosko delovanje na lipidnu peroksidaciju, zbog
cega se koriste kao konzervansi i antiinflamatorni i antioksidativni agensi [Bravo,
1998; Cushnie i Lamb, 2011; Meyer | sar, 1997; Tian i sar, 2009].

Pozitivni efekat po zdravije coveka su pokazala i neka druga fenolna jedinjenja, kao
Sto su flavonoidi [Bravo, 1998; Cushnie i Lamb, 2011; Grotewold, 2006; German i
Walzem, 2000; Havsteen, 2002; Klepacka i sar., 2011; Macheix i sar., 1990; Pereira
i sar., 2009, Shahidi i Wanasundara, 1992].

Utvrdeno je da vino dobijeno od groZzda Cabernet Sauvignon smanjuje rizik od
Alzheimer-ove bolesti [Wang i sar., 1997].

Dokazano je da etilgalat, ferulna kiselina, galna kiselina, kafena kiselina o-etilferulat
inhibiraju do 80 % HIV-a [Edeas, 2001].

2.3.1 Antioksidaciona aktivhost vina

1954 godine Cristobal Miranda i 1962 godine Donald R. Buhler su dobili Nobelovu
nagradu za istrazivanja antioksidativne aktivnosti flavonoida. Oni su potvrdili da
antioksidativna aktivnost zavisi od njihove strukture i da oni pomazu pri zaStiti od
oksidativnog stresa.

Dr van Acker i njegove kolege iz Holandije su sugerirali da konsumiranje flavonoida
(kvercetin) od 50 do 800 mg dnevno moze da zameni delovanje vitamina E [Van
Asker i sar., 1996].

Hemijska ispitivanja crvenih vina je pokazala da se njihov snazan bioloski efekat po
zdravlje coveka pre svega moze pripisati prisutnim fenolnim jedinjenjima [German i
Walzem, 2000; Grotewold, 2006; Havsteen, 2002; Klepacka i sar., 2011; Macheix i
sar., 1990; Pereira i sar., 2009; Shahidi i Wanasundara, 1992].

U vinu se odvija sinergesticko delovanje izmedu prisutnih fenolnih jedinjenja i
etanola. Pod dejstvom dehidrogenaze (ADH) etanol se transformiSe u acetaldehid,
dalje u acetilacetata produkujuéi NADH-a. Na taj nac¢in, NAD" se regeneride i ponovo
vraca u process detoksifikacije etanola. Kao posledica ovog sinergestickog
delovanja imamo obnovljene antioksidanse (fenolna jedinjenja) tj. dostupna u

reduktivnom obliku.
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Za visok antioksidacioni potencijal crvenih vina smatra se da su najzasluzniji
monomerni katehini, proantocijanidoli, monomerni antocijani i neke fenolne kiseline
[Gil-Munoy i sar., 2010; De Galulejac i sar., 1999; Jackson, 2008; Luiz, 2011; Harris i
sar., 2010; Macheix i Fleuriet, 1998; Singleton i Trousdale, 1992; Van Asker i sar.,
1996; Wang | sar,1997].

Uspostavijene su pozitivhe korelacije izmedu sadrZaja ukupnih fenolnih jedinjenja,
kao i udela galne kiseline, (+)-katehina, (-)-epikatehina i antioksidacionog potencijala
vina [Minussi i sar. 2003; Radovanovi¢ i sar., 2010a; Soleas i sar., 1997; Taha i sar.,
2008].

ZnaCajna antioksidaciona aktivnost (-)-epikatehina je pripisana njegovom
konvertovanju u obliku antocijana pod dejstvom slobodnih radikala [Luiz 2011;
Katalini¢ i sar., 2004].

Takode, utvrdena je pozitivna korelacija izmedu sadrzaja antocijana i
antioksidacione aktivnosti nekih crvenih vina [Jackson, 2008; De Galulejac i sar.,
1999; Gil-Munoy i sar., 2010; Lila, 2004; Mazza i sar., 1999; Mazza i Miniati, 1993;
Meiers i sar., 2001; Munoz-Espada i sar., 2004; Radovanovic i sar., 2010b;, Wang i
sar.,1997].

Primecen je veci antioksidacioni potencijal vina od iste sorte grozda kada je vino
starije, Sto je objasSnjeno razlikama u koncentraciji tanina, koji nastaju tokom

sazrevanja vina [Piljac i sar., 2005].

Takode, primeceno je da se antioksidacioni potencijal menja u zavisnosti od
skladiStenja vina. Tako na primer, vino Cabernet Sauvignon ima veci potencijal za 47
% ako se Cuva u hrastovom buretu, umesto u flaSama [Bartlome i sar.,1996; Vivas i
Glories 1996].

Utvrdeno je da fenolne kiseline, resveratrol i neki flavonoidi prolaze nepromenjeni
kroz Zeludac i jako brzo dospevaju u krvotok [Simonetti i sar., 2001; Soleas i sar.,
2001].
Primenom C izotopa proantocijanidola utvrdeno je da se nakon sat vremena
oralnog unoSenja procijanidol distribuira u éitavom organizmu. Vreme za koje
antocijani i flavonoli dospevaju u mozak, meri se u minutima [Passamonti i sar.,
2003; Youdim i sar., 2002].

20



Neki flavonoidi, inhibicijom enzimskih sistema dovode do smanjenja stvaranja
histamina koji izaziva lu¢enje Zeludacnih kiselina i stvaranje Cira na Zeludcu. Tako
da, umereno konzumiranje vina usporava i stvaranje kamena u bubrezima [Curhan i
sar., 1998].

Jedinjenja iz grupe flavonola svojom antioksidativnom sposobnoS¢u sprecavaju
oksidaciju LDL (Low Density Lipoproteins) holesterola, a povecavaju nivo “dobrog”
HDL holesterola i preventivno deluju na arteriosklerozu [Frankel i sar., 1995; Meyer i
sar., 1997].

Veliki broj istraZivanja je posvecen utvrdivanju antikancerogenog delovanju vina tj.
uticaja na smanjenja rizika od raka pluca, dojke i prostate [Doll, 1990; Hertog, 1995;

Hou, 2003; Olas i Wachowich, 2002; Soleas i sar, 2002].

2.3.2 Antimikrobna aktivnost vina

Antimikrobno delovanje pokazuju neke fenolne kiseline, kao p-kumarna kiselina i
neki flavonoidi, kao (+)-katehin i kvercetin protiv gram-pozitivnih i gram-negativnih
bakterija [Cowan, 1999; Cushnie i Lamb, 2005, 2011; Daglia i sar., 2007; lkigai i
sar., 1993; Just i Daeschel, 2003; Fikselova i sar., 2010; Macheix i Fleuriet, 1998;
Mori i sar., 1987; Papadopoulou i sar., 2005; Palma i Taylor 1999; Rauha i sar.,
2000; Radovanovi¢ i sar., 2008, 2010; Rodriguez Vaquero i sar., 2007; Russell,
2002; Sugita-Konishi i sar., 2001; Tenore i sar. 2011; Tesaki i sar., 1999; Thimothe i
sar, 2007; Weisse i sar, 1995].

Mehanizmi antimikrobnog delovanja fenolnih jedinjenja nisu joS uvek razjasnjeni.
Poznato je samo da kvercetin deluje na DNK, dok epigalokatehin, kao antimikrobni
agens, na celiiske membrane.

Antimikrobno delovanje vina se pojacava pri niskim pH vrednostima i prisutnosti
etanola (nepovoljnim uslovima za razvoj mikroorganizama).

Daglia i sardnici (2007.) su pokazali da vino moze biti efikasan antibakterijski agens
protiv Streptococcus bakterijskih vrsta.

MozZe se reCi da flavonoidi i fenolne kiseline u vinama imaju antibakterijska,
antifugalna, antiviralna, antineoplasticna, hepatoprotektivna, imunomodulaciona,

anti-inflamatorna, antimikrobna, antikancerogena, antimutagena svojstva [Bravo,
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1998; Bertelli, 2007; Gey, 1990; German i Walzem, 2000; Grotewold, 2006; Daglia i
sar., 2007; Doll, 1990; Havsteen, 2002; Hou, 2003; Klepacka i sar., 2011; Macheix i
sar., 1990; Macheix i Fleuriet, 1998;; Mimi¢-Oka i sar., 1999; Pereira i sar., 2009;
Radovanovic i sar., 2008; 2012a, 2012b; Renaud i de Lorgeril, 1992; Rice-Evans i
sar., 1995; Soleas i sar, 2002; Shahidii Wanasundara, 1992; Wang i sar., 1997].
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3 EKSPERIMENTALNI DEO

3.1 Materijal | aparatura

3.1.1 Hemikalije

Galna kiselina, vanilinskka kiselina, siringinska kiselina, trans-kaftarna kiselina,
trans-kutarna kiselina, kafena kiselina, hlorogenska kiselina, ferulna Kkiselina,
elaginska kiselina, trans-resveratrol, (+)-katehin, (-)-epikatehin, (-)-
epigalokatehingalat,  procianidin B,  ((-)-epicatechin-(48—8)-(-)-epicatechin),
kvercetin, kvercetin-3-glikozid, rutin, miricetin, morin, kamferol, luteolin, apigenin,
naringin, malvidin-3-glikozid, cyanidin-3-glikozid, 2,2 -difenil-1-pikrilhidrazil (DPPHe)
slobodni radikal, 1,10-fenantrolin monohidrat hidrohlorid, (*)-6-hidroksi-2,5,7,8-
tetrametilhroman-2-karbonska kiselina (Trolox C), 2-terc-butil-4-hidroksianizol (BHA),
bakar (Il) hlorid dihidrat, su proizvedeni u Sigma Chemical Company (St Louis,
SAD). Acetonitril i mravlja kiselina (HPLC-Cistoce) su dobijeni od Merck (Darmastadt,
Nemacka); Metanol (HPLC-Cistoce) od Carlo Erba reagent (Milan, lItalija); etanol,
amonijumacetat i hlorovodoniéna kiselina proizvedeni su u ,Zorki“, Sabac. Svi

reagensi i hemikalije upotrebljene u eksperimentalnom radu bili su anliticke Cistoce.

3.1.2 Bakterijske kulture

Upotrebljene su Sest gram-pozitivne bakterije: Clostridium perfringens ATCC 19404,
Bacillus subtilis ATCC 6633, Listeria innocua ATCC 33090, Staphylococcus aureus
ATCC 6538, Sarcina lutea ATCC 9341 and Micrococcus flavus ATCC 40240 i Sest
gram-negativne: Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027, Salmonella enteritidis ATCC 13076, Shigella sonnei ATCC 25931, Klebsiella
pneumonia ATCC 10031 i Proteus vulgaris ATCC 8427) i kvasac — Candida albicans,
dobijeni iz American Type Culture Collection (Roskvill, SAD).

Priprema suspenzije je izvrSena na sledeci nacin: Bakterijske kulture su presejane

na svezi hranljivi agar i inkubirane 18 h na 37 °C. Zatim su napravljene suspenzije u
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fizioloSkom rastvoru (0.9 % NaCl) i podeSene turbidimetrom na 0.5 McFarland-a,
&ime je postignuta gustina celija 1.0-1.5 x 10° za bakterije , a 1,5x10" CFU /ml za
kvasac (NCCLS - National Committee for Clinical Laboratory Standards, 2003).

3.1.3 Uzorci crvenih vina

Analizirano je Cetrdeset uzoraka komercijalnih stonih polusuvih i kvalitetnih suvih
crvenih vina sa odredenim geografskim poreklom, dobijenih iz vinogradarskih i
vinskih regiona Balkana, odnosno iz Bosne i Hercegovine, Hrvatske, Srbije, Crne

Gore, Makedonije i Bugarske, proizvedenih u periodu od 2007 do 2011 godine.

Izabrana su petnaest uzoraka vina od internacionalne Vitis vinifera sorte groZda
Cabernet Sauvignon, Cetrnaest uzoraka vina od autohtone V. vinifera. sorte groZzda
Vranac, po dva uzorka vina od autohtone sorte KratoSija i internacionalne sorte
Merlot, po jedan uzorak vina od internacionalnih sorti Pinot Noir i Frankovka, kao i
pet uzoraka crvenih vina iz Zupskog vinogradarskog i vinskog rejona, dobijenih od

razli¢itih sorti grozda.

U tabeli 1 su data analizirana crvena vina, sorte grozda od kojih su dobijena, godine

proizvodnje i ime prozvodaca:
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Tabela 1. Analizirania crvena vina iz Balkanskih vinogradarskih i vinskih regiona

Oznaka Ime vina i godina proizvodnje Proizvodac¢

vina

Cs1 Cabernet Sauvingon, 2007 Laguna, (Porec, Hrvatska)

CS2 Cabernet Sauvignon, 2008 Sekulovic (Trebinje, Bosna i
Hercegovina)

CS3 Cabernet Sauvingon, 2007 PlantaZza (Podgorica, Crna Gora)

CS4a, Cabernet Sauvingon - Oplenac, 2008,  Kraljevski vinogradi, (Oplenac,

CS4b 2009 Srbija)

CSha, Cabernet Sauvingon - Terra Lazarica, = Rubin (KruSevac, Srbija)

CS5b 2008, 2009

CS6a, Cabernet Sauvingon, 2008, 2009 Rubin (KruSevac, Srbija)

CS6b

Cs7 Cabernet Sauvingon, 2008 Radmilovac (Beograd, Srbija)

CS8 Cabernet Sauvingon, 2008 Cevin (NiS, Srbija)

CS9a, Cabernet Sauvingon - Alexandria, Tikves (Skoplje, Makedonija)

CS9b 2008, 2009

Cs10 Cabernet Sauvingon - Cardak, 2009 Lozar (Veles, Makedonija)

CSs11 Cabernet Sauvingon, 2007 Pivka (Negotin, Makedonija)

CS12 Cabernet Sauvignon, 2007 Katarzyna vinograd (Katarzyna
Estate Mezzek, Bugarska)

A4 Vranac- Hercegovacki, 2008 Vukoje (Trebinje, Bosna i
Hercegovina)

V2 Vranac, 2007 Citluk (Mostar, Bosna i
Hercegovina)

V3 Vranac- Pro corde, 2007 PlantaZa (Podgorica, Crna Gora)

V4 Vranac, 2008 Vinoprodukt Coka/Vinarija Ohrid
(Subotica/Ohrid, Srbija/Makedonija)

V5a, V5b Vranac, 2008, 2009 Rubin (KruSevac, Srbija)

V6a, V6b Vranac, 2008, 2009 Vino Zupa (Aleksandrovac, Srbija)

V7 Vranac , 2008 Status (NiS, Srbija)

V8a, V8b Vranec - Tga za jug, 2008, 2009 Tikves (Kavadarci, Makedonija)
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V9

Vranec, 2009

Tikves (Kavadarci, Makedonija)

V10 Vranec- Vilarov, 2011 Stobi (Gradsko, Makedonija)
V11 Vranec, 2008 Pivka (Negotin, Makedonija)
K1 KratoSija, 2009 Vino Zupa (Aleksandrovac, Srbija)
K2 KratoSija, 2009 Tikves (Kavadarci, Makedonija)
M1 Merlot, 2009 Radmilovac (Beograd, Srbija)
M2 Merlot, 2009 Tikves (Kavadarci, Makedonija)
PN Pinot Noir, 2007 Rubin (KruSevac, Srbija)
F Frankovka, 2008 Vrsacki podrumi (Vrsac, Srbija)
Medas Medas (Merlot, Game, Pinot Noir) Vino Zupa (Aleksandrovac, Srbija)
2008
As As (Vranac, Prokupac, Game) 2008 Vino Zupa (Aleksandrovac, Srbija)
Crno VZ Crno (Vranac, Prokupac, Pinot Noir) Vino Zupa (Aleksandrovac, Srbija)
2008
Crno R Crno (Vranac, Prokupac, Pinot Noir) Rubin (KruSevac, Srbija)
2008
M.krv Medveda krv (Vranac, Prokupac) 2009 Rubin (KruSevac, Srbija)

3.1.4 Aparatura

Za snimanje apsorpcionih spektara cistih komponenata i ispitivanih uzoraka vina
koriscen je aparat UV/Vis spektrofotometar 8453 Agilent sa kivetom duzine opti¢kog
puta 1 cm.

Za odredivanje fenolnih jedinjenja u vinima koris¢en je visokoefikasni tecni
hromatograf, HPLC (High Performance Liquid Chromatography) system Agilent
1200, sa kvaternernom pumpom G1354A, automatskog injektora G1329A,
termostatirane kolone G1316A, Eclipse XDB-C18 (4,6 mm x 150 mm), UV/Vis DAD
dedektorom G1315D,

Chemstation softverom, za odredivanja sadrzZaja fenolnih jedinjenja.

fluorescentnim detektorom (FLD) G1321A kontrolisanog

Za odredivanje antimikrobne aktivnosti je upotrebljen Turbidimetar Thermo

Labsystems, Multiskan EX, Software for Multiscan ver.2.6.
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Primenjen je microMed high purity water system TKA GmbH za dobijanje
demineralizovane vode; analiticka vaga Mettler Toledo AB-204-S za odmerivanje
cvrstih supstanci i Hanna Tustruments pH-metrom za odredivanje pH Vrednosti vina.
Za sva snimanja izvrSene su po tri uzastopne analize od svakog uzorka i dobijeni

rezultati su prezentovani kao srednja vrednost.

3.2 Metode

3.2.1 UV/Vis spektrofotometrijsko odredivanje sadrzZaja
ukupnih fenola, estara vinske kiseline i flavonola u

uzorcima crvenih vina

Ukupna kolicine fenola, estara vinske kiseline i flavonola su odredene primenom
modifikovane Glories metode [Mazza i sar., 1999; Radovanovic i sar., 2012a,b].
Rastvori i reagensi: razblazeni uzorak vina (1:10); 10% i 95% rastvori etanola; 0,1%

I 2% rastvori HCI; standardni rastvori galne kiseline, kvercetina i rutina.

Spektrofotometrijsko odredivanje: Reakciona smesSa pripremljena je meSanjem 0,25
ml razblazenog uzorka vina (1:10), 0,25 ml 0,1% HCI u 95% etanola i 4,55 ml 2%
HCI. Apsorbanca se meri nakon 15 min na Amax = 280, 320, 360 nm.

Ukupna koli¢ina fenola u datom uzorku vina odredena je na osnovu kalibracione
krive standarda galne kiseline na Amax =280 nm (A = 0,031 + 0.0008 x Cgal).

Ukupna koli¢ina estara vinske kiseline u uzorku je odredena na osnovu kalibracione
krive standarda kafene kiseline na Amax= 320 nm (A =-0.014 + 0.005 x Cyap)

Ukupna koli¢ina flavonola u uzorku je odredena na osnovu kalibracione krive
standarda kvercetina na Amax = 360 nm (A = 0,005 + 0,003 X Cyyer).
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3.2.2 HPLC odredivanje sadrzaja fenolnih jedinjenja u

uzorcima crvenih vina

Za HPLC odredivanje sadrZaja fenolnih jedinjenja u vinima je razradena interna
metoda (u saradnji sa INRA Institut, Montpellier, Francuska), po kojoj se koriste dva
sistema rastvaraCa za razvajanje fenolnih komponenata: (A) voda/mravlja kiselina
(95:5 v/iv) i (B) acetonitril/mravlja kiselina/voda (80:5:15 v/v).

Eluacioni profil je sledeci: od 0 do 28 min, 0-10,0 % B; od 28 do 35 min, 10-25 % B;
od 35 do 40 min, 25 -50 % B; od 40 do 45 min, 50-80 % B i zadnjih 10 min 0 %.
Protok mobilne faze je iznosio 0,8 mL/min. Kolona je termostatirana na temperaturi
od 30 °C. Injektovano je po 5 uL uzorka, kori§éenjem autosampler-a. Eluent je
pracen pomocu UV/Dad detektora na 280 nm, 320 nm, 360 nm i fluorescentnog
detektora na 275/322 nm (Aex/Aem). Svi uzorci su profiltrirani kroz celulozni filter (0,45
um) [Radovanovic i sar., 2010a, 2010b, 2012b].

Identifikacija fenolnih jedinjenja je izvrSena na osnovu retencionih vremena i
spektara standardnih supstanci. KoriS¢ene su sledece standardne supstance: galna
kiselina, vanilinska kiselina, siringinska kiselina, trans-kaftarna kiselina, trans-kutarna
kiselina, kafena kiselina, hlorogenska kiselina, ferulna kiselina, elaginska kiselina,
trans-resveratrol, (+)-katehin, (-)-epikatehin, (-)-epigalokatehingalat, procianidin By,
kvercetin, kvercetin-3-glukozid, rutin, miricetin, morin, kamferol, luteolin, apigenin,
naringin, malvidin-3-O-glikozid i cianidin-3-glikozid. Kalibracione krive su dobijene na
osnovu dobijenih povrSina u zavisnosti masene koncentracije standarda i primenjene
za odredivanje koncentracije identifikovanih fenolnih jedinjenja. Rezultati su
prezentovani u mg/L vrednostima (Tabela 2):
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Tabela 2. Standardna jedinjenja za odredivanje masene koncentracije fenolnih

jedinjenja u vinama

Standardno Retenciono Oblast Koeficijent  Talasna
jedinjenje vreme (min) linearnosti korelacije duZina
(ng/mL) detekcije
(nm)
Askorbinska kiselina 19 5-150 0,9992 280 (DAD)
Galna kiselina 3,2 2-145 0,9998 280 (DAD)
trans-Kafarna kiselina 9,5 1-50 0,9997 320 (DAD)
trans-Kutarna kiselina 15,5 1-100 0,9991 320 (DAD)
(+)-katehin 15,6 2-150 0,9975 2771322 (FI)
Kafena kiselina 17,3 1-50 0,9997 320 (DAD)
Hlorogenska kiselina 18,3 1-100 0,9989 320 (DAD)
Procijanidin B, 19,1 1-150 0,9975 2771322 (FI)
(-)-Epicatehin 21,2 2-150 0,9956 2771322 (FI)
p-Kumarna kiselina 215 0,1-14 0,9995 320 (DAD)
Epigalokatehin galat 22,5 1-100 0.9993 2771322 (FI)
Siringinska kiselina 22,8 6,25 - 100 0,9999 280 (DAD)
Cijanidin glikozid 24,2 1-100 0,9988 520 (DAD)
Ferulna kiselina 24,3 0,1-50 0,9998 320 (DAD)
Vanilinska kiselina 24,5 1-130 0,9995 280 (DAD)
Malvidin glikozid 26,4 1-100 0,9991 520 (DAD)
Elaginska kiselina 26,5 1-100 0,9992 280 (DAD)
Kvercetin-B-glikozid 27,2 1-20 0,9999 360 (DAD)
Rutin 27,5 1,6 —130,9 0,9983 360 (DAD)
Naringin 28,2 1-100 0.9994 280 (DAD)
Luteolin glikozid 28,5 4-140 09998 360 (DAD)
trans-Resveratrol 30,1 0,2-20,4 0,9994 320 (DAD)
Morin 31,0 2-120 0,9996 360 (DAD)
Miricetin 31,8 1-20 0,9989 360 (DAD)
Kvercetin 33,7 0,2-50 0,9997 360 (DAD)
Apigenin 37,6 1,0-130 0,9988 360 (DAD)
Kemferol 37,8 1-140 0,9999 360 (DAD)
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3.2.3 Spektrofotometrijsko  odredivanje  antiradikalne

aktivnosti uzoraka crvenih vina

Antiradikalna ili antioksidacona aktivnost uzoraka vina odredena je koris¢enjem 2,2’-
difenil-1-pikrihidrazil radikala (DPPH’) [Lachman i sar., 2007; Villano i sar., 2006;
Radovanovi¢ i sar, 2008, 2010a]. Po ovoj metodi nastala redoks reakcija izmedu
uzorka i 2,2’-difenil-1-pikrilhidrazil radikala koja sluZi za odredivanje antiradikalne
aktivnosti uzorka se prati promenom apsorbancije na 517 nm. DPPH’ radikal ima
ljubicastu boju i nakon reakcije sa kiseonikovim atomom prisutnog u uzorku formira
2,2’-difenil-1-pikrilnidrazin (DPPH-H) koji je Zuto obojen. Spektrofotometrijskim
pracenjem promene boje na 517 nm se odreduje antiradikalni potencijal ispitivanog

uzorka.

Metod |

Rastvori i reagensi: razblaZeni uzorak vina (1:25); metanolni rastvor DPPH" (1 x 10™

M) i metanol.

Spektrofotometrijsko odredivanje: Absorbancija 5mL rastvora DPPH’ u metanolu na
517 nm se koristi kao kontrolna proba. Apsorbancija razblazenog uzorka vina (5 mL)
u prisustvu 1 ml DPPH’ se meri nakon 20 minuta. Dobijene vrednosti se unose u

formulu koja sluzi za izraCunavanje kapaciteta neutralisanja DPPH radikala:

Kapacitet neutralisanja DPPH" (%) = (Ag — Au /Ak) x 100

gde je: Ay - apsorbancija uzorka i rastvora DPPH" na 517 nm; Ag - apsorbancija

rastvora DPPH radikala u metanolu (,blank” proba) na 517 nm.

Metod Il

Rastvori i reagensi: razblaZeni rastvori uzorka vina i standardni rastvori: DPPH’

radikala, galne kiseline, rutina, kvercetina, trolox-a i metanola.

Spektrofotometrijsko odredivanje: Absorbancija 1ml rastvora DPPH" u 1 mL
metanola, na 517 nm se koristi kao kontrolna proba. Takode, registruje se
absorbancija na 517 nm “blank” probe, koja sadrzi 1 mL rastvora uzorka u 1 mL

metanola. Apsorbancija 1 mL uzorka vina razli¢itih koncentracija u prisustvu 1 mL
30



DPPH’ se registruje nakon 20 minuta. Za svaku koncentraciju uzorka vina se
izra¢una kapacitet neutralisanja DPPH" u procentima (slika 12):

Kapacitet neutralisanja (izreagovanog) DPPH’ (%) = 100 - (At=20 min/At=0) X 100

Dobijene jednacine za standardna jedinjenja, korelacione koeficijente i oblast

linearnosti su date u Tabeli 3.
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Slika 11. Graficki prikaz procenta izreagovanog (A) i neizreagovanog (B) DPPH

radikala pri reakciji sa odredenom koncentracijom galne kiseline

Tabela 3. Jednacine kalibracionih krivih za galne kiseline, kvercetin i rutin po DPPH

metodi
Standardno Kalibracione jednac¢ine  Koeficijent Oblast linearnosti,
jedinjenje korelacije umol/I
Galna kiselina y = 2,1281 + 3,69066x 0,9965 2,5x10° — 1,9x10°
Kvercetin y =9,4766 + 39,88591x 0,9708 2,0x107 — 1,5x10°
Rutin y = 3,39148 + 4,80155x 0,9749 5,0x107 — 1,5x10
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3.2.4 Spektrofotometrijsko odredivanje antioksidacione

aktivnosti uzoraka crvenih vina

Druga spektrofotometriiska metoda za odredivanje antioksidacione aktivnosti
ispitivanih uzoraka vina se zashiva na oksidacione sposobnosti bakar(l)-1,10-
fenatrolin reagensa. U neutralnoj pH sredini, u toku od 30 min nastaje redoks
reakcija izmedu ovog oksidacionog agensa i fenolnih jedinjenja iz vina. Kao rezultat
ove redukcije nastaje bakar(l)-1,10-fenantrolin, koji pokazuje apsorpcioni maksimum
na 450 nm. Spektrofotometrijskim pracenjem promene o0vog apsorpcionog
maksimuma odreduje se antioksidaciona aktivnost ispitivanog uzorka vina. Princip
ove bakar redukujuce (,Cupri Reducing” — CR) metode je slican CUPRAC metodi
[Apak, 2004].

Rastvori i reagensi: razblaZeni uzorak vina; 102 M rastvor bakar (I1) hlorid dihidrata;
7,5x10° M rastvor 1,10-fenantrolin monohidrat hidrohloridai 1 M rastvor

amonijumacetata (pufer pH 7,0).

Spektrofotometrijsko odredivanje: SmeSi od 1 mL Cu(ll) hlorida, 1mL 1,10-
fenatrolina i 1 mL amonijum acetata doda se x mL uzorka vina (x =40 - 200 pL) i
vode (1-x) mL do ukupne zapremine rastvora 4,1 mL. Nakon 30 min meri se
apsorbancija nastalog bis(1,10-fenantrolin) Cu(l) helatnog katjona na 450 nm.
Ukupan antioksidacioni kapacitet uzorka vina je odreden na osnovu kalibracionih

kriva standarda na Amax = 450 nm:
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Tabela 4. Jednacine kalibracionih krivih galne kiseline, kvercetina i rutina primenom

bakar (Il) )-1,10-fenatrolin agensom

Standardno Kalibracione jednacine Koeficijent Oblast linearnosti,
jedinjenje korelacije umol/L

Galna kiselina y =-0,01207 + 0,00284 0,9992 2,5x10” — 2,5x10™
Kvercetin y =-0,01444 + 0,00831 0,9967 4,0x10° - 1,0x10™
Rutin y = -0,02496 + 0,02305 0,9893 4,5x10° — 4,5x10°

rutin:
y=-0,02496+0,02305x
R?=0,989

1,3 -
1,23
1,1
1,0 3
0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4 ]
0,3
0,2
0,1
0,0
0,1

quercetin:
=-0,01444+0,00831x

gallic acid:
y=-0,01207+0,00284
R?=0,999

Absorbance at 450 nm
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T T T T T T T T
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Slika 12. Kalibracione krive galne kiseline, rutina i kvercetina odredene Cu

(I-1,10-fenatrolinom

3.2.5 Odredivanje antimikrobne aktivnosti uzoraka crvenih

vina

3.2.5.1 Disk-difuziona metoda

Antimikrobni testovi su izvrSeni disk difuzionom metodom upotrebom 100 ul
bakterijske suspenzije postavljene na Muller-Hinton-ovom agaru (MHA, Torlak) u
sterilizovanim Petrijevim Soljama (90 mm u dijametru). Diskovi (9 mm u dijametru,
HiMedia Labaratories Pvt. Limited) na koje je naneto po 50 pL testiranih uzoraka
vina stavljeni su u agar (20 mL), dok koli¢ina galne kiseline je bila 5 ug/disk,

kvercetina 0,05 ug/disk i (+)-katehina 2 pg/disk. Posude su inkubirane 24 h na 37 °C.
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Referentni antibiotici chloramfenol, streptomicin i tetraciklin po 30 pug/disk, su
upotrebljeni kao pozitivha kontrola, dok je rastvara¢ — voda (50 pL/disk) upotrebljen
kao negativna kontrola. Potvrdeno je da rastvarac ne pokazuje inhibitorsku aktivnost.
Svi testovi su ponovljeni tri puta. Antibakterijska aktivhost je odredjena merenjem

zone inhibicije (u mm) na testiranim bakterijskim vrstama [Murray i sar., 2003].

3.2.5.2 Mikro-diluciona metoda

Mikro-diluciona metoda je koriS¢ena za odredivanje minimalne inhibitorne
koncentracije (MIC) i minimalne bakterijske koncentracije (MBC) prema

Nacionalnom komitetu za kliniCke labaratorijske standarde (NCCLS, 2003).

Serija duplih razblazenja testiranih uzoraka vina je napravijena u mikrotitar plo¢i sa
96 udubljenja, u rangu (opsegu) od 500-0,25 uL/mL, u inokulisanoj hranljivoj te¢noj
podlozi zapremine 100 uL i finalna bakterijska koncentracija je 10° CFU/mL u

svakom udubljenju.

Fenolne komponente: galna kiselina, kumarna kiselina, kvercetin i (+)-katehin su
analizirani u opsegu koncentracije od 10,0 do 0,002 pg/mL, dok standardni
antibiotici:  hloramfenol, streptomicin, tetraciklin i nistatin u koncentraciji od 30

pg/mL.

Nakon 24 h inkubacije na 37 °C i dodavanja reagensa TTC (trifenil-tetrazolium
hlorid), oCitana je minimalna inhibitorna koncentracija (MIC). MIC je definirana kao
najniza koncentracija uzoraka vina pri kojoj i nema vidljivog rasta mikroorganizama i
definirana je koncentracijom u prvom bunaréicu u kojem nema vidljivog rasta i
crvenog obojenja. Sadrzaji bunarci¢a bez vidljivog rasta su preneti na MHA (Mueller
Hinton Agar), a posle inkubacije (24 h na 37 °C) oditana je i minimalna baktericidna
koncentracija (MBC). MBC je definisana kao najniza koncentracija uzorka vina pri
kojoj je ubijeno 99,9% mikroorganizama od ukupnog broja u suspenziji (NCCLS
standard — National Committee for Clinical Laboratory Standards, 2003).
Eksperiment je raden u tri ponavijanja, sa kontrolom rasta mikroorganizama
(inokulisana podloga bez ekstrakta), na sterilnoj podlozi (Cista podloga) i sa

pozitivnom kontrolom-antibioticima.
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Mikrobiolo$ki rast je oCitavan uz pomoc univerzalnog Citaca mikrotitarskih plo¢a na

apsorbanci od 620 nm.

3.3 Statisticka obrada podataka

Za statistiCku obradu podataka koris¢eni su komjuterski softverski program Microsoft
Exel v. 2007. Origin 7.0 (OriginLab Corporation, Nortampton, USA, 1991-2002). Svi
rezultati su prikazani kao srednje vrednosti tri ponavljanja £ standardna greska. Za
pojedine parametre je uradena analiza varijanse (ANOVA) i kojeficijent korelacije

izmedu parametara.
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4 REZULTATI | DISKUSIJA

4.1 Analiza uzoraka Cabernet Sauvignon vina iz
razlicitih vinogradarskih i vinskih regiona
Balkana

U tabeli 1 (Eksperimentalni deo) data su petnaest vrsta kvalitetnih Cabernet

Sauvignon (CS) vina sa odredenim geografskim poreklom, proizvedena u periodu od

2007 do 2009 godine od razli¢itih proizvodaca sa prostora:

Hrvatske (Istarsko vinogorje, proizvodac Laguna, Porec),
e Bosne i Hercegovine (Trebinjsko vinogorje, proizvoda¢ Sekulovic, Trebinje),
e Crne Gore (Centralno crnogorsko vinogorje, proizvodac PlantaZa, Podgorica),

e Srbije (Sumadijsko Veliko moravski rejon - Beogradski i Oplenacki podrejoni,
proizvodaci: Radmilovac, Beograd i Kraljevski vinogradi, Oplenac; Zapadno
moravski rejon - KruSevaki podrejon, proizvoda¢ Rubin, KruSevac i NiSavsko

Juznomoravski rejon - Sicevacko vinogorje, proizvodac¢ Cevin, Ni$),

e Makedonije (TikveSki i Povardarski rejoni, proizvodaci: Tikves, Skopje; Lozar,

Veles i Pivka, Negotin) i

e Bugarske (Juzno Bugarski rejon, proizvoda¢ Katarzyna vinograd, Mezzek)
[Radovanovi¢ i sar, 2008, 2010a, 2010b, 2012a, 2012b].
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4.1.1 Spektroskopska analiza fenolnih jedinjenja u

uzorcima Cabernet Sauvignon vina

U tabeli 5 prikazani su rezultati spektroskopske analize sadrzaja ukupnih fenola,
estara vinske kiseline i ukupnih flavonola odredenih po modifikovanoj Glories metodi
[Mazza i sar., 1999; Radovanovi¢ i sar., 2012a,b] u ispitivanim uzorcima CS vina.
Koncentracija ukupnih fenola je pracena na 280 nm i predstavijena kao ekvivalent
koncentracije galne kiseline. Ukupni estri vinske kiseline su praceni na 320 nm
(ekvivalent koncentracije kafene kiseline) i ukupni flavonoli na 360 nm (ekvivalent

koncentracije kvercetina).

Sva ispitivana CS vina imaju pH vrednost od 3,21 (CS—Alexandrija iz Makedonije)
do 3,67 (CS iz Bugarske) sa sadrzajem alkohola od 11,5 do 13%.

Analiza spektroskopski dobijenih rezultata je pokazala da se dobijene vrednosti
razlikuju u zavisnosti od vinogradarskog i vinskog regiona i proizvodaca (vinarije)
(Tabela 5.), tako da je koncentracija ukupnih fenola u Sirokom intervalu od 997,29 do
1968,27 mg/L, koncentracija ukupnih estara vinske kiseline od 199,59 do 352,52
mg/L i koncentracija flavonola od 109,98 do 209,04 mg/L [Radovanovic i sar., 2008,
2010a, 201a; 2012b].

Ove vrednosti su najvece kod CS4b vina iz 2009 godine proizvedenog u vinariji
Kraljevski vinogradi (Srbija) i zbog toga njihov procentni odnos je prikazan na Slici
13.
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Tabela 5. Sadrzaj ukupnih fenola, estara vinske kiseline | flavonola (mg/L), kao i

vrednost prisutnog alkohola (%) i pH u izabranim uzorcima Cabernet Sauvignon vina

Vino Alkoho pH Ukupni fenoli Estri vinske Ukupni
I (%) vrednost kiseline flavonoli

Csi 12,0 3,55 1285,39+1,24 220,14+200 115,61+1,25
CS2 12,5 3,28 1550,70+0,18 286,39+0,24 125,99+0.22
CS3 12,5 3,45 1408,55+2,02 261,49+1,25 152,03+1,10
CS4a 13,0 3,41 1759,60+0.96 288,69+0,99 155,20+0,45
CS4b 12,0 3,40 1968,27+1.50 352,52+0,66 209,04+1,05
CSb5a 11,5 3,54 1434,37+0,78 210,69+0,67 113,58+0,56
CS5b 11,7 3,46 1785,20+0.30 313,50+0,51 175,69+1,21
CS6a 12,5 3,45 1641,55+0.14 278,50+0,22 175,69+0,25
CS6b 11,5 3,44 1744,22+0,25 311,89+0,92 170,52+0,40
Cs7 12,5 3,54 1192,80+1,08 209,03+0,75 120,72+0,77
Cs8 11,5 3,55 997,29+1,12 199,59+0,95 109,98+0,78
CS9a 11,5 3,21 1554,70+0,45 250,21+0,98 131,65+1,09
CS9% 11,5 3.25 1631,30+0,22 268,72+0,26 137,68+0,28
Cs10 12,5 3,63 1769,80+0,12 259,77+0,25 129,01+0,15
Csi1i 13,0 3,65 1517,45+0,24 280,66++0,12 122,84++0,22
CS12 14,0 3,67 1585,28+1,04 266,11+1,23 150,85+0,97
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I Ukupni fenoli
| Estri vinske kiseline

I Flavonoli

N 13.9%

77.8%
8.26%

Slika 13. Grafi¢ki prikaz procentnog odnosa spektroskopski odredenih ukupnih
fenola, estara vinske kiseline i flavonola u vinu Cabernet Sauvignon iz vinarije

Kraljevski vinogradi

Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa literaturnim podatcima za druga ispitivana vina
[Cliff i sar., 2007; Lachman i sar., 2007; Piljac i sar, 2005; Simonetti i sar, 1997;
Singleton i Rossi, 1965; Stratil i sar.2008].

Zbog pracenja spoljnih uticaja (temperaturnih klimatskih razlika, ekspozicije i
osvetljenosti terena) koji utiCu na stepena fenolne zrelosti groZzda i fenolnog sastava
vina, ispitivana su CS vina iz dve uzastopne godine proizvodnje sa istog
vinogradarskog i vinskog rejona i od istog proizvodaca: Rubin, Kraljevski vinogradi i
TikveS [Alcalde-Eon i sar., 2006; Connor | sar., 2005; Gil-Munoy i sar., 2010;
Downey i sar., 2003; Kennedy i sar., 2000; Revilla i sar, 1997].

Rezultati su pokazali da ispitivana CS vina u dve uzastopne godine imaju veoma
razlicit sastav, tako da se koncentracija ukupnih fenola menja od 5,04 do 30,86%,
estrara vinske kiseline od 3,56 do 32,80%, a flavonola od 4,38 do 35,36%, kao Sto je

prikazano u Tabeli 6 i na Slici 14.
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C5-T.Lazarica, Rubin

C5-Alexandriia, Tikves C5-Rubin

m2008god

m2009god

C5-Oplenac

Slika 14. Grafi¢ki prikaz uticaja godine berbe na fenolni sastav

Cabernet Sauvignon od istih proizvodaca

Tabela 6. Uticaj godine berbe groZda i proizvodnje vina na fenolni sastav nekih

Cabernet Sauvignon vina

Estri viske

Godina Vino Polifenoli N Flavonoli
kiseline

2008 Cabernet 1434,30+0,72 210,69+0,67 113,58+0,56
Sauvignon -

2009 Terra Lazarica 1785,20+0,30 313,50+0,51 175,69+1,21

2008 Cabernet 1554,70+0,45 250,21+0,98 131,65+1,09
Sauvignon -

2009 Alexandrija 1631,30+0,22 268,72+0,26 137,68+0,28

2008 Cabernet 1759,60+0,96 288,69+0,99 155,20+0,45
Sauvignon -

2009 Oplenac 1968,27+1,50 352,52+0,66 209,04+1,05

2008 Cabernet 1641,55+0,12 278,50+0,22 175,69+0,25
Sauvignon -

2009 Rubin 1744,22+0,25 311,89+0,92 170,52+0,40
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Primeceno je da su vece koncentracijske vrednosti dobijene za vina proizvedena
2009 godine, Sto se slaze sa meteroloskim podacima. Letnji period u 2009 godini je
bio sa povecanim sun¢anim danima, $to je uticalo na fenolni sastav groZzda ivina
[Landroult i sar.,, 1999; Harris i sar., 2010]. Korelacija izmedu ekoloSkih uslova

lokaliteta tj. terroir-a i kvaliteta vina su predmet daljeg istrazivanja.

4.1.2 HPLC analiza neflavonoidnih jedinjenja u uzorcima

Cabernet Sauvignon vina

Fenolna jedinjenja u groZzdu i vinama (OpsSti deo) su podeljena po svojoj strukturi pre
svega na fenolna jedinjenja neflavonoidne strukture i flavonoide. Svaka grupa ima
svoje podgrupe, takode, na osnovu strukturnih razlika. Neflavonidna grupa jedinjenja
u kojima pripadaju hidroksibenzoeve, hidroksicimetne kiseline i stilbeni zauzimaju

veliki deo prisutnih fenolnih jedinjenja u crvenim vinima.

U ovom poglaviju bic¢e izvrsena identifikacija i kvantifikacija fenolnih jedinjenja u
izabranim izorcima Cabernet Sauvignon vina, da bi mogli da izvrS§imo uporedivanje

rezultata sa njihovom antioksidativnom i antimikrobnom delovanju.

4.1.2.1 HPLC analiza fenolnih kiselina u uzorcima Cabernet

Sauvignon vina

U analiziranim uzorcima Cabernet Sauvignon vina iz razliCitih vinogradarskih i
vinskih regiona Balkana odreden je sadrzaj deset fenolnih kiselina i trans —
resveratrol, kao glavnog predstavnika stilbena, na osnovu retencionih vremena i

apsorpcionih maksimuma njihovih standardnih jedinjenja (Eksperimentalni deo).

U tabeli 7 su date vrednosti koncentracija nekih hidroksibenzoevih kiselina prisutnih
u ispitivanim uzorcima CS vina: galne, vanilinske, siringinske i elagilne kiseline,

odredenih na 280 nm, kao i ukupne vrednosti za hidroksibenzoeve kiseline.
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Tabela 7. Sadrzaj hidroksibenzoevih kiselina u izabranim Cabernet Sauvignon

vinima, odredenih na 280 (mg/L = SD, n = 3)

Vino Galnakiselina Vanilinska Siringinska Elaginska Ukupne
Q) kiselina (2) kiselina (3) kis. (4) hidroksibenzoeve
kiseline
Cs1 32,42+0,98 2,61+0,24 2,23+0,27 5,19+0,14 42,45+0,42
CS2 76,29+0,18 1,14+0,35 4,09+0,48 5,99+0,22 87,51+0,16
CS3 31,93+1,22 2,0740,21 2,21+0,66 5,7840,24 41,99+0,33
CS4a 75,04.+0,87 1,70+0,21 4,75+0,45 12,37+0,26 93,86+0,44
CS4b 70,06+0,12 2,12+0,24 8,18+0,13 15,90+0,43 96,26+0,09
CSbha 56.66+0,67 / / 5,46+0,76 56,66+0,78
CS5b 63.84+0,91 1,11+0,18 10,86+0,19 4.66+0,98 62,12+0,36
CS6a 64,05+0,92 1,55+0,25 8,08+0,55 / 73,68+0,09
Cs6b 66,59+0,33 0,64+0,44 10,81+0,28 / 78,04+0,41
CSs7 45,40+0,77 2,59+0,99 0,51+0,43 3,73+0,88 44,77+0,34
Cs8 22,82+0,98 0,44+0,55 0,51+0,18 4,05+0,47 19,72+0,68
CS9a 101,57+1,09 1,09+0,09 4,52+0,19 4,91+0,93 102,27+0,71
CS9b 110,66+0,37 4,42+0,59 10,73+0,67 13,85+0,68 139,66+0,08
Cs10 112,37+0,17 1,33+0,95 8,03+0,99 5,12+0,92 126,85+0,55
Csli1 95,79+1,14 1,22+0,37 2,2340,28 4,79+0,36 104,03+0,54
CS12 69,14+0,78 0,69+0,99 0,55+0,16 4,04+0,91 74,42+0,43
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Analizom dobijenih rezultata moZe se uocCiti da se dobijene vrednosti za
hidroksibenzoeve kiseline nalaze u intervalu od 19,72 do 130,77 mg/L. Najvece
vrednosti su dobijene za Cabernet Sauvignon vino proizvedeno u vinariji Lozar (CS -
Cardak) 2009 godine.

Kao najprisutnija hidroksibenzoeva kiselina je galna kiselina i njena koncentracija je
najveca kod Cabernet Sauvignon vina iz Makedonije: Alexandria (110,66 mg/L) i
Cardak (112,37 mg/L), proizvedenih 2009 godine.

U tabeli 8 date su koncentracije hidroksicimetnih kiselina: trans-kaftarna, trans-
coutaric acid trans-kutarna (trans-coutaric acid), hlorogenska, trans-kafena, para-

kumarna i ferulna kiselina, odredene na 320 nm.

Pri analizi ovih rezultata moze se zakljuciti da je najveca koncentracija
hidroksicimetnih kiselina (46,90 mg/L) nadena kod CS - Cardak, proizvedenog 2009
godine u vinariji Lozar (Veles).

U ispitivanim wuzorcima Cabernet Sauvignon vina trans-kaftarna Kkiselina je
najdominantna hidroksicimetna kiselina i najveca njena koncentracija je nadena kod
uzoraka CS vina iz Oplenca (26,65 mg/L) i CS-Alexandria (22,98 mg/L).

U tabeli 8, takode su date zbirne vrednosti koncentracija za sve detektovane fenolne
kiseline (hidroksibenzoeve i hidroksicimetne ) u ispitivanim uzorcima Cabernet
Sauvignon vina, koji se nalaze u intervalu od 38,94 mg/L za CS8 (CS iz Cevina) do
176,67 mg/L za CS10 (CS - Cardak iz Stobija). Analizirana vina sa bogim sadrZzajem
fenolnih kiselina (iznad 100 mg/L) su vina iz vinarija: TikveS, Rubin, Kraljevski

vinogradi (Oplenac) i Sekulovi¢ (Trebinje).
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Table 8. Sadrzaj hidroksicimetnih kiselina u izabranim Cabernet Sauvignon vina,

odredenih na 320 nm (mg/L £ SD, n = 3)

Vino t-kaftarna  t-kutarna  Kafena Hlorogen- p- Ferulna Ukupne
kis. (1) kis. (2) kis. (3) ska Kumarna Kis.(6) hidroksicimetn
kis.(4) kis. (5) e kiseline
Cs1 17,63+1,12 2,06+1,21 4.54+1.12 2,86+0,66 8.28+1.21 0,57+0,46 36,11+0,16
CS2 15,20+0,18 8,33+0,11 2,76+£0,24 2,24+0,62 2,54+0,24 3,41+0,29 34,48+0,42
CS3 18,19+0,97 1,59+0,93 7,22+0.97 3,51+0,98 3.95+0.93 2,91+1,23 37,37+0,55
CS4a 26,65+0,89 4,37+0,58 1,48+0,51 0,13+0,20 0,50+0,78  0,27+0,44 33,40+0,43
CS4b  24,6740,09 2,09+0,31 1,49+0,22 0,85+0,11 2,38+0,13  2,83%#0,64 34,31+0,23
CSha 19,86+0,28 9,31+0,15 8,91+0,18 0,67+0,66 5,58+0,35 0,54+0,15 44,87+0,67
CS5b  22,21+0,87 7,28+0,48 5,28+0,69 2,05+0,58 6.06+0,44 0.36+0,63 43,24+0,86
CS6a 21,06+0,37 1,54+0,49 5,94+0,89 2,05+0,13 4,48t+0,54  2,09+0,55 37,1640,42
CSéb 16,27+0,85 9,32+0,33 6,79+0,98 2,69+0,48 3,67+0,98  0,39+0,98 39,13+0,44
Cs7 14,95+0,13 7,16+0,78 1,97+0,56 / 1,07+0,45 0,78+0,18 25,93+0,86
CS8 4,97+0,25 2,09+0,91 2,07+0,77 0,53+0,45 0,67+1,02 0,79+0,97 11,65+0,78
CS9%9a 22,9840,56 3,55+0.65 3,75+0,56 2,34+0,24 2,63+0,15 0,81+0,56 36,06+0,06
CS9 21,87+0,24 3,81+0,37 3,81+0,92 0,82+0,06 5,27+0,42  1,23+0,49 36,81+0,09
CS10 10,22+0,34 7,67+0,37 3,93+0,39 1,46+0,31 2,77+0,33 5,08+0,95 24,42+0,18
CS11  18,51+1,09 1,49+1,23 7,87+1,09 / 8,35+1,23 2,79+1,11  38,210,35
CS12  21,26+0,37 9,98+0,47 5,00+0,18 / 3,06£0,98  1,21+0,55 39,77+0,56

Rezulti dobijeni za fenolne kiseline su u saglasnosti sa literaturnim podacima [Jeffery
i sar., 2008; Kallithraka i sar., 2006; Hakkinen i sar., 1998; Harris i sar., 2010; Pour
Nikfardjam i sar, 2006; Seruga i sar, 2011].

Takode, prikazan je i procentni odnos najdominantne kiseline (galne), ukupnih

hidroksi-benzoevih i ukupnih hidroksicimetnih kiselina u odnosu na ukupne odredene

fenolne kiseline u ispitivanim uzorcima Cabernet Sauvignon vina. Analizom dobijenih

procentnih vrednosti mozZe se zakljuciti da prisustvo galne kiseline mozZe dostici
vrednosti do 65,06 % kod Cabernet sauvihnon vino iz Pivke, 63,92 % kod CS —

Alexandria i 62,03 % kod CS - Sekulovi¢ iz Trebinja.
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Procentni odnos izmedu hidroksibenzoevih i hidroksicimetnih kiselina se krece od
41,45 do 67,88 %. MozZe se zakljuciti da CS vina iz Podgorice i Pore¢a imaju veci
procenat hidroksicimetnih kiselina (> 50 %), dok srpska, makedonska i bugarska

Cabernet sauvignon vina su bogatija sa hidroksibenzoevim kiselinama (> 60 %).

Tabela 9. Ukupne fenolne kiseline (mg/L) i procentno prisustvo galne kiseline,

hidroksibenzoevih i hidroksicimetnih kiselina (%) u Cabernet Sauvignon vinima

Vino Ukupne fenolne Galna kiselina Hidroksibenzoeve Hidroksicimetne
kiseline (mg/L) (%) kiseline (%) kiseline (%)
Cs1 78,39+0,46 40,33 46,35 53,39
CS2 122,99+0,24 62,03 66,28 33,72
CS3 79,36+0,19 36,55 41,45 58,55
CS4a 127,26+0,55 58,72 69,07 30,93
CS4b 130,57+0,17 50,70 64,22 35,78
CSbha 106,99+0,43 52,96 61,17 47,04
CS5b 123,36+0,36 51,75 52,96 38,83
CS6a 116,13+0,27 55,15 63,45 36,55
CS6b 117,1740,32 56,83 66,60 33,40
CS7 78,16+0,26 58,09 62,05 37,95
CS8 38,94+0,21 58,60 61,04 38,96
CS9a 161,15+0,24 63,08 66,51 33,49
CS9b 176,47+0,67 63,92 71,77 28,23
CS10 151,27+0,12 61,52 67,88 31,76
Csi11 142,24+0,48 65,06 67,40 32,60
CSs12 114,19+0,34 60,55 61,63 38,37
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Na Slici 15 graficki je prikazan procentni odnos izmedu hidroksibenzoevih i

hidroksicimetnih kiselina kod uzorka Cabernet Sauvignon - Alexandria i Cabernet
Sauvignon iz Plantaze:

I Hidroksibenzoeve kiseline B Hidroksibenzoeve kiseline
Hidroksicimetne kiseline Hidroksicimetne kiseline

0

53.5%

71.8%

48.5%

A) B)

Slika 15. Graficki prikaz procentnog odnosa izmedu hidroksibezoevih i
hidroksicimetnih kiselina u vinima: Cabernet Sauvignon - Alexandria (A) i Cabernet

Sauvignon vino iz Plantaze (B)

Na Slici 16 graficki su dategrani¢ne vrednosti galne kiseline u odnosu prema ukupnoj
vrednosti fenolnih kiselina u Cabernet Sauvignon vino iz vinarije Pivka (A) i Cabernet
Sauvignon vino iz vinarije Lagune (B):

I Galna kiselina
| Fenolne kiseling|

|

I Galna kiselina
Fenclne kiseline

59.7%

-/,

40.3%

A) B)

Slika 16. Grafi¢ki prikaz procentne granicne vrednosti galne kiseline u odnosu
prema ukupnoj vrednosti fenolnih kiselina u Cabernet Sauvignon iz vinarije Pivka (A)

i Cabernet Sauvignon iz vinarije Lagune (B)

Uporedivanjem detektovanih fenolnih kiselina po njihovom prisustvu u ispitivanim

Cabernet Sauvignon vinima, odnosno po vrednostima koncentracija odnos bi bio
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sledeci: galna kiselina > trans-kaftarna kiselina > trans-kutarna kiselina > siringinska
kiselina > elaginska kiselina > p-kumarna kiselina > kafena kiselina > hlorogenska

kiselina > ferulna kiselina > vanilinska kiselina.

Na sledecoj slici prikazana je distribucija svih fenolnih kiselina kod najbogatijeg

uzorka vina tj CS — Cardak iz Lozara:

| Galna kis.
t-Kaftarinska kis.
t-Kutarinska kis.
Hiorogenska kis.
Vanilinska kis.
Kafeinska kis. .«
Sirionginska kig:
Ferulinska kis/
Elaginska kis. i

62.5%

Slika 17. Distribucija u procentima prisutnih fenolnih kiselina u Cabernet Sauvignon -

Cardak iz vinarije Lozar

Zbog uticaja meteroloSkih uslova na zrelost grozda, uporedeni su rezultati dobijenih
fenolnih kiselina za CS vina iz dve uzastopne godine (2008. i 2009.) od tri ista

proizvodaca (Rubina, Kraljevskih vinograda i Tikvesa):
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Slika 18. Grafi¢ki prikaz uticaja meteroloSkih uslova na berbu grozda i koncentraciju
fenolnih kiselina, detektovanih HPLC metodom u Cabernet Sauvignon vinima od istih

proizvodaca

Rezultati su pokazali da postoji razlika u koncentraciji odredenih fenolnih kiselina,
tako da CS vina iz 2009 godine imaju povecanu koncentraciju fenolnih kiselina u
poredenju sa istim CS vinima iz 2008 godine. Koncentracija ukupnih fenolnih kiselina
se povecava na sledeci nacin: kod CS vina iz Oplenca za 7,52 %, kod CS - Terra
Lazarica iz Rubina za 13,27 %, kod CS - Alexandrija iz TikveSa za 6,92% i kod CS
iz Rubina za 0,91%.
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Slika 19. HPLC dijagram fenolnih kiselina u Cabernet Sauvignon - Alexandria na

2801 320 nm (imena fenolnih kiselina su data u Tabelama 7 i 8)
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4.1.2.2 HPLC analiza trans-resveratrola u uzorcima Cabernet

Sauvignon vina

U grupi neflavonoidnih jedinjenja pripada i trans-resveratrol, kao najznacajniji
predstavnik stilbena. Kao Sto je u OpStom delu pokazano trans-resveratrol je bioloSki
veoma znacajna fenolna komponenta koja se nalazi u grozdu i vinima, jer pokazuje
hemoprotektivhu aktivnost. [Baxter, 2008; Docherty i sar., 2001]. U Tabeli 10 i na
Slici 20 date su dobijene vrednosti o sadrzaju trans-resveratrola, na osnovu

standardne jednacine i apsorpcionog maksima odredenog na 320 nm:

Tabela 10. Sadrzaj trans-resveratrola u analiziranim Cabernet Sauvignon vina na
320 nm (mg/L+ SD, n = 3)

Vino trans-Resveratrol (7)
Cs1 1,14+0,12
CSs2 1,0340,10
CS3 1,26+0,23
CS4a 1,78+0,14
CS4b 1,64+0,11
CSba 0,60+0,08
CS5b 0,69+0,10
CS6a 0,91+0,09
CS6b 0,70+0,08
Cs7 0,72+0,11
Cs8 0,71+0,12
CS9%a 1,02+0,23
CS9b 0,86+0,22
Cs10 1,29+0,12
Cs11 0,81+0,09
Cs12 1,1940,21
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Slika 20. Grafi¢ki prikaz sadrzaja trans-resveratrola u ispitivanim Cabernet

Sauvignon vinima

Rezultati pokazuju da se ovo fenolno jedinjenje u ispitivanim uzorcima CS vina
nalazi u malim koli¢inama i to od 0,60 mg/L kod Cabernet Sauvingon - Terra
Lazarica, proizvedenog 2008 godine od Rubina do 1.64 mg/L kod Cabernet
Sauvingon - Alexandria, proizvedenog 2009 godine u vinariji TikveS. Rezultati su u
saglasnosti sa literaturno nadenim vrednostima [Jenadet i sar., 1991; Mark i sar.,
2005].

4.1.3 HPLC analiza flavonoidnih jedinjenja u uzorcima

Cabernet Sauvignon vina

U flavonoide po svojoj strukturi pripada veliki broj fenolnih jedinjenja koji se razlikuju
na osnovu medusobne pozicije prstena B i C, oksidacionog stanja i funkcionalnih

(hidroksi i metoksi) grupa prisutnih na prstenu C [Beecher, 2003].

Raznovrsnost struktura flavonoida je posledica dodatne hidroksilacije, dimerizacije,
vezivanje neorganskog sulfata i najvaznije, glikolizacije hidroksilnih grupa (O-
glikozida) ili flavonoidnog jezgra (C-glikozida).
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U groZdu ova jedinjenja su prisutna najéeSc¢e u monoglikozidnoj formi, sa ostatcima

Secera na OH-grupi u poziciji C-3 na prstenu C.

Kao najprisutniji i bioloSki najznacajniji flavonoidi u grozdu i vinu su: flavan-3-oli,
flavoni, flavanoni, flavonoli i antocijanini [Bakker, 1999; CIiff i sar., 2007; Liu i sar.,
2000; Gomez-Serranillos i sar., 2009; Gry i sar., 2007; De Beer i sar., 2003, 2005;
Heinonen i sar., 1998; Fikselova i sar., 2010; Meiers i sar., 2001; Minussi i sar.,
2004; Rice-Evans i sar., 1995; Rodriguez i sar., 2007; Sanchez-Moreno i sar., 1999;
Sato i sar., 1996; Tarko i sar., 2008; Van Asker i sar., 1996; Yoshihito Sakata i sar.,
2010; Youdim, 2002; Urgiaga i Leighton, 2000].

4.1.3.1 Flavan-3-oli u analiziranim uzorcima Cabernet Sauvignon

vina

U Tabeli 8 date su koncentracije najzastupljenijih flavan-3-ola u ispitivanim uzorcima
CS vina, kao Sto su: (+)-katehin, procijanidin B2, odnosno dimer B tipa: (-)-
epikatehin-(48—8)-(-)-epikatehin, (-)-epikatehin i (-)-epigalokatehingalat,

detektovane fluorescentim detektorom na 275/322 nm.

Analizom dobijenih rezultata moze se uociti da se vrednosti koncentracijaukupnih

flavan-3-ola se nalaze u granicama od 49,20 do 143,75 mg/L.

Najvece vrednosti su dobijene u Cabernet Sauvignon vinu iz vinarije Mezzek i
Cabernet Sauvignon vinu (proizvedenog 2009 godine) iz vinarije Kraljevski vinogradi
[Radovanovic i sar., 2010a, 2012a; 2012b].

U svim uzorcima Cabernet Sauvignon vina najdominantniji je (+)-katehin i nalazi se u
opsegu koncentracija od 15,23 (CS8) do 56,49 mg/L (CS12). Nakon toga sledi (-)-
epikatehin sa vrednostima koncentracija od 8,35 (CS2) do 38,61 mg/L (CS12).
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Table 11. Sadrzaj flavan-3-ola u Cabernet Sauvignon vinima (mg/L£SD, n = 3) na

275/322 nm

Vino (+)-Katehin Procijanidin (-)-Epikatehin (-)-Epigallo- Ukupni

Q) B2 2) 3) katechingalat (4) flavan-3-oli
Cs1 29,18+0,32 7,99 +0,88 15,22+0,87 3,1040,23 55,49+0.69
CS2 30,61+0,32 8,75%0,32 9,55+0,32 7,76x0,35 56,67+0,24
CS3 28,86+0,21 19,20+1,09 16,10+1,34 5,24+0,46 64,16+0,88
CS4a 19,69+0,85 11,26+0,97 15,45+1,23 9,53+0,26 55,93+1,02
CS4b 49,89+0,32 19,51+0,32 10,68+0,33 17,05+0,68 97,13+1,34
CSbha 23,55+0,05 13,62+0,85 20,00£0,07 3,58+0,11 60,75+0,74
CS5b 36,34+0,89 15,72+0,89 21,55+0,89 7,56+0,12 81,17+0,39
CS6a 18,72+1,02 18,58+0,78 11,18+0,95 3,65+0,55 52,13+1,35
CS6b 28,98+0,32 11,53+0,45 11,49+0,38 4,34+0,65 56,34+1,55
CSs7 36,24+0,17 23,94+0,56 24,29+0,95 8,32+0,33 92,79+0,56
CS8 15,23+0,23 11,70+0,55 12,51+0,46 9,76%0,24 49,20+0,41
CS9%a 27,96+0,45 16.23+1,20 26.30+1,06 4,99+0,58 75,48+0,83
CS9b 34,69+0,25 26,37+1,22 23,64+1,16 9,64+0,31 94,34+0,43
CS10 38,59+0,14 18,24+0,33 18,62+0,36 3,25+0,66 78,70+1,35
CSs11 28,35+0,32 9,61+0,52 8,35+0,67 4,95+0,46 51,26+1,15
CSs12 56,49+0,16 45,54+0,25 38,61+0,45 3,11+0,32 143,75+0.29

U Tabeli 12 date su procentne vrednosti (+)-katehina u odnosu na ukupne vrednosti

flavan-3-ola u uzorcima vina. Rezultati pokazuju da se nalazi u granicama od 30,96
(CS vino iz Cevina) do 55,30 % (CS vino iz Pivke) i 54,01% (CS vino iz Sekulovica):
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Tabela 12. Procentni prinos (+)-katehina u ispitivanim Cabernet Sauvignon vinima

Vino

(+)-Katehin (%)

CS1
CS2
CS3
CS4a
CS4b
CSba
CS5b
CS6a
CS6b
CSs7
CS8
CS9a
CS9b
CS10
Cs11
CS12

52.59
54.01
44.98
33.98
38.75
38.77
44.77
33.53
47.73
39.06
30.96
37.04
36.90
49.03
55.30

39.58
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Slika 21. Grafi¢ki prikaz procentnog odnosa (+)-katehina u poredenju sa ukupnim

flavan-3-olima kod uzoraka Cabernet Sauvignon vina iz vinarije Cevin (A) i Pivke (B)

Analiza dobijenih rezultata je pokazano da je najbogatije vino Caberent Sauvignon

flavan-3-olima vino iz vinarije Katarzyna Estate Mezzeka.

Redosled prisutnih flavan-3-ola po njihovim vrednostima koncentracija je sledeci: (+)-

katehina > (-)-epikatehin > procijanidin B2 > (-)-epigallokatehingalat.

Procijanidin B,, po svojoj strukturi: (-)-epikatehin-(4-8-8 (-)-epikatehin, pripada grupi
tanina i je prisutan u vecim koncentracijama u Cabernet Sauvignon vinu iz vinarije
Kraljevski vinogradi (47,27 mg/L) i vinu iz vinarije Mezzek (45,54 mg/L), a hajmanje u
Cabernet Sauvignon vinu iz vinarije Laguna (7,99 mg/L).

200 -

150 - [@2008 god.

100 -

2009 god.

50

CS-Oplenac CS-T.Lazarica, Rubin CS- CS-Rubin
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Slika 22. Grafi¢ki prikaz uticaja godine berbe na koncentraciju flavan-3-ola u
Cabernet Sauvign vinima istih proizvodaca

55



Zbog pracenja uticaja godine berbe grozda, uporedivane su nadene koncentracije za
flavan-3-ole u Cabernet Sauvignon vinima iz 2008 i 2009 godine od tri proizvodaca
(Rubin, Kraljevski vinogradi i Tikves).

Rezultati su pokazali da postoji razlika u njihovoj koncentraciji, tako da Cabernet
Sauvignon vina proizvedena u 2009 godine imaju povecanu koncentraciju flavan-3-
ola u poredenju sa istim Cabernet Sauvignon vinima proizvedenim 2008 godine.
Dobijene vrednosti su u saglasnosti sa literaturnim podatcima za vina iz Hrvatske,
Grcke i Turske [Anli i Vural, 2009; Katalini¢ i sar., 2004; Kallithraka i sar., 2006;
Piljac i sar., 2005] i ostalim ispitivanim vinima [Bartolome, 1996; Luiz 2011; Seruga i
sar, 2011; Singleton | Trousdale, 1992].

4.1.3.2 Flavonoli, flavoni i flavanoni u uzorcima Cabernet

Sauvignon vina

U Tabeli 12 date su odredene koncentracije u Cabernet Sauvignon vinima za
najprisutnije flavonole, kao Sto su: kvercetin-3-glikozid, rutin (kvercetin-3-O-
rutinozid), miricetin, morin, kvercetin i kemferol. Sva jedinjenja su odredena na 360
nm, na osnovu retencionih vremena i apsorpcionih maksimuma njihovih standardnih

jedinjenja (eksperimentalni deo).

Analizom rezultata moze se uociti da se dobijene vrednosti koncentracija razlikuju,
tako da ukupna koncentracija odredenih flavonola se nalazi u intervalu od 11,80 do
35,15 mg/L. Najvece vrednosti su nadene u Cabernet sauvignon vinu iz vinarskog

podruma PlantaZza.

Dobijeni podatci su u saglasnosti sa literaturnim podatcima za druga analizirana vina
[Anli i Vural, 2009; Arnous i sar., 2002; Braicu i sar., 2011; Jeffery i sar., 2008;
Kallithraka i sar., 2006; McDonald i sar., 1998; Pour Nikfardjam i sar., 2006].
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Tabela 13. Sadrzaj flavonola u Cabernet Sauvignon vinima na 360 nm (mg/L+SD, n

:3)
Vino Kvercetin- Rutin Miricetin Morin Kvercetin Kemferol  Ukupni
3-glikozid (2) 3) 4) (6) (8) flavonoli
1)

Cs1 4,68+0,85 7,34+0,1 2,17+0,16 3,93+0,98 1,46+0,98 / 19,58+0,17
CS2 2,61+0,16 4,40+0,15 0,87+0,16  3,52+0,16 1,36+0,16 / 12,76+0,34
CS3 12,32+0,57  5,18+0,16 5,05+0,16  4.46+0,46 7,92+0,60 0,22+0,15 35,15+0,66
CS4a 2,22+1,05 4,82+0,33 / 5,76+£1,09 1,42+0,89 / 14,83+0,87
CS4b  10,82+0,25 9,91+0,32  3,91+0,16 2,53+0,16 3,77+0,14 0,72+0,15 32,32+0,45
CSha 4,66+0,85 2,81+0,16 / 4,68+0,96 / / 12,15+0,18
CS5b  4.65+0,86 3,50+0,24 / 3,10+0,86 1,03+0,11 / 12,28+0,67
CS6a 4,01+0,14 3,37+0,19 0,78+0,16  2,78+0,78 0,48+0,16 0,38+0,55 12,22+0,19
CS6éb  4,22+0,88 5,34+0,74 0,98+0,16 3,78+0,66 1,86+0,99 0,43+0,43 16,67%0,85
Cs7 1,53+0,78 2,94+0,12 2,42+0,16 4,85+0,55 0,63+0,95 / 12,37+0,13
Cs8 6,97+0,98 3,68+0,16 0,60+0,16  3,82+0,67 3,03+0,77 0,45+0,15 18,55+0,45
CS9a  8,19+1,25 4,81+0,21 / 3,41+1,12 2,41+0,52 / 19,12+0,41
CS9%  7,70+0,16 5,72+0,16 / 3,46+0,16 0,650,166 / 17,53+0,34
CS10 10,73+0,16 2,53+0,15 2,76%0,16 4,82+0,15 1,97+0,14 0,62+0,19 23,43+0,52
CS11  3,35+0,16 3,18+0,16  1,33+0,16  3,07+0,23 1,10+0,56 / 12,03+0,12
CS12  3,35+0.99 6,30+0,16 1,76+0,16  2,51+0,75 5,04+1,23 1,34+0,22 20,30+0,15

Ako uporedimo flavonole po njihovom prisustvu u ispitivanim Cabernet Sauvignon

vinima, odnosno po njihovoj koncentraciji odnos je sledeci: kvercetin-3-glikozid >

rutin > morin ~ kvercetin > miricetin > kemferol

Na sledecoj slici je prikazan procentni odnos odredenih flavonola kod najbogatijeg

uzorka (35,15 mg/L) tj kod Cabernet Sauvignon vina iz Plantaze (CS3):
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Slika 23. Graficki prikaz procentnog odnosa odredenih flavonola na 360 nm u

Cabernet Sauvignon vina iz Plantaze

U Tabeli 14 date su procentne vrednosti kvercetina i kvercetin-3-glikozida u odnosu
na ukupne vrednosti flavonola u uzorcima Cabernet Sauvignon vina. Kvercetin-3-
glukozid prisutanu vecoj koncentraciji, u granicama od 12,37 i 12,38 % (CS vino iz
Radmilovca i CS - Cardak iz Lozara, 2009 godine) do 41,33 % (CS — Terra Lazarica
iz Rubina, 2009 godine).

Prisustvo kvercetina je manje i maksimalnu vrednost koncentracije dostize kod
Cabernet Sauvignon vina iz Mezzeka (24,83 %) i Cabernet Sauvignon vina iz
Plantaza (22,63 %). Koncentracija kvercetina i njegovog glikozida je znacajna u

njihovom bioloSkom delovanju, pre svega kao anticancer agens [Davis i sar., 2005].

Ukupno procentno prisustvo kvercetina i kvercetin-3-glikozida se nalazi u intervalu
od 20,79 do 51,58 i 57,58 % (CS iz Plantaze i CS - Terra Lazarica iz Rubina, 2009
godine):
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Tabela 14. ZajedniCki procentni prinos kvercetina i njegovog glikozida u ispitivanim

Cabernet Sauvignon vinima

Vino Kvercetin-3- Kvercetin (%) Ukupno (%)
glikozid (%)
Cs1 23,90 7,46 31,36
CSs2 20,45 10,66 31,11
CS3 35,05 22,53 57,58
CS4a 14,77 9,58 24,35
CS4b 33,48 11,66 45,14
CSba 38,35 / 38,35
CS5b 41,33 10,68 52,01
CS6a 22,68 3,93 26,61
CS6b 33,98 11,16 45,14
CSs7 12,37 16,33 28,70
Cs8 37,55 10,71 48,26
CS9%a 36,40 10,02 46,42
CS9b 36,54 11,03 47,57
Cs10 12,38 8,41 20,79
Cs11 27,85 9,14 36,99
Cs12 16,50 24,83 41,33

Na Slici 24 i 25 graficki su prikazana Cabernet Sauvignon vina u kojima se nalazi
kvercetin-3-glikozid i kvercetin u granicnim procentnim vrednostima u odnosu na

ukupne flavanole:
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Slika 24. Grafi¢ki prikaz grani¢nih procentnih vrednosti kvercetin-3-glikozida u

odnosu na ukupne odredene flavonole kod uzoraka Cabernet Sauvignon vina: A) CS
— Cardak (CS7) i B) CS — Terra Lazarica iz Rubina, 2009 godine (CS5b)

925% o
.'/.

I Kvercetin

Flavonoli

A)
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I Kvercetin
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Slika 25. Grafi¢ki prikaz granic¢nih procentnih vrednosti kvercetina u odnosu na

ukupne flavonole kod uzorka Cabernet Sauvignon vina iz vinarije Laguna (A) i kod

Cabernet Sauvignon vina iz vinarije Mezzek (B)
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U Tabeli 15 date su dobijene vrednosti za dva flavona: luteolin i apigenin, odredenih

na 360 nm i jednog flavanona — naringin, odredenog na 280 nm.

Tabela 15. Sadrzaj luteolina i apigenina na 360 nm, naringina na 280 nm i ukupnih
flavonoida na 280, 322/275 i 360 nm u Cabernet Sauvignon vinima (mg/L £ SD,

n=3)
Vino Luteolin (5 Apigenin (7) Naringin (5 Ukupni flavonoidi
na 360 nm) na 280 nm) (322/275, 280 i 360 nm)

Cs1 / 0,21+0,14 0,88+0,26 76,16+0,11

CSs2 / 0,72+0,16 0,73+0,18 60,88+0,31

Cs3 2,54+0,11 0,77+0,67 1,01+0,15 103,42+0,21
CS4a / / 2,1140,13 94,18+0,34

CS4b 0,88+0,01 / 4,19+0,14 134,19+0,45
CSba / 0,32+0,11 0,66+0,68 73,88+0,18

CS5b / 0,57+0,25 0,83+0,68 93,95+90,51
CS6a / 0,72+0,21 0,67+0,91 65,74+0,35

CSéb / 0,45+0,56 0,99+0,56 74,45+0,12

Cs7 / 0,12+0,58 0,86+0,66 106,14+0,10

Cs8 0,18+0,55 0,12+0,12 0,65+0,68 68,70+0,55

CS9%a / 2,20+0,08 6,24+0,78 103,04+0,41
CS9b / / 6,14+0,56 118,01+0,36
CS10 2,76+0,17 3,21+0,16 0,92+0,18 108,89+0,09
Cs11 / / 0,95+0,24 64,24+0,13

Cs12 1,02+0,43 0,91+0,11 0,65+0,12 166,63+0,68
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Analizom dobijenih vrednosti ocigledno je da flavoni: luteolin i apigenin, kao i
flavanon-naringin su slabo prisutni u vinima, tj njihova ukupna vrednost se nalazi u
intervalu od 0,12 do 5,97 mg/L.

Sabiranjem dobijenih vrednosti za ukupne koncentracije flavanol-3-ola, detektovanih
fluorescentnim dektektorom na 275/322 nm, sa koncentracionim vrednostima
flavanola, flavona i flavanona, detektovanin DAD detektorom na 280 i 360 nm

dobijaju se podaci o vinima sa najve¢m koncentracijom flavonoida.

Kao najbogatije Cabernet Sauvignon vino flavonoidnim jedinjenjima pokazalo se
Cabernet Sauvignon vino iz Kraljevskih vinograda, proizvedenog 2009 godine
(162,60 mg/L) i CS vino iz Mezzeka (166,63 mg/L). Na Slici 26 prikazani su
procentni odnosi odredenih flavonoidnih jedinjenja u ovim Cabernet Sauvignon

vinima:

I Flavan-3-oli I Flavan-3-ofi

Flavonaoli i Flavonoli

I Flavonon I Flavonon

Flavoni Flavoni

84.9%
[ 12%

11

78.2%

A) B)

Slika 26. Grafi¢ki prikaz procentnog odnosa odredenih flavanoidnih jedinjenja u
Cabernet Sauvignon vinu iz Kraljevskih vinograda (A) i Cabernet Sauvignon vinu iz

Katarzyna Estate Mezzeka (B)
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Slika 27. Grafi¢ki prikaz uticaja godine berbe na koncentraciju ukupnih flavonoida

detektovanih na 322/275 i 360 nm kod Cabernet Sauvignon vina od istih proizvodaca

Sadrzaj flavonoida, kao i drugih detektovanih fenolnih jedinjenja u vinima, je pod
uticajem spoljnih faktora, kao sto je jaCina sunceve svetlosti. Iz literature se vec zna
da grozd koji bio izlozeniji suncu moze do deset puta viSe da sadrzi favonole od
grozda koji je bio u hladu.

Zbog toga izvr§eno je uporedivanje izmedu ukupno detektovanih flavonoida u
Cabernet Sauvignon vinima iz 2008 i 2009 godine od tri proizvodaca (Rubin,
Kraljevski vinograd i Tikves).

Rezultati su pokazali da postoji razlika u njihovoj koncentraciji, tako da Cabernet
Sauvignon vina proizvedena u 2009 godini imaju povecanu koncentraciju flavonoida
u poredenju sa istim Cabernet Sauvignon vinima iz 2008 godine od 4,92 % kod CS-

Alexandria iz TikveSa do 46,08 % kod CS vinu iz Kraljevskih vinograda.
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Slika 28. HPLC dijagram flavan-3-ola na 322/275 nm (Aex/ Aem) i flavonola, flavona i
flavanona na 360 nm u Cabernet Sauvignon vinu iz Kraljevskih vinograda, 2009

godine
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4.1.3.3 HPLC analiza antocijana u uzorcima Cabernet Sauvignon

vina

Antocijani koji su najce8ce prisutni u crvenim vinima su: cijanidin-3-O-glikozid,
peonidin-3-O-glikozid, delfinidin-3-O-glikozid, malvidin-3-O-glikozid, pelargonidin-3-
O-glikozid i petunidin-3-O-glikozid koji su detektovani na 520 nm (Tabele 15-17).
Dobijeni rezultati su pokazali da najdominantniji antocijani su malvidin-3-glikozid i

njegovi derivati [Radovanovic i sar., 2010Db].

Analizom dobijenih rezultata uoCava se da se vrednosti za ukupne antocijane u
obliku 3-glikozide (Tabela 16) nalaze u Sirokom intervalu od 10, 95 i 10, 97 mg/L u
Cabernet Sauvignon vinima iz vinarije Pivka i Rubin do 869,83 mg/L, u Cabernet

Sauvignon vinu iz Kraljevskih vinograda, proizvedenog 2009 godine.

Analizom rezultata iz Tabela 17 i 18 vidi se da Cabernet Sauvignon vino iz
Kraljevskih vinograda ima najvecu koncentraciju 3-acetilglikozida (367,84 mg/L) i 3-
para-kumaroilglikozida (165,24 mg/L). Ovo ukazuje da ovo vino je najbogatije

antocijanima (1463,56 mg/L).
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Table 16. Sadrzaj glavnih monomernih antocijana u obliku glukozida prisutnih u

Cabernet Sauvignon vinima, na 520 nm: Dp-3-gl, Cy-3-gl, Pt-3-gl, Pn-3-gl, Mv-3-gl
(mg/L+ SD, n = 3)

Vino Dp-3-gl (1) Cy-3-gl (2) Pt-3-gl (3) Pn-3-gl (4) Mv-3-gl (5) Ukupni
3-glukozidi
Cs1 24,67+0,21 / 32,80+0,95 10,81+0,86 248,24+1,10 316,52+1,85
CS2 10,85+0,45  7,64+0,29  9,53+0,12 9,48+0,95 36,88+0,29 73,38+0,95
CS3 18,48+0,67 6,75+0,19 34,48+1,76 35,87+2,00 249,19+1,97 344,77+1,35
CS4a 23.61+0,45 5,63+0,11 22,87+0,45 9,04+0,65 114,55+0,99 175,70+3,12
CS4b  90,33+0,35 14,85+0,95 80,53+0,45 59,10+0,26 625,02+0,58 869,83+1,09
CSha 10,63+1,11 / 14,47+0,09 10,59+0,23 103,04+0,55 139,09+1,69
CS5b  11,13+0,24 / 11,97+0,23 7,97+0,65 104,47+0,13 135,54+0,55
CS6éa [/ / / / 21,11+0,91 21,11+0,91
cseb / / / / 10,97+0,33 10,97+0,91
Cs7 19,42+1,54 / 21,83+0,91 19,77+1,23 266,58+1,05 327,60+0,98
CS8 7,02+1,09 / 12,97+0,65  5,43+0,43 168,52+0,97 193,94+1,65
CS9a 9.60%0,87 / 29,85+0,97  30,47+0,34  187,11+1,09 257,03+1,61
CS9%  10,85+0,58 / 15,52+0.78 16,65+0,99 122,33+0,679 165,35+£1,09
csio / / / / 33,37+0,85 33,37+0,85
csi1 |/ / / / 10,95+0,45 10,95+0,45
CS12 21,50+0,17 [/ 27,61+1,02  22,44+0,05  300,62+0,01 372,17+0,12
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Table 17. Sadrzaj monomernih antocijana u obliku 3-acetilglikozida i vitisin A

prisutnih u analiziranim Cabernet Sauvignon vinima, na 520 nm (mg/L + SD, n = 3)

Vino Dp-3-acet. Cy-3-acet. Pt-3-acet. Pn-3-acet. Mv-3-acet. Ukupni 3- Vitisin A (7)
gl. (6) gl.(8) al. (9) gl. (10) gl. (11) acetilgl.

CS1 12,14+1,02 6,60+1,45 9,10+0,65 5,50+0,97 56,04+1,15 89,38+1,57 /

CS2 10,88+0,22 9,33%0,65 9,33+0,64 9,34+1,34 97,32+1,32 153,87+0,53  19,48+1,02

CS3 16,96+£1,56 6,64+0,67 8,57+0,97 11,27+£1,43  46,20+2,03 89,64+1,10 /

CS4a  26,71+0,56 19,26+0,78 17.13+0,24 17,12+0,75 30,03#0,38  110,25+0,23  17.38+0,18

CS4b  61,434#0,78 55,18+0,55 21,13+1,04 27,83+1,10 202,27+1,09 367,84+2,14  29,51+0,23

CSha  5,95+0,95 / 6,86+0,35 / 32,35+0,57 45,16+0,34 10,24+0,49

CS5b  / / / / 36,66+0,79 36,66+0,79 /

CS6éa [/ / / / / / 15,39+0,45

CSéb / / / / / / 8,67+1,25

CSs7 7,16+1,01 / 11,27+0,23 18,40+0,75 82,74+0,66 120,01+1,98 12,63+0,28

CS8 16,86+0,45 8,30+1,25 8,96+1,05 87,17+0,95 121,29+1,05  11,09+0,21

CS%9a 24,32+1,12 / 9,40+0,75  8,0240,98  49,45+1,09  91,21+1,97 9,92+0,17

CS9%  13,89+1,22 / 5,40+0,78 5,21+0,78 27,09+1,56 64,40+1,57 /

csio |/ / / / 10,61+1,01 10,61+1,32 12,88+1,01

Ccsi1  / / / / / / /

CS12  18,15+#1,11 8,97+0,55 8,83+0,65 7,28+0,75 96,87+0,23 140,10£1,95  8,09+0,55
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Table 18. Sadrzaj antocijana u obliku 3-p-kumaroilglikozida i malvidin-

vinilfenilglikozid u Cabernet Sauvignon vinima, na 520 nm i ukupni nadeni antocijani
(mg/L + SD, n = 3)

Vino  Pt-3- p- Pn-3-p-kum  Mv-3-p-kum  Ukupni 3-p- Mv-3- Ukupni
kumgl (12) gl (13) gl (14) kumaroilgl  vinilfenolgl (15) antocijani
Cs1 6,33+1,31 6,47+1,23 5,77+0,67 25,57+1,10 / 424,47+0,11
CS2  16,23+1,02 28,41+0,02 56,25+0,55  100,89+1,23 25,41+1,12 373,03+1,02
CS3 17,32+1,23  15,26+1,95 38,18+0,67 70,76+1,15 / 505,17+0,91
CS4a 30,03+0,99 57.30+0,88  43.83+0,98 131,16+2,00 49.18+0,45 462,29+0,28
CS4b 54,01+0,58 35,28+028 75,82+0,35 165,11+0,89 31,14+0,78 1463,43+0,45
CS5a 7,80+1,08 / 13,29+1,09  21,09+0,12 / 205,57+0,55
CS5b / / 13,47+0,67 13,47+0,67 4,35+0,57 190,04+0,25
CSéa |/ / 5,78+1,11 5,78+1,11 / 37,08+0,11
Ccseb / / 6,93+0,23 6,93+0,23 / 20,62+0,09
CS7 8,10+0,56 / 12,24+1,07  18,34+2,00  7,52+0,22 486,40+0,79
css |/ / 9,53+0,89 9,53+1,15 / 335.85+0,48
CS9%a 11,23+1,23 12,81+1,43 22,59+0,56 46.63+2.76 4,01+1,02 407,90+0,98
CS9% / / 22,38+1,22  22,38+1,43 |/ 252,13+0,65
csi0 |/ / 6,16+0,71 6,16+0,35 2,78+0,06 63,40+0,18
csi1 |/ / 6,96+1,01 6,96+1,09 3,42+0,32 21,33+0,23
CS12 18,63+0,43 9,53+0,02 40,07+0,05 68,23+£3,09 4,68+0,26 593,27+0,45
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Slika 29. HPLC dijagram antocijana u Cabernet Sauvignon vinu iz Kraljevskih
vinograda na 520 nm

Prisustvo 3-glikozida u odnosu na ukupne antocijane varira od 9,89 % kod uzorka

vina CS2, proizvedenog u vinariji Sekulovic¢ (Trebinje) do 58,48 % kod uzorka CS1,

proizvedenog u Laguni (Porec).

Prisustvo 3-acetilglikozida u odnosu na ukupne antocijane takode varira i dostize

maksimalnu vrednost od 25,96 % u Cabernet Sauvignon vina iz vinarije Cevin (NiS).

Prisustvo 3-para-kumaroilglikozida u ispitivanim uzorcima Cabernet Sauvignon vina

varira i dostize maksimalnu vrednost od 33,61 % u CS vinu iz vinarije Rubin
(KruSevac).

Najveci procenat ukupnih malvidin glikona (86,47 %) ima uzorak Cabernet
Sauvignon vina, proizvedenom 2009 godine iz Rubina i Cabernet Sauvignon iz Pivke
(83,97 %), a najmanji (40,76 %) nalazimo u Cabernet SauvignonS vinu

proizvedenom 2008 godine iz Kraljevskih vinogorada (Tabela 19).
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Derivati malvidina su razli¢ito prisutni u ispitivanim Cabernet Sauvignon vinima i to:
malvidin-3-glikozid (9,89 — 58,48 %) > malvidin-3-acetilglikozid (0 — 26,09 %) >
malvidin-3-p-kumaroil- glikozid-trans (1,36 -33,61 %).

Tabela 19. Procentni odnos prisutnih malvidin glikozida u odnosu na ukupne

antocijane u uzorcima Cabernet Sauvignon vina

Vino Malvidin-3- Malvidin-3- Malvidin-3-pkumaroil-  Ukupno malvidin
glikozid (%) acetilglikozid (%) glikozid (%) glikozidi (%)
Cs1 58,48 13,20 1,36 73,04
CS2 9,89 26,09 15,08 51,06
CS3 49,28 9,15 7,56 65,99
CS4a 24,78 6,50 9,48 40,76
CS4b 42,22 13,66 5,12 61,00
CSbha 50,10 15,74 6,46 72,30
CS5b 54,73 19,29 7,09 81,05
CS6a 56,93 / 15,59 71,89
Cs6b 52,86 / 33,61 86,47
Ccs7 54,81 17,01 2,52 74,34
CS8 50,18 25,96 2,84 78,98
CS9a 45,87 12,12 5,54 63,53
CS9%b 48,52 10,74 8,88 68,14
CS10 52,63 16,74 9,72 79,09
CSs11 51,34 / 32,63 83,97
CS12 50,67 16,33 6,75 73,75

Prisustvo Vitisina A odnosno malvidin-3-glikozid piruvinske kiseline je mnogo manje i
dostize maksimalnu vrednost do 3,25 % u Cabernet Sauvignon vinu iz Kraljevskih
vinograda. Takode, prisustvo malvidin—3-vinilfenolglikozid dostize maksimalno

prisustvo od 10,64 % u istom vinu, proizvedenom 2008 godine (Tabela 19).
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Iz procentnog odnosa ukupnih glikozida, acetilglikozida i kumaroilglikozida u

uzorcima Cabernet Sauvignon vina (Tabela 20) moze se zakljuCiti da prisustvo vrste

antocijana je sledece:

Glikozidi (max 74,57%) > Acetilglikozidi (max 41,25%) > Kumaroilglikozidi (max

27,05%)

Tabela 20. Procentni odnos prisutnih antocijanskih derivata u ispitivanim uzorcima

Cabernet Sauvignon vina

Antocijanini (%)

Minimum

Maksimum

Ukupni 3-Glikozidi
Ukupni 3-Acetilglikozidi
Ukupni 3-p-Kumaroilglikozidi

Vitisin A

Mv-3- vinilfenolglikozid

Ukupni antocijani

19,67 % (CS iz Rubina)
0 % (CS iz Rubina i Pivke)
2,84 % (CS iz Cevina)

0 % (CS1, CS3, CS5, CS9,
Cs11)

0 % (CS1, CS3, CS5, CS6, CS8,
CS9)

1,26 % (CS iz Rubina i Pivke)

74,57 % (CS iz Sekulovica)
41,25 % (CS iz Sekulovica)
27,05 % (CS iz Sekulovica)

3,25 % (CS iz Kraljevskih vinograda)

10,64 % (CS iz Kraljevskih
vinograda)

100 % (CS iz Kraljevskih vinograda)

Kod CS vina iz Kraljevskih vinograda, proizvedenog 2009 godine, koje sadrzi najveci

sadrZaj antocijana proracunato je da su antocijani u obliku 3—glikozida prisutni 58,75

%, 3-acetilglikozida ima 24,84%, 3-para-kumaroilglikozidima 11,16%, dok vitisin A je

prisutan 2% i malvidin-3-vinilfenolglikozid 3,25%, Sto je i grafiCki prikazano na

sledecoj slici:
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I Glukozidi
] Acetilglukozidi
I Kumaroilglukozidi
T Vitisin A
0,
s 248’{' I Mlv vinilfenol gl

11.2%

2%
3.25%
58.8%

Slika 30. Graficki prikaz procentnog odnosa antocijana u obliku 3-glukozida, 3-
acetilglikozida i 3-para-kumaroilglikozida kod Cabernet Sauvignon vina iz Kraljevskih

vinograda, proizvedenog 2009 godine

Kako su antocijani biolosko znacajna fenolna jedinjenja, u literaturi nalazimo puno
radova posvecena njihovoj analizi u razlicitim vrstama crvenih vina [De Galulejacil
sar., 1999; Jackson, 2008; Lila, 2004; Mazza i Miniati, 1993; Mazza i sar, 1999;
Meiers i sar, 2001; Munoz-Espada i sar., 2004; Wang i sar., 1997]. NasSa istrazivanja
pokazuju da je ukupna koncentracija antocijana u uzorcima Cabernet Sauvignon
vina veoma razlicita (20,62 - 1480,56 mg/L), i zavisi od mnogo razli¢itih faktora
(zrenje grozda, proizvodnja, ¢uvanje tj starenje vina itd) i ne moze se povezati samo

sa godinom zrenja groZda [Gil-Munoy i sar., 2010].
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4.2 Analiza uzoraka Vranac vina iz razlicitih

vinogradarskih i vinskih regiona Balkana

Kako je jedan od ciljeva naSeg rada bio ispitivanje fenolnog sastava najprisutnijih
crvenih vina iz razli¢itih vinogradarskih i vinarskih regiona Balkana, u produZetku
bice prezentovani rezultati ispitivanih uzoraka Vranac vina, dobijenih od autohtone

sorte Vitis Vinifera Vranac koja je dominantna na ovim prostorima.

U Tabeli 1 (Eksperimentalni deo) data su cCetrnaest uzoraka Vranac vina sa
odredenim geografskim poreklom, proizvedena u periodu od 2007 do 2011 godine,
od razli¢itih proizvodaca sa razliCitih prostora Balkana odnosno, iz Bosne i
Hercegovine (Trebinjsko i Mostarsko vinogorje sa proizvodadima Vukoje i Citluk),
Crne Gore (Centralno crnogorsko vinogorje, proizvodac¢ PlantaZa), Srbije (Zapadno
moravski rejon koji obuhvata KruSevaki podrejon tj. Zupsko vinogorje sa
proizvodadima Vino Zupa i Rubin; kao i Nisavsko Juznomoravski rejon - Siéevackim
vinogorjem, proizvodac Status) i Makedonije (Tikve$ki, Povardarski i Ohridski rejoni,
sa proizvodacCima Tikve$, Pivka, Stobi i vinarija Ohrid) [Radovanovi¢ i sar, 2008,
2012a, 2012b].

4.2.1 Spektroskopska analiza fenolnih jedinjenja u

uzorcima Vranac vina

U tabeli 21 prikazani su rezultati spektroskopske analize sadrzaja ukupnih fenola,
estara vinske kiseline i ukupnih flavonola odredenih modifikovanom Glories
metodom [Mazza i sar., 1999; Radovanovic i sar., 2012a,b].
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Tabela 21. Sadrzaj ukupnih fenola, estara vinske kiseline i flavonola (mg/L), kao i

vrednost prisutnog alkohola (%) i pH u izabranim uzorcima Vranac vina

Vino Alkohol pH Ukupni fenoli Estri vinske Ukupni flavonoli
(%) vrednost kiseline

V1 13,0 3,65 1527,75+0.21 310,57+0,33 129,52+0,57
V2 12,0 3,35 991,74+0,55 177,40+0,38 92,69+0,24
V3 13,0 3,43 1539,30+0,32 259,34+0,13 147,82+0,99
V4 11,8 3,39 1988,85+1,56 362,24+0,12 215,45+0,34
V5a 11,5 3,21 1706,40+0,58 290,65+0,31 130,10+0,78
V5b 11,5 3.24 1726,42+1,31 292,61+1,11 136,60+1,21
V6a 11,0 2,80 1492,65+2,03 173,07+1,53 109,34+0,46
V6b 11,0 2,82 1624,36+0,03 207,48+0,53 112,92+0,45
V7 12,0 3,11 1978,50+0,34 225,22+0,46 120,24+0,56
V8a 12,5 3,48 2161,91+0,78 374,02+0,45 183,26+0,23
V8b 13,0 3,53 2184,52+0,65 389,08+0,66 189,66+0,44
V9 13,0 3,36 2000,30+0,96 280,33+0,93 146,67+0,31
V10 13,0 3,61 2246,05+0,36 382,65+0,67 178,94+0,86
V11 12,0 3,31 1817,32+0,34 381,80+0,88 182,22+0,21

Koncentracija ukupnih fenola, kao i kod prethodno analiziranih Cabernet Sauvignon
vina, je pracena na 280 nm i predstavljena kao ekvivalent koncentracije galne
kiseline, ukupni estri vinske kiseline praceni su na 320 nm (ekvivalent koncentracije

kafene kiseline) i ukupni flavonoli na 360 nm (ekvivalent koncentracije kvercetina).

pH vrednost ispitivanih Vranac vina se nalazi u intervalu od 2,80 (Vranac iz vinarije

Vino Zupa) do 3,65 (Hercegovacéki Vranac) i prisustvo alkohola od 11,0 do 13,0 %.

Analiza spektroskopski dobijenih rezultata je pokazala da se dobijene vrednosti
razlikuju, u zavisnosti od mesta vinograda i proizvodaca, tako da se koncentracije
ukupnih fenola nalaze u intervalu od 991,74 mg/L (kod Vranca dobijenog 2007 iz
vinarije Citluk) do 2446,05 mg/L (kod Vranca — Vilarov, proizvedenog 2011 godine
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od vinarije Stobi). Koncentracija ukupnih estara vinske kiseline nalazi se u
granicama od 164,31 (Vranac iz vinarije Vino Zupa, 2008 godine) do 389,08 mg/L

(Vranac-Tga za jug, 2009 godine, proizvedenog od vinarije Tikves).

Koncentracija flavonola nalazi se u intervalu od 90,92 mg /L (Vranac iz Vino Zupe,
2009 godine) do 189,66 mg/L (Vranac — Tga za jug, 2009 godine).

Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa literaturnim podatcima za druga ispitivana vina
[Cliff | sar., 2007; Lachman i sar., 2007; Piljac i sar, 2005; Simonetti i sar, 1997,
Singleton i Rossi, 1965; Stratil i sar.2008].

Ocigledno je da su najvece vrednosti za ove grupe fenolnih jedinjenja odredene kod
Vranac vina Tga za jug i Vilarov, grafi¢ki prikazani na Slici 31:

I Ukupni fenoli I Ukupni fenoli
] Estri vinske kiseline Estri vinske kiseline
I Flavonoli I Flavonoli

) 13.6% 12.7%

79.8% 81.3%

6.62% 5.95%

(A) (B)

Slika 31. Grafi¢ki prikaz procentnog odnosa spektroskopski odredenih ukupnih
fenola, estara vinske kiseline i flavonola u vinu Vranec -Tga za jug, 2009 godine (A) i

vinu Vranec- Vilarov, 2011 godine (B)

Zbog pracenja spoljnih uticaja (temperaturnih klimatskih razlika, ekspozicije i
osvetljenosti terena) koji utiCcu na stepen fenolne zrelosti grozda i fenolnog sastava
vina, ispitivana su Vranac vina dve uzastopne godine proizvodnje sa istog
vinogradarskog i vinskog rejona i istog proizvodada: Rubin, Vino Zupa i Tikve$
[Alcalde-Eon i sar., 2006; Connor | sar., 2005; Gil-Munoy i sar., 2010; Downey i sar.,
2003; Kennedy i sar., 2000; Revilla i sar, 1997].
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Rezultati su pokazali da Vranac vina istog proizvodaca iz istog vinskog rejona, u

zavisnosti vremenskih uslova godisnjih doba imaju razlicit fenolni sastav. Analiza

ovih uzoraka vina je pokazala (Tabela 22 i slika 32) da se ukupni fenoli menjaju od
1,00 do 5,38 %, estri vinske kiseline od 0,70 do 16,59 %, a flavonoli od 3,17 do 4,40

%:

Tabela 22. Uticaj godine berbe groZda i proizvodnje vina na fenolni sastav izabranih

Vranac vina

Godina Vino Polifenoli Estri viske kiseline  Flavonoli

2008 Vranac 1706,40+0,58 290,65+0,31 130,60+0,78
2009 - Rubin 1723,42+1,31 292,61+1,11 136,60+1,21
2008 Vranac 1492,65+2,03 173,07+1,53 109,34+0,46
2009 -Vino Zupa 1624,36+0,03 207,48+0,53 112,92+0,45
2008 Vranac Tga zajug 2161,91+0,78 374,02+0,45 183,26+0,23
2009 - Tikves 2284,52+0,65 389,08+0,66 189,66x0,44
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Slika 32. Grafi¢ki prikaz uticaja godine berbe na fenolni sastav Vranac

vina istih proizvodaca

Kao i kod prethodno analiziranih Cabernet Sauvignon vina i kod ispitivanih uzoraka
Vranac vina dobijene su vece vrednosti za vina iz 2009 godine u poredenju sa
vinima iz 2008 godine proizvodnje. Odnosno sa povecanjem sunéanih dana u vreme
zrenja groZzda, povecCava se i fenolni sadrzaj grozda [Landroult i sar., 1999; Harris i
sar., 2010].

4.2.2 HPLC analiza neflavonoidnih jedinjenja u uzorcima

Vranac vina

| u ovom poglaviju, kao i kod Cabernet Sauvignon vina, bi¢e izvrSena identifikacija i
kvantifikacija fenolnih jedinjenja u izabranim uzorcima Vranac vina, da bi izvrsSili
uporedivanje dobijenih koncentracijskih vrednosti sa antioksidativnim i antimikrobnim

delovanjem vina.
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4.2.2.1 HPLC analiza fenolnih kiselina u uzorcima Vranac vina

U analiziranim uzorcima Vranac vina iz razliitih vinogradarskih i vinskih regiona
Balkana, kao i kod prethodno analiziranin Cabernet Sauvignon vina, izvrSena je
identifikacija i kvantifikacija deset fenolnih kiselina i trans — resveratrola, kao
predstavnika vinskih stilbena, na osnovu retencionih vremena i apsorpcionih

maksimuma njihovih standardnih jedinjenja (eksperimentalni deo).

U tabeli 23 date su koncentracijske vrednosti znacajnih hidroksibenzoevih kiselina
prisutnin u ispitivanim uzorcima Vranac vina, kao Sto su: galna, vanilinska,
siringinska i elagilna kiselina, odredenih na 280 nm, kao i ukupne vrednosti za

hidroksibenzoeve kiseline.

Analizom dobijenih rezultata moze se uoCiti da se dobijene vrednosti za
hidroksibenzoeve kiseline nalaze u intervalu od 50,23 do 150,63 mg/L. Najvece
vrednosti dobijene su za Vranac vino, proizvedenom u TikvesS vinariji 2009 godine.
Takode, u ovom vinu je prisutna, u najveca koncentracija galne kiseline (138,88
mg/L).

U tabeli 24 su date odredene koncentracije hidroksicimetnih kiselina: trans-kaftarne,
trans-kutarne, hlorogenske, trans-kafene, para-kumarne i ferulne kiseline, pracene

na 320 nm.

Utvrdeno je da najvecu koncentraciju ukupnih hidroksicimetnih kiselina (72,94 mg/L)

ima vino Vranec-Vilarov, iz 2011 godine,poizvedeno u vinariji Stobi.
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Tabela 23. Sadrzaj hidroksibenzoevih kiselina u izabranim Vranac vinima, na 280

nm (mg/L £ SD, n = 3)

Vino Galna Vanilinska Siringinska Elaginska Ukupne hidroksi-
kiselina (1) kiselina (2) kiselina (3) kiselina (4) benzoeve kiseline

V1 75,51+0,19 3,2840,23 8,70+0,12 4,74+0,22 92,23+0,45

V2 67,22+0,13 / 3,80+0,45 4,56+0,36 75,58+0,11

V3 52,88+0,17 5,60%0,12 3,15+0,35 3,87+0,72 65,50+0,13

V4 83,32+0,12 0,38+0,33 9,04+0,65 3,96+0,31 96,70+0,37

V5a 64,33+0,19 0,04+0,45 5,01+0,65 2,39+0,13 71,77+0,12

V5hb 72,99+0,19 0,66+0,12 4,77+0,43 3,24+0,72 81,66+0,15

V6a 47,53+0,14 / 0,59+0,32 2,11+0,22 50,23+0,17

V6b 88,46+0,41 1,51+0,14 3,11+0,82 4,12+0,35 97,20+0,15

V7 53,44+0,22 0,56+0,38 1,72+0,75 4,10+0,09 103,38+0,14

V8a 87,43+0,43 3,90+0,12 / 3,98+0,19 95,31+0,15

V8b 133,97+0,53 / 3,44+0,42 5,87+0,21 143,28+0,12

V9 138,88+0,43 1,73+0,55 4,32+0,14 5,60+0,23 150,53+0,15

V10 110,87+0.12 2,80+0.12 11,65+0.12 5,91+0.12 131,66+0,12

V11 63,70+£0.12 / 8,67+0.12 4,64+0.12 77,01+0,12
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Table 24. Sadrzaj hidroksicimetnih kiselina u izabranim uzorcima Vranac vina, na

320 nm (mg/L + SD, n = 3)

Vino t-kaftarna t-kutarna Kafena Hlorogen- p- Ferulna Ukupne
kis. (1) Kis. (2) Kis. (3) ska kis. (4) Kumarna Kis. (6) hidroksi-
Kis. (5) cimetne kis
V1 26,50+0,12 2,67+0,23 15,40+0,21 / 3,04+0,16 6,47+0,11 54,08+0,19
V2 13,85+0,55  7,65+0,25 1,98+0,12 / 457+0,35 0,58+0,23 28,63+0,22
V3 15,61+0,12 3,58+0,56 6,76+0,12 3,72+0,02 6,89+0,09 2,95+0,11 39,51+0,12
V4 31,81+0,12  1,40+0,54 2,97+0,37  2,20#0,12  3,15+0,15 0,37+0,08 41,90+0,19
V5a 23,23+0,07 8,14+0,08 3,03+0,05 2,46+0,12 4,90+0,05 0,56+0,12 42,32+0,19
V5b  28,86+0,45  1,56+0,11 5,01+0,09  3,92+0,43  4,49+0,18 0,46+0,12 44,30+0,11
V6a 7,56+0,08 1,83+0,08 2,95+0,08 0,80+0,12 1,59+0,09 0,29+0,16 13,19+0,11
V6b  13,08+0,12  2,59+0,45 1,52+0,09  3,61+0,23  1,20+0,75  0,37+0,43 22,78+0,22
V7 2,32+0,08 3,08+0,13 5,83+0,42 / 2,26+0,32 1,35+0,45 14,84+0,13
V8a  22,65+0,11  9,08+0,65 3,45+0,53 / 3,04+0,44  2,4940,35 42,82+0,11
V8b 21,18+0,12 3,45+0,38 7,97+0,45 2,10+£0,12 3,44+0,76 4,95+0,23 43,09+0,12
V9 20,96+0,71 11,98+0,35 3,68+0,11 3,58+0,56 2,44+0,45 3,51+0,23 58,15+0,14
V10 26,61+0,25 12,79+0,72 6,46+0,23 11,56+0,43 8,37+0,35 5,27+0,71  72,94+0,02
Vi1  27,47+0.12  13,24+0.12 5,98+0.12 / 4,03+0.12  2,73+0.12 53,45+0,12

U ispitivanim uzorcima Vranc vina trans-kaftarna kiselina je najdominantna

hidroksicimetna kiselina i njena najveca koncentracija je utvrdena za Vranac vino iz
vinarije Vinoprodukt - Coka (31,81 mg/L).

Na osnovu podataka datih u ovim tabelama dobijene su zbirne vrednosti za sve

detektovane fenolne kiseline (hidroksibenzoeve i

hidroksicimetnie kiseline) u

ispitivanim uzorcima Vranac vina od kojih se moZe zakljuciti da se ukupna

koncentracija fenolnih kiselina nalazi u Sirokom intervalu, od 63,25 mg/L u Vranac
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vinu iz Vino Zupe do 204,60 i 198,68 mg/L u Vranac vinama proizvedenim u
vinarijama Stobi i Tikves.

Iz datog procentnog prisustva galne kiseline, kao i ukupnih hidroksibenzeovih i
hidroksicimetnih kiselina u ispitivanim uzorcima Vranac vina (Tabela 25), moze se
re¢i da je galna kiselina najdominatnija fenolna kiselina prisutna u procentnom
prinosu od 45,20 % (Vranac vino iz Statusa, NiS) do 75,151 71,88 % (Vranac vina iz
Vino Zupe i Tikvesa).

Procentni odnos izmedu hidroksibenzoevih i hidroksicimetnih kiselina se krece od
47,49 do 82,58 %. Ocigledno je da jedino Vranac vino iz Crne Gore ima veci
procenat (> 50 %) hidroksicimetnih kiselina u poredenju sa hidroksibenzoevim

kiselinama:

Ako uporedimo sve detektovane fenolne kiseline po njihovom prisustvu u ispitivanim
Vranac vinima, kao i kod prethodno analiziranih Cabernet Sauvignon vinia odnos

njihovih koncentracija je sledeci:

galna kiselina > trans-kaftarna kiselina > trans-kutarna kiselina > siringinska kiselina
> flagilna kiselina > p-kumarna kiselina > kafena kiselina > hlorogenska kiselina >

ferulna kiselina > vanilinska kiselina.
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Tabela 25. Ukupne fenolne kiseline (mg/L) i odnos galne kiseline, ukupnih
hidroksibenzoevih | hidroksicimetnih kiselina prema ukupnih detektovanih fenolnih

kiselina (%)

Vino Ukupne fenolne Galna kiselina Hidroksibenzoe- Hidroksicimet-
kiseline (mg/L) (%) vih kiselina (%) nih kiselina (%)

V1 146,31+0,12 51,60 58,20 41,79

V2 104,21+0,11 64,51 68,15 31,85

V3 105,01+0,24 50,36 47,49 52,51

V4 138,60+0,19 60,12 59,60 40,40

V5a 117,09+0,15 54,94 59,25 40,75

V5b 125,96+0,34 57,95 58,98 41,02

V6a 63,25+0,13 75,15 76,35 23,65

V6b 124,57+0,12 71,01 74,72 25,28

V7 118,22+0,18 45,20 82,58 17,42

V8a 140,02+0,45 62,44 64,76 35,24

V8b 186,37+0,23 71,88 72,95 27,05

V9 198,68+0,54 69,90 76,52 23,48

V10 204,60+0,44 54,19 55,01 44,99

V11 130,46+0,15 48,83 55,05 44,95

Na Slici 33 je graficki prikazan najveci procentni prinos hidroksibenzoevih kiselina u
Vranac vinu iz Vino Zupe (A) i najvedi prinos hidroksicimetnih kiselina u Vranac vina

iz Plantaze (B):
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76.3%

I Hidroksibenzoeve kiseline
[ Hidroksicimetne kiseline

 23.6%

Slika 33. Grafi¢ki prikaz procentnog odnosa prisutnih hidroksibezoevih i

M

A)

I Hidroksibenzoeve kiseline

Hidroksicimetne kiseline

_ 525%

B)

hidroksicimetnih kiselina u uzorcima Vranac vina iz Vino Zupe (A) i Vranac vina iz

Plantaze (B)

75%

I Galna kiselina
B Fenolne kiseline

Slika 34. Grafi¢ki prikaz procentne granicne vrednosti galne kiseline u odnosu

"

A)

452%

I Galna kiselina
I Fenolne kiseline

54.8%

B)

prema ukupnoj vrednosti fenolnih kiselina u Vranac vinu iz Vino Zupe (A) i Vranac

vinu iz Statusa (B)
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Na sledecoj slici grafiCki je prikazan procentni odnos svih prisutnih fenolnih kiselina u

Vranec - Vilarov iz Stobi vinarije:

[ alna kis.

I t-Kaftarinska kis.
T t-Kutarinska kis.
I Hlorogenska kis. 11.6%
B [/ anilinska kis. -
B <afeinska kis. 8% i
I |Siringinska kis. 5%
I [o-Kumarinska kis. 3.7%

Il |Ferulinska kis.

I Elaginska kis.
4%
\ ) - 6%

9%

%%,

Slika 35. Procentni odnos svih prisutnih fenolnih kiselina u Vranec - Vilarov iz

Stobija

Zbog pracenja uticaja meteroloSkih uslova na zrelost grozda, ispitivani su izabrani

uzorci Vranac vina dve uzastopne godine (2008 i 2009), tri proizvodaca (Rubina,

Vino Zupe i Tikvesa).

Rezultati su pokazali da postoji razlika u koncentraciji fenolnih kiselina, tako da

Vranac vina proizvedena u 2009 godini imaju povecanu koncentraciju fenolnih

kiselina u poredenju sa istim vinima iz 2008 godine. Koncentracija ukupnih fenolnih

kiselina se povecava i to: u Vranac vinu iz Rubina za 12,00 %, u Vranac vino iz Vino

Zupe za 49,23 % i Vranec - Tga za jug iz Tikvea za 25,14 %:

200
180
160
140
120
100
80
60
40
20

Vranac-Rubin Vranac-vino Zupa Vranac-Tikves

02008 god.

W 2009 god

Slika 36. Grafi¢ki prikaz uticaja godine berbe (2008 i 2009) na

koncentraciju fenolnih kiselina u ispitivanim uzorcima Vranac vina istih

proizvodaca
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Slika 37. HPLC dijagram fenolnih kiselina u Vranac - Vilarov iz Stobija na 280 i 320
nm
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4.2.2.2 HPLC analiza trans-resveratrola u uzorcima Vranac vina

U grupi neflavonoidnih jedinjenja pripada i trans-resveratrol, kao najznacajniji

predstavnik stilbena. Kao i kod Cabarnet Sauvignon vina i u ovim uzorcima vina

detektovana je mala koncentracija trans-resveratrola.

U tabeli 26 su date i na Slici 38 prikazane dobijene vrednosti trans-resveratrola, na

osnovu standardne jednacine i apsorpcione vrednosti detektovane na 320 nm:

Tabela 26. Sadrzaj trans-resveratrola u analiziranim Vranac vinima na 320 nm

(mg/L+ SD, n = 3)

Vino

trans-Resveratrol (7)

V1

V2

V3

V4

V5a

V5b

V6a

V6b

V7

V8a

V8b

V9

V10

V11

0,92+0,12
0,96+0,09
2,04+0,08
1,86+0,10
0,60+0,12
0,82+0,02
0,62+0,12
0,64+0,06
1,04+0,03
0,93+0,10
1,81+0.12
1,67+0.12
2,12+0,11

1,43+0,08
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Slika 38. Grafi¢ki prikaz sadrzaja trans-resveratrola u ispitivanim Vranac vinama

Rezultati pokazuju da se trans-resveratrol u ispitivanim uzorcima Vranac vina nalazi
u uskom intervalu od 0,60 mg/L u Vranac vinu iz Rubina iz 2008 godine do 2,12
mg/L u Vranec-Vilarov iz 2011 godine. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa
literaturnim podacima ranije analiziranih crvenih vina [Jenadet i sar., 1991; Mark i
sar., 2005].

4.2.3 HPLC analiza flavonoidnih jedinjenja u uzorcima

Vranac vina

U ovom delu poglavlja data je analiza flavonoidnih jedinjenja prisutnih u izabranim
uzorcima Vranac vina, na sliCan nacin kao Sto su analizirana i Cabernet Sauvignon

vina u prethodnom poglavlju.

87



4.2.3.1 Flavan-3-oli u analiziranim Vranac vinima

U Tabeli 27 date su koncentracije za najzastupljienije flavan-3-ole u ispitivanim
uzorcima Vranac vina i to: (+)-katehina, procijanidina B2, odnosno dimera B tipa: (-)-
epikatehin-(48—8)-(-)-epikatehina,  (-)-epikatehina i  (-)-epigalokatehingalata,
detektovanih fluorescentim detektorom na 275/322 nm. Analizom rezultata moze se

uociti da se dobijene vrednosti nalaze u intervalu od 42,88 do 101,13 mg/L.

Najveca vrednost ovih jedinjenja je nadena u vinu Vranec - Tga za jug iz vinarije
Tikve$ iz 2009 godine. Takode, visoku koncentraciju ukupnih flavan-3-ola imaju
Vranac vina proizvedena u vinarijama Vino Zupa, Tikve$, Stobi i Lozar u 2009 i 2011

godine.

Koncentracija katehina je najveca u Vranac vinu dobijenom iz vinarije TikveSs iz 2009
godine (43,70 mg/L), dok koncentracija (-)-epikatehina je najvec¢a u Vranac vinu iz
vinarije Citluk (28,42 mg/L).

Odnos koncentracija prisustnih flavan-3-ola u ispitivanim uzorcima Vranac vina je

sledeci: (+)-katehina > (-)-epikatehin > procijanidin B2 > (-)-epigallokatechingalat
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Table 27. Sadrzaj flavan-3-oli u Vranac vinima (mg/L = SD, n = 3) na 275/322 nm

Vino (+)-Katehin  Procijanidin (-)-Epikatehin (-)-Epigalo- Ukupni

(2) B, (2) 3) katehingalat (4) flavan-3-oli
V1 28,57+0,63  14,86+0,67 18.21+0,17 5,3940,23 61,64+0,22
V2 31,55+0,56  17,53+0,16 28,42+0,45 8,67+0,17 86,17+0,65
V3 27,08+0,63  26,56+0,65 8,98+0,07 2,89+0,23 65,51+0,12
\Z! 23,15+0,27  13,67+0,13 17,34+0,61 14,45+0,65 68,61+0,17
V5a 27,59+0,45  13,68+0,27 12,37+0,44 4,26+0,21 57,90+0,25
V5hb 32,57+0,24  16,03+0,52 17,75+0,16 6,92+0,61 73,27+0,23
V6a 20,35+0,23  13,22+0,35 13,49+0,62 4,39+0,61 51,45+0,71
V6b 31,51+0,14  29,42+0,27 24,70+0,61 8,46+0,23 94,09+0,63
V7 26,64+0,45  25,13+0,32 17,11+0,11 6,78+0,55 75,66+0,27
V8a 30,13+0,62  16,39+0,45 20,16+0,61 8,44+0,25 75,12+0,62
V8b 34,86+0,37  47,47+0,43 11,4540,23 7,35+0,62 101,13+0,38
V9 43,70+0,62  30,91+0,65 10,86+0,45 7,14+0,63 92,61+0,75
V10 30,02+0,19  60,81+0,16 19,60+0,17 9,59+0,45 120,02+0,65
V11 22,12+0,65  8,32+0,15 7,32+0,64 5,12+0,12 42,88+0,62
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Na Slici 39 je prikazan procentni odnos odredenih flavan-3-ola u vinu Vranec — Tga

za jug iz 2009 godine:

46.9%

34.5%

I (+)-Katehin
| | Procijanidin B2
[ (-)-Epikatehin
| (-)-Epigalokatehingalat

11.3%

Slika 39. Procentni odnos odredenih flavan-3-ola u vinu Vranec — Tga za jug iz

vinarije Tikves$

Kao i kod uzoraka Cabernet Sauvignon vina, najdominantniji flavan-3-ol u Vranac

vinima je (+)-katehin i njegovo prisustvo u odnosu na koncentraciju ukupnih flavan-3-

ola iznosi od 30,34% u vinu Vranec-Vilarov do 51,59 % u Vranac vinu iz vinarije

Pivke (Tabela 28):

I (+)-Katehin
I Flavan-3-oli

69.7%

30.3%

M

51.6%

I (+)-Katehin
I Flavan-3-oli

48.4%

A)

B)

Slika 40. Grafi¢ki prikaz procentnog odnosa uzoraka: Vranac — Vilarov (A) i Vranac
iz Pivke (B)
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Tabela 28. Procentni prinos (+)-katehina u ispitivanim Vranac vinima

Vino (+)-Katehin (%)
Vi 41,48
V2 36,61
V3 34,68
V4 33,74
V5a 47,65
V5b 44,45
V6a 37,11
V6b 33,49
V7 35,21
V8a 40,11
V8b 34,47
V9 47,19
V10 30,34
V11 51,59

Zbog provere uticaja godine berbe groZda, pracena je i koncentracija flavan-3-ola u
Vranac vinima dve uzastopne godine proizvodnje (2008 i 2009), tri ista proizvodaca
(Rubin, Vino Zupa i Tikve$). Rezultati su pokazali da postoji razlika u njihovoj
koncentraciji, tako da Vranac vina proizvedena u 2009 godine imaju povecanu
koncentraciju flavan-3-ola u poredenju sa istim Vranac vinama iz 2008 godine.
Koncentracija ukupnih flavan-3-ola se povecava i to: u Vranac vinu iz Rubina za
21%, u vinu Vranec - Tga za jug iz TikveSa za 25,72%, a najviSe u Vranac vinu iz
Vino Zupe za 47,44%:
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Slika 41. Grafi¢ki prikaz uticaja godine berbe na koncentraciju flavan-3-ola u Vranac

vinima istih proizvodaca

4.2.3.2 Flavonoli, flavoni i flavanoni u Vranac vinima

U Tabeli 29 date su odredene koncentracije za u Vranac vinama najprisutnijih
flavonola, kao Sto su: kvercetin-3-glikozid, rutin (kvercetin-3-O-rutinozid), miricetin,
morin, kvercetin i kemferol. Sva jedinjenja su detektovana na 360 nm na oshovu

retencionih vremena i primenom standardnih jednacina (eksperimentalni deo).

Analizom rezultata moze se uociti da se dobijene koncentracijske vrednosti razlikuju,
tako da se ukupna koncentracija odredenih flavanola nalazi u intervalu od 10,00 do
55,05 mg/L.

Najvece vrednosti su dobijene za Vranac vina iz vinarije Vukoje iz Trebinja (2008

godine) i Vranec-Tga za jug (2009 godine).

Ako uporedimo flavonole po njihovom prisustvu u ispitivanim Vranac vinima,
odnosno po njihovoj koncentraciji odnos je sledeci: kvercetin-3-glikozid > rutin >

morin ~ kvercetin > miricetin > kemferol
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Tabela 29. Sadrzaj flavonola u Vranac vinima, detektovanih na 360 nm (mg/L + SD,

n = 3)

Vino Kvercetin- Rutin Miricetin ~ Morin Kvercetin  Kemferol Ukupni

3-glikozid (2 3) 4) (6) (8) flavonoli

@
V1 23,82+0,11 18,24+0,35 2,97+0,28 3,19+0,12 6,56+0.12  0,49+0,13 55,27+0,17
V2 6,65+0,23 1,16+0,11 1,18+0,09 2,06+0,02 2,55+0.12 0,35+0,45 13,95+0,12
V3 23,46%0,12 18,59+0,02 6,87+0,12 5,02+0,25 6,50+0.12  0,34+0,09 54,34+0,42
V4 11,38+0,35 5,1240,13  1,52+0,22 5,63+0,43 7,36+0.12 / 31,01+0,11
V5a 5,36+0,02 4,04+0,12 / 2,32#0,11  1,58+0.12 / 13,30+0,19
V5b  12,29+0,13 3,95+0,31 1,09+0,13 5,88+0,46 7,070,252 / 30,28+0,23
V6éa 1,68+0,12 2,12+0,15 / 1,83+0,12  4,37++0,11 / 10,00+0,34
V6b  4,72+0,19 3,13+0,42  0,91+0,46 1,85+0,08 6,56+0,23 0,44+0,25 17,61+0,13
V7 9,17+0,08 1,15+0,35 0,47+0,42 4,32+0,07 4,56+0,12 0,41+0,34  20,08+0,11
V8a  8,36+0,12 4,47+0.12 0,98+0,09 4,72+0,12  4,01+0,07 / 18,54+0,25
V8b  18,98+0,31 10,02+0,10 4,36+0,67 9,60+0,19 9,07+0,09 0,09+0,12 52,93+0,17
V9 15,43+0,33 6,70+0,45 0,60+0,35 11,07+0,15 7,85+0,12 0,67+0,11 41,97+0,67
V10 17,48+0,12 7,9740,71  3,05+0,12 2,38+0,18 5,08+0,78 0,44+0,02  47,21+0,16
V1l 8,22+0,22 13,78+0,11 0,69+0,52 4,09+0,12 2,77+0,47 |/ 21,55+0,15

Da bi imali bolju preglednost prisutnih flavonolima u ovim vinima, na sledecoj slici je

graficki dat procentni odnos svih prisutnih flavonola kod Vranac vina najbogatijeg

ovim jedinjenjima:
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N Kvercetin-3-gl.
I Rutin
[ Miricetin
I Morin
Kvercetin

B Kemferol

29.6%

0.672%

9.65%

11.9%
0.145%

A)

19.2%

36.4%

18.4% Kvercetin

I Kvercetin-3-g1]
I Rutin

[0 Miricetin

I Morin

I Kemferol

(B)

Slika 42. Grafi¢ki prikaz procentnog odnosa detektovanih flavonola na 360 nm u

Vranac vinima: Vranac iz vinarije Vukoje (A) i Vranac iz vinarije Tikves (B)

Od svih prisutnih flavonola najveci doprinos daje kvercetin-3-glikozid, sa u¢eSc¢em

45,05 % u vinu Vranec - Tga za jug iz 2009 godine i kvercetin sa uc¢es¢em 43,70 % u

Vranac vinu iz Vino Zupe (Tabela 30):

I Kvercetin-3-glukozid
[ Flavenoli

5%

45%

563%

43.7%

I Kvercetin
[ Flavonoli

A)

B)

Slika 43. Grafi¢ki prikaz procentnog prisustva kvercetin-3-glikozida i kvercetina u

odnosu na ukupne flavonole kod uzoraka vina Vranec - Tga za jug iz TikveSa (A) i

Vranac vina iz Vino Zupe (B)
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Tabela 30. Procentni prinos kvercetin i kvercetin-3-glikozida u odnosu na ukupne

flavonole u ispitivanim Vranac vinama

Vino Kvercetin-3- Kvercetin (%) Ukupno (%)
glikozid (%)
V1 29,63 11,94 41,57
V2 8,32 18,28 26,60
V3 34,67 11,96 46,63
\Z! 36,70 23,74 60,44
V5a 40,30 11,88 52,18
V5b 40,59 23,35 63,94
V6a 16,80 43,70 60,50
V6b 26,80 37,25 64,05
V7 45,06 22,71 67,77
V8a 45,09 21,63 67,53
V8b 35,86 18,33 54,19
V9 26,22 18,70 44,92
V10 37,03 23,24 60,27
V11 38,14 12,85 50,99

Ukupno procentno prisustvo kvercetina i kvercetin-3-glikozida se nalazi u intervalu
od 26,60 do 67,53 167,77 % (Vranac vina iz Statusa i Tga za jug iz TikveSa). Kao Sto
se vidi Vranac vina iz Srpskih i Makedonskih rejona su najbogatija (> 60%) ovim

bioloSki aktivnim fenolnim komponentama.

U Tabeli 31 date su dobijene vrednosti za dva flavona: luteolina i apigenina i jednog
flavanona — naringina detektovanih DAD detektorom na 360 nm., kao i koncentracija
ukupnih flavonoida detektovanih DAD detektorom na 360 nm i fluorescentnim
detektorom na 322/275 nm (Agx/ Aem). Analizom dobijenih vrednosti nadeno je da

flavoni i flavanon nisu prisutni u vecoj koli¢ini u vinima.

Ukupni flavonoidi se nalaze u intervalu od 59,45 mg/L u Vranac vinu iz Vino Zupe do

167,23 mg/L u vinu Vranec - Vilarov iz Stobija iz 2011 godine. Ostala Vranac vina
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bogata ovim flavonoidima (> 100 mg/L) su vina iz vinarija: Vukoje, Citluk,

Vinoprodukt Coka/Ohrid, Rubin i Vino Zupa, Tikve$ i Stobi.

Tabela 31. Sadrzaj flavona i flavanona i flavonoida u Vranac vinima (mg/L + SD, n =

Vino Luteolin (5na  Apigenin (7) Naringin (5na  Ukupni

360 nm) 280 nm) flavonoidi
V1 3,22+0,67 0,86+0,17 0,85+0,12 121,84+0,19
V2 / 0,11+0,12 0,81+0,55 101,04+0,22
V3 2,25+0,11 1,31+0,43 / 97,14+0,15
V4 / / 0,62+0,22 100,24+0,54
V5a / / 0,95+0,09 72,15+0,22
V5hb / 0,23+0,02 0,99+0,12 104,77+0,15
V6a / / / 61,45+0,12
V6b / 0,10+0,12 0,64+0,35 112,44+0,12
V7 0,88+0,09 / / 95,47+0,10
V8a 1,80+0,23 0,3+0,02 / 96,15+0,45
V8b 2,14+0,55 0,47+0,22 0,85+0,12 157,78+0,19
V9 2,81+0,21 0,80+0,18 0,88+0,09 139,07+0,32
V10 / / 0,83+0,12 167,23+0,11
V11 / 0,45+0,32 0,66+0,43 65,54+0,32
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Na Slici 44 prikazan je procentni odnos flavonoida, odredenih DAD-om na 360 nm i
275/322 nm detektovanih fluorescentnim detektorom kod najbogatijeg vina ovim

jedinjenjima - Vranec - Tga za jug iz 2009 godine:

B Flavan-3-oli
[ | Flavonoli
I Flavoni

Flavonon

Slika 44. Grafi¢ki prikaz procentnog prisustva flavonoida (flavan-3-ola, flavonola,

flavona i flavanona) u vinu Vranec - Tga za jug iz 2009 godine
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jug, Tikves

Slika 45. Grafi¢ki prikaz uticaja godine berbe na koncentraciju ukupnih flavonoida u

Vranac vinima od istih proizvodaca

Uticaj godine berbe grozda pracen je promenom koncentracija ukupnih flavonoida u
Vranac vinima iz 2008 i 2009 godine proizvodenih u vinarijama: Rubin, Vino Zupa i

TikveS. Rezultati su pokazali da Vranac vina proizvedena 2009 godine imaju
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povecanu koncentraciju flavonoida u poredenju sa istim Vranac vinima iz 2008
godine i to: u Vranac vinu iz Rubina za 31,14 %, u Vranac vinu iz Vino zupe za

47,13 % iu vinu Vranec — Tga za jug iz TikveSa za 39,06 %.

FLD1 A, Ex=275, Em=322

Slika 46. HPLC dijagrami flavan-3-ola na 322/275 nm (Ag«/ Aem) i flavonola, flavona i

flavanona na 360 nm u Vranac - Vilarov iz Stobija
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4.2.3.3 HPLC analiza antocijana u Vranac vinima

Kao i u kod Cabernet Sauvignon vina, izvrSena je identifikacija i kvantifikacija
najprisutnijin antocijana u Vranac vinima (Tabele 32-34). Na osnovu analize
dobijenih rezultata ocigledno je da je dominantan malvidin-3-O-glikozid i njegov

acetatni i kumaratni oblik, kao i piranoantocijan: malvidin-3-O-glikozid piruvinska

kiselina (Vitisin A) i malvidin-3-vinilfenol glikozid [Radovanovic i sar., 2012b].

Table 32. Sadrzaj glavnih monomernih antocijana u obliku glikozida prisutnih u

analiziranim Vranac vinima na 520 nm: Dp-3-gl, Cy-3-gl, Pt-3-gl, Pn-3-gl, Mv-3-g|
(mg/L £ SD, n = 3)

Vino Dp-3-gl (1) Cy-3-gl (2) Pt-3-gl (3) Pn-3-gl (4) Mv-3-gl (5) Ukupni 3-
glikozidi
Vi / / / 6,22+0,14 30,73+0,55 36.95+0,19
V2 / / / / 21,96+1,09 21.96+0,54
V3 37,45+0,07 13,24+0,75 70,14+1,02 73,81+0,05 527,98+0,01 722.62+0,12
\Z! 10,35+0,75 8,48+0,77 30,53+0,71  11,75+0,75  56,25+0,75 117.36+0,24
V5a 13,41+0,13 7,05+0,23 21,54+0,75  23,21+0,75  112,98+0,75 178.19+0,15
V5b 9,01+0,67 7,41+0,67 14,64+0,67  20,89+0,67  91,35+0,67 143.30+0,43
V6a / / / / 19,72+0,24 19,72+0,62
Véb 5,07+0,25 / 7,15+0,35 7,80+0,12 53,98+0,78 75,00+0,35
\4 12,80+0,36 / 29,04+0,74  25,45+0,19  122,35+0,21 189,64+0,55
V8a 12,26+0,21 7,57+0,48 18,03+0,95 16,77+0.86  97,54+1,10 152.17+0,92
V8b 26,80+0,75 11,34+0,35  36,72+0,23  34,91+0,75  244,19+0,73 353.96+0,26
V9 10,03+0,28 5,95+0,24 15,46+0,43  14,24+0,36  62,93+0,45 108.61+0,68
V10 70,47+0,55 22,86+0,76  95,47+0,37  113,98+0,68 549,81+0,65 852,59+0,45
Vil / / 5,25+0,67 5,61+0,67 21,98+0,67 32,84+0,67
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prisutnih u analiziranim Vranac vinama na 520 nm (mg L*+SD, n = 3)

Table 33. Sadrzaj monomernih antocijana u obliku 3-acetilglikozida ivitisin A

Vino Dp-3-acet. Cy-3- Pt-3- Pn-3- Mv-3- 3-acetil- Vitisin A

gl. (6) acet.gl. (8) acet.gl. (9) acet.gl. acetgl. (11) glikozidi (7

(10)

V1 / / 6,46+0,75 / 7,99+0,15 14,45+1,23 14,13+0,75
V2 / / / / 10,19+1,09 10,19+1,09 /
V3 18,93+1,11 9,94+0,55 14,79+0,65 22,62+0,75 95,07+0,23  160,72+1,05 /
\Z! 6,39+0,71  10,28+0,11 6,90+0,32 11,08+0,25 86,42+0,75 121,07+1,15 /
V5a / / 6,38+0,75 / 14,90+0,23  21,28+1,05  18,76+0,67
V5b / / / 11,89+0,67 12,45+0,55  24,34+1,25 /
Véa / / / / / / 3,05+0,17
V6b / / / / 14,23+0,75  14,23+1,05 /
V7 9,00+0,16  9,75+0,61 / / 11,48+0,56  30,23+1,05  6,00+0,45
V8a 14,03+0,54 6,43+0,68 / / 15,32+0,62  35,78+1,05 /
V8b 9,27+1,02  21,03+0,61 8,20+0,67 9,63+0,25 62,58+0,23  110,71+2,57 20,25+0,27
V9 10,66+0,34 8,91+0,55  8,64+0,65 8,46+0,17 12,02+0,67 48,69+1,15  23,85+0,16
V10 26,97+0,63 19,92+0,47 18,01+0,34 11,38+0,26 64,75+0,17 141,03+1,05 57,74+0,65
V11 / / / / 105,28+0,67 105,28+0,63 /

Kada se analiziraju dobijene vrednosti moze se uociti da je koncentracija ukupnih

antocijana u obliku 3-glikozida (Tabela 32) u Sirokom intervalu od 21,96 mg/L u

Vranac vinu iz vinarije Citluk (2007 godine) do 852,59 mg/L u Vranec —Vilarov iz

vinarije Stobi i 722,63 mg/L u Vranac vinu iz Plantaze.
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Tabela 34. Sadrzaj antocijana u obliku 3-p-kumaroilglikozida i malvidin

vinilfenilglikozid u analiziranim Vranac vinima na 520 nm i ukupni nadeni antocijani
(mg/L £ SD, n =3)

Vino Pt-3- p- Pn-3-p- Mv-3-p-kum.gl.- Ukupni 3-p- Mv -3-vinyl-  Ukupni
kum. gl. kum.gl. (13) trans (14) kumaroil- fenolglikozid antocijani
(12) glikozida (15)
V1 9,45+0,17 13,93+0,67 32,55+0,65 58,93+0,23  11,95+0,64 136,41 +0,17
v2 / / / / 32,76+0,63
V3 10,26+0,65 20,04+0,67 55,93+0,43 86,23+0,25  3,01+0,17 972,5840,23
V4 52,17+0,21 45,81+0,37 54,12+0,06 167,36+0,56 20,90+0,16 426,69+0,64
V5a 19,39+0,63 14,05+0,45 19,75+0,07 53,19+0,61  14,08+0,32 285,42+0,27
V5b  8,01+0,27 10,60+0,12 12,61+0,32 31,22+0,45 / 198,66+0,91
V6a [/ / / / / 22,70+3,10
Veb / / 5,92+3,13 5,92+3,10 / 90,93+3,19
v7? / / / / 225,87+0,65
V8a 9,61+0,35  15,07+0,61 12,18+0,98 36,86+0,64  / 224,81+3,10
V8b 15,29+0,19 15,27+0,16 36,28+0,23 67,36+0,45  20,79+0,61 572,21+0,54
V9 10,21+0,67 10.34+0,67 42,90+0,17 63,45+0,67  27,42+0,78 272,02+0,12
V10 80,91+0,11 51,65+0,21 100,68+0,21cis  327,48+0,67 69,42+0,17 1448,26+0,16
122,42 +0,13tr
Vi |/ 24,87+0,17 40,52+0,85 65,39+0,65  17,37+0,16 220,88+0,63

Antocijani, kao bioloski veoma znacajna fenolna jedinjenja su predmet istraZivanja

velikog broja radova [De Galulejacil sar., 1999; Jackson, 2008; Lila, 2004; Mazza i
Miniati, 1993; Mazza i sar, 1999; Meiers i sar, 2001; Munoz-Espada i sar., 2004,

Wang i sar., 1997]. Njihovo prisustvo u Vranac vinima, kao i kod Cabernet

Sauvignon vina, je posledica razliCitih faktora, kao $to su: zrenje groZda, nacin

proizvodnje vina, Cuvanje tj starenje vina itd, tako da njihova koncentracija ima

veoma $irok interval od 22,70 mg/L u Vranac vinu iz Vino Zupe do 1501,79 mg/L u

101



Vranac vinu Vilarov iz Stobija. Nakon toga po ukupnoj koncentraciji dolazi Vranac
vino iz vinarije Plantaza, proizvedenog 2007 godine (972,58 mg/L).

Prisustvo 3-glukozida u odnosu na ukupne antocijane varira od 14,87 % u Vranac
vinu iz vinarije Pivka (Negotin) do 85,08% u Vranac vinu iz Vino Zupe, proizvedenih
2008 godine.

Prisustvo 3-acetilglukozida u odnosu na ukupne antocijane takode varira od 7,66 %
u Vranac vinu iz Rubina iz 2008 godine do 31,11% u Vranac vinu iz Citluka iz 2007
godine.

Prisustvo 3-para-kumaroilglikozida je malo u uzorcima Vranac vina i varira od nule u
vinima, proizvedenih u vinarijama Citluk (2007 godine), Vino Zupa i Status (2008
godine) do 10,08 % u Vranac vinu iz vinarije TikveS (2009 godine). Prisustvo Vitisin
A i malvidin-3-vinilfenolglikozida, takode je malo i kre¢e se u intervalima od nule u
vecem broju ispitivanih Vranac vina do 8,76 %, odnosno do 10,08 % u Vranec vinu iz
TikveSa (2009 godine), kao Sto je prikazano u tabeli 35:

Tabela 35. Procentni odnos prisutnih antocijanskih derivata u ispitivanim uzorcima

Vranac vina
Antocijanini (%) Min. prisutni u uzorku Vranac vina Max. prisutni u uzorku Vranac
vina
3-Glikozidi 14,87 % (V iz Pivke) 85,08% (V iz Vino Zupe)
3-Acetilglikozidi 7,66 % (V iz Rubina, 2008.) 31,11% (V iz Citluka,2007.)
3-p-Kumaroilglikozidi 0 % (V iz Citluka, Vino Zupe, 10,08 % (V iz Tikvesa, 2009.)
Statusa)
Vitisin A 0% (V2, V3, V4, V5, V6, V8, V11) 8,76 % (V iz Tikvesa, 2009.)
Mv-3- vinilfenolglikozid 0% (V2, V6, V7, V8) 10,08 % (V iz TikveSa, 2009.)
Ukupni antocijani 1,55 % (V iz Vino Zupe, 2008.) 100 % (V —Vilarov iz Stobija, 2011)
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Slika 47. HPLC dijagram antocijana na 520 nm u vinu Vranec - Vilarov iz Stobija

U vinu Vranec-Vilarov iz vinarije Stobi (2011 godine) koje sadrZi najveci sadrzaj
antocijana (1501,79 mg/L) proracunato je da su antocijanini u obliku 3—glikozida
prisutni 57,34 %, 3-acetilglukozida ima 14,69 %, 3-para-kumaroilglikozidima ima
21,81 %, dok vitisin A je prisutan sa 3,14 % i malvidin-3-vinilfenolglikozid sa 3,14 %
(Tabela 35 i Slika 48):
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Slika 48. Grafi¢ki prikaz procentnog odnosa antocijana u obliku 3-glikozida, 3-

acetilglikozida i 3-para-kumaroilglikozida u vinu Vranec-Vilarov

Iz procentnog odnosa ukupnih glikozida, acetilglikozida i kumaroilglikozida u
ispitivanim uzorcima Vranac vina moZe se zakljuciti da je odnos vrsta antocijana u
ispitivanim vinima sledeci:

Glikozidi (max 85,08 %) > Acetilglikozidi (max 31,11 %) > Kumaroilglikozidi (max

10,08 %)

Iz Tabele 36, takode se vidi da su malvidin i njegovi derivati najviSe prisutni od svih

antocijana u ispitivanim Vranac vinima.

Najveci procenat ukupnih malvidin glikozida (100,00 %) ima Vranac vino (2008
godine) iz Vino Zupe, onda Vranac vino iz Citluka (2007 godine) (98,14 %), a

najmanje (19,92 %) ima u vinu Vranec - Tga za jug iz TikveSa (2009 godine).

Glikoni malvidina razli¢ito su prisutni u Vranac vinima i to: Malvidin-3-glikozid (9,95 -
85,08 %) > malvidin-3-acetilglikozid (5,39 — 31,11 %) > malvidin-3-p-kumaroil
glikozid-trans (0 -23,86 %)
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Tabela 36. Procentni odnos prisutnih malvidin glikona u odnosu na ukupne

antocijane u uzorcima Vranac vina

Vino Malvidin-3- Malvidin-3- Malvidin-3-p- Ukupni malvidin
glikozid (%) acetilglikozid (%) kumaroil-glikozid (%)  glikozidi (%)
V1 22,53 5,86 23,86 52,25
V2 67,03 31,11 / 98,14
V3 54,29 9,78 5,75 69,82
V4 13,18 20,25 12,68 46,11
V5a 32,02 6,28 6,36 44,66
V5b 39,60 6,80 6,48 52,88
V6a 85,08 14,92 / 100,00
V6b 59,36 15,65 5,41 80,42
V7 54,17 5,08 / 59,25
V8a 43,49 2,91 6,72 53,12
V8b 42,65 10,93 6,34 19,92
V9 23,13 5,39 15,77 44,29
V10 36,61 5,39 14,86 56,86
V11 9,95 47,66 18,34 75,95
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4.3 Analiza uzoraka ostalih jednosortnih crvenih

vina iz Srbije i Makedonije

Na jugu Balkana, narocito u Srbiji i Makedoniji, pored autohtone vrste groZda
Vranac, zastupljena je i autohtona Vitis Vinifera vrsta crvenog groZzda KratoSija. Od
internacionalnih sorti, pored Cabernet Sauvignon grozda, prisutne su i vrste groZzda
kao Sto je Pinot Noir (Burgundac), Merlot, Frankovka itd. U skladu sa postavljenim
ciliem, izvrSili smo ispitivanje fenolnog sastava nekih uzoraka jednosortnih crvenih

vina, dobijenih od ovih sorti grozda.

U Tabeli 1 (Eksperimentalni deo) prikazana su Sest uzoraka jednosortnih visoko
kvalitetnih crvenih vina sa odredenim geografskim poreklom i to: vino KratoSija iz
Zupskog vinogorja (Srbija) i vino Kratosija iz TikveSkog vinogorja (Makedonija),
proizvedenih 2009 godine; vino Merlot iz Gro¢anskog vinogorja (Srbija) i vino Merlot
iz TikveSkog vinogorja (Makedonija), proizvedenih 2009 godine; kao i vino Pinot
Noir, proizvedenog 2007 godine u vinariji Rubin i vino Frankovka, proizvedeno 2008

godine u vinariji Vr§acki podrumi u Srbiji [Radovanovic i sar, 2008, 2012a, 2012b].

4.3.1 Spektroskopska analiza fenolnih jedinjenja u

uzorcima jednosortnih crvenih vina

U tabeli 37 prikazani su rezultati spektroskopske analize sadrzaja ukupnih fenola,
estara vinske kiseline i ukupnih flavonola odredeni modifikovanom Glories metodom
[Mazza i sar., 1999; Radovanovic i sar., 2012a,b]. Koncentracija ukupnih fenola, kao
i kod ostalih prethodno analiziranih jednosortnih vina, pracena je na 280 nm i
predstavljena kao ekvivalent koncentracije galne kiseline, ukupni estri vinske kiseline
na 320 nm (ekvivalent koncentracije kafene kiseline) i ukupni flavonoli na 360 nm

(ekvivalent koncentracije kvercetina).

106



Tabela 37. Sadrzaj ukupnih fenola, estara vinske kiseline | flavonola (mg/L), kao i

vrednost prisutnog alkohola (%) i pH u izabranim uzorcima jednosortnih crvenih vina

Vino Alkohol pH Ukupni fenoli Estri vinske Ukupni flavonoli
(%) vrednost kiseline
K1 11,0 2,86 1510,02+2,11 175,74+1,61 106,80+1,41
K2 12,5 3,12 1557,71+2,15 194,66+1,11 126,39+1,21
M1 13,0 3,34 1458,12+0,12 196,87+0,32 97,15+0,73
M2 12,0 3.49 2012,35+0,72 381,55+0,45 184,46+0,22
PN 11,9 3,15 1600,30+1,51 246,42+0,43 95,22+0,54
F 12.6 3,08 1501,.70+1,18 246,18+0,98 90,22+0,47

Ova jednosortna crvena vina su slabo kisela, pH od 2,86 ( Kratosija iz Vino Zupe) do
3,49 (Merlot iz TikveSa), sa koncentracijom alkohola od 11,0 do 12,6 %.

Analiza spektroskopski dobijenih rezultata pokazala je da se dobijene vrednosti
razlikuju, tako da koncentracije ukupnih fenola, estara vinske kiseline i flavonola su
najmanje u vinu Merlot iz Oglednog dobra Radmilovac (Srbija), a najvece u vinu
Merlot iz TikveSa (Makedonija).

Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa prethodno dobijenim rezultatima i literaturnim
podatcima za druga ispitivana vina [CIiff | sar., 2007; Lachman i sar., 2007; Piljac i
sar, 2005; Simonetti i sar, 1997; Singleton i Rossi, 1965; Stratil i sar.2008].

Ako uporedimo vina KratoS$ija proizvedena u Srbiji i Makedoniji, o¢igledno je da vino
Kratosija iz Tikve§a u poredenju sa istoimenim vinom iz Vino Zupe ima vedu
vrednost za fenole za 17 %, za estre vinske kiseline za 9,72 % i za flavonole za
15,50%.

Dok vino Merlot, takode iz TikveSa ima vece koncentracione vrednosti od istoimenog
vina proizvedenog u Radmilovcu i to za fenole za 43,13 %, za estre vinske kiseline
za 48,40 % i za flavonole za 47,33 %:
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Slika 49. Grafi¢ki prikaz odnosa izmedu koncentarcija ukupnih fenola istosortnog

vina, proizvedenih u Srbiji i Makedoniji od razli¢itih proizvodaca

Medutim, procentni odnos, tj prisustvo odredenih grupa fenolnih jedinjenja kod svih
Jjednosortnih ispitivanih vina je vrlo sliCan nezavisno od vrsta groZzda i to: ukupnim
fenolima pripada od 79,6 do 83,3 %, estrima vinske kiseline od 10,6 do 13,7 %, a

flavonolima od 4,66 do 7,31 %, kao $to je prikazano na sledecim graficima:

I Ukupni fenoli I Ukupni fenoli
[ Estri vinske kis. [ Estri vinske kis

I Flavonoli I Flavonoli

A 1%
82.3%

81.4%
6.71%

A) B)

Slika 50. Grafi¢ki prikaz procentnog odnosa spektroskopski odredenih ukupnih

fenola, estara vinske kiseline i flavonola u vinima Kratosija iz Vino Zupe (A) i Tikvesa

(B)
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Slika 51. Grafi¢ki prikaz procentnog odnosa spektroskopski odredenih ukupnih

fenola, estara vinske kiseline i flavonola u vinama Merlot iz Radmilovca (A) i TikveSa

(B)

83.3%

I Ukupni fenoli
| Estri vinske kis

I Flavonoli

A)

82.6%

I Ukupni fencli
| Estri vinske kis.
I Flavonoli

B)

Slika 52. Grafi¢ki prikaz procentnog odnosa spektroskopski odredenih ukupnih

fenola, estara vinske kiseline i flavonola u vinu Pinot Noir (A) i u vinu Frankovka (B)
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4.3.2 HPLC analiza neflavonoidnih jedinjenja u uzorcima

jednosortnih crvenih vina

Kao i kod prethodno analiziranih jednosortnih vina, u ovom poglaviju bi¢e izvrsena
identifikacija i kvantifikacija fenolnih jedinjenja u izabranim uzorcima jednosortnih
crvenih vina, da bi se moglo izvrsiti uporedivanje dobijenih koncentracijskih vrednosti

sa antioksidativnim i antimikrobnim delovanjem vina.

4.3.2.1 HPLC analiza fenolnih kiselina u uzorcima jednosortnih

crvenih vina

U izabranim crvenim vinama, kao i kod ostalih do sada analiziranih vina, izvrSena je
identifikacija i kvantifikacija deset fenolnih kiselina i trans-resveratrola, na osnovu
retencionih vremena i apsorpcionih maksimuma njihovih standardnih jedinjenja

(eksperimentalni deo).

U Tabeli 38 date su koncentracije znacajnih hidroksibenzoevih kiselina prisutnih u
ispitivanim uzorcima jednosortnih crvenih vina: galna, vanilinska i siringinska

kiselina, odredenih na 280 nm:

Tabela 38. Sadrzaj hidroksibenzoevih kiselina u izabranim jednosortnim vinima, na
280 (mg/L+ SD, n=3)

Vino Galna Vanilinska Siringinska Elagilnska Ukupne hidroksi-
kiselina (1) kiselina (2) kiselina (3) kiselina (4) benzoeve kiseline

K1 58,95+0,11 / 1,56+0,09 3,77+0,71 64,28+1,15

K2 86,72+0,23 / / / 86,72+1,16

M1 56,64+0,72 1,01+0,02 2,95+0,07 9,06+0,26 69,76+1,28

M2 94,10+0,44 1,08+0,72 11,21+0,22 13,84+0,46 110,23+1,22

PN 54,01+0,78 1,16+1,11 1,36+1,18 5,01+1,18 61,54+1,18

F 47,25+0,19 0,10+1,18 5,34+1,11 12,65+1,21 65,34+1,13
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U Tabeli 39 su date koncentracione vrednosti znacCajnih hidroksicimetnih kiselina
prisutnin u ispitivanim uzorcima jednosortnih crvenih vina: trans-kaftarna, trans-

kutarna, hlorogena, kafena, p-kumarna i ferulna kiselina, na 320 nm:

Table 39. Sadrzaj hidroksicimetnih kiselina u izabranim jednosortnim crvenim

vinima, na 320 nm (mg/L + SD, n = 3)

Vino t-kaftarna  t-kutarna  Kafena Hlorogen- p-Kuma- Ferulna Ukupne
kis. (1) Kis. (2) kis. (3) ska kis. rna kis. (5) Kis. (6) hidroksi-
4) cimetne kiseline
K1 9,31+0,24  4,32+0,12 2,68+0,07 / 4,21+0,23  0,86+0,33 21,38+1,18
K2 2,66+0,12 3,64+0,13 2,21+0,09 / 1,47+0,52 1,01+0,11 10,99+1,15
M1 12,1840,72 2,67+0,09 2,26+0,08 / 2,78+0,37 0,91+0,19 20,80+1,28

M2 18,62+0,31 3,40+0,72 6,70+0,12 4,21+0,72 3,85%0,76 571+0,72 42,491,111
PN 28,59+0,56 9,98+0,37 4,14+0,87 / 4,44+1,18 0,46+0,51 47,61+1,45

F 39,06+0,21 9,23+0,12 5,71+0,08 1.33+1,18 4,14+0,09 1,60+0,23 61,33+1,25

Kao Sto se moZe videti od datih vrednosti, koncentracije hidroksibenzoevih i
hidroksicimetnih kiselina se razlikuju kako izmedu vina dobijenih od razliCitih sorti
grozZda, tako i izmedu vina istih sorti groZda ali proizvedenih u razli¢itim vinarijama i

sa razli¢itog podrucja Balkana.

Iz Tabele 40 moze se videti procentno prisustvo galne Kkiseline, ukupnih
hidroksibenzevih i hidroksicimetnih kiselina u ispitivanim uzorcima jednosortnih vina
i zakljuciti da je galna kiselina najdominatnija fenolna kiselina prisutna u procentnom

prinosu od 37,30 % u vinu Frankovka do 88,75 % u vinu KratoSija iz TikveSa.

Ocigledno je da distribucija ovih kiselina u crvenim vinama dobijenih od razli¢itih sorti
groZzda zavisi ne samo od vrste groZzda, nego i od podneblja, vremenskih uslova i
drugih spoljnih faktora, kao $to je tehnika proizvodnje i cuvanja, koji zajedno uti¢u na

fenolni sastav vina.
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Tabela 40. Ukupne fenolne kiseline (mg/L) i odnos galne kiseline, ukupnih
hidroksibenzoevih i hidroksicimetnih kiselina prema ukupnim detektovanim fenolnim

kiselinama (%)

Vino Ukupne fenolne Galna kiselina Hidroksibenzoevih  Hidroksicimetnih
kiseline (mg/L) (%) kiselina (%) kiselina (%)
K1 85,66+1,18 68,82 75,04 24,96
K2 97,71+1,18 88,75 88,75 11,25
M1 90,56+1,18 62,54 77,03 22,97
M2 152,72+1,18 61,77 76,76 23,24
PN 109,15+1,18 49,48 56,38 43,62
F 126,67 +1,18 37,30 51,58 48,42

I Galna kiselina
| Fenolne kiseline

- 53%

47%

Slika 53. Gralficki prikaz procentne vrednosti galne kiseline u odnosu prema ukupnim

fenolnim kiselinama u vinu KratoSia iz TikveSa

Takode, KratoSija vino iz TikveSa ima vecu koncentraciju ukupnih fenolnih kiselina za
12,34 % u poredenju sa KratoSijom iz Vino Zupe, dok Merlot iz TikveSa ima vecu

koncentraciju ¢ak za 40,55 % u poredenju sa Merlot vinom iz Radmilovca:
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Slika 54. Grafi¢ki prikaz koncentrarcija ukupnih fenolnih kiselina istosortnih vina

razlicitih proizvodaca proizvedenih u Srbiji i Makedoniji

Na slede¢im graficima prikazan je odnos hidroksibenzoevih i hidroksicimetnih

kiselina u ispitivanim crvenim vinima:

70.6%

I Hidroksibenzoeve kiseline
Hidroksicimetne kiseline

88.8%

Il Hidroksibenzoeve kiseline
| Hidroksicimetne kiseline

A)

Slika 55. Grafi¢ki prikaz procentnog odnosa prisutnih hidroksibezoevih i

B)

hidroksicimetnih kiselina u uzorcima: A) Kratosija vino iz Vino Zupe i B) KratoSija

vino iz TikveSa
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Il Hidroksibenzoeve kiseling I Hidroksibenzoeve kiseline
[ Hidroksicimetne kiseline | Hidroksicimetne kiseline

A) B)

Slika 56. Grafi¢ki prikaz procentnog odnosa prisutnih hidroksibezoevih i
hidroksicimetnih kiselina u uzorcima: A) Merlot vino iz Radmilovca i B) Merlot vino iz
TikveSa
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Slika 57. HPLC dijagrami fenolnih kiselina (na 280 i 320 nm) kod Merlot vina iz
TikveSa
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4.3.2.2 HPLC analiza trans-resveratrola u uzorcima jednosortnih

crvenih vina

U tabeli 41 date su dobijene vrednosti sadrZzaja ovog biolo$ki znacajnog jedinjenja na

osnovu standardne jednacine i apsorpcione vrednosti odredene na 320 nm:

Tabela 41. Sadrzaj trans-resveratrola u izabranim jednosortnim crvenim vinima na
320 nm (mg/L = SD, n = 3)

Vino trans-Resveratrol (7)
K1 0,60 + 0,06
K2 0,68 = 0,02
M1 1,09 + 0,09
M2 2,41+ 0,02
PN 0,66 = 0,12
F 0,65+ 0,16

Rezultati pokazuju da se trans-rezveratrol u ispitivanim uzorcima jednosortnih vina
nalazi u intervalu od 0,60 mg/L u vinu kratoSija iz Vino Zupe do 2,41 mg/L u vinu
Merlot u vinariji Tikves:

trans-Resveratrol (mgL ")

T T T
KA K2 M1 M2 P PN F
Vino

Slika 58. Grafi¢ki prikaz sadrzaja trans-resveratrola u ispitivanim jednosortnim

crvenim vinima
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4.3.3 HPLC analiza flavonoidnih jedinjenja u jednosortnim

crvenim vinima

4.3.3.1 Flavan-3-oli u izabranim jednosortnim crvenim vinima

U Tabeli 43 date su odredene koncentracije najzastuplenijih flavan-3-ola u
ispitivanim uzorcima vina i to: (+)-katehina, procijanidina B2, odnosno dimera B tipa:
(-)-epikatehin- (43— 8)-(-)-epikatehina,

(-)-epikatehina i (-)-epigalokatehingalata,

detektovanih fluorescentim detektorom.

Iz Tabele 43 vidi se da se dobijene koncentracijske vrednosti razlikuju, tako da se
ukupna koncentracija odredenih flavan-3-ola nalazi u intervalu od 30,06 do 131,30
mg/L. Najmanje vrednosti su dobijene za vino KratoSija iz vinarije Tikves, dok njihovo

vino Merlot je imalo najviSe flavan-3-ola:

Tabela 43. Sadrzaj flavan-3-oli u jednosortnim crvenim vinima (mg/L £ SD, n = 3) na
275/322 nm

Vino (+)-Katehin Procianidin (-)-Epikatehin (-)-Epigalo Ukupni

Q) B, (2) 3) catehingalat (4) flavan-3-oli
K1 31,87+0,72 28,37+0,75 15,89+0,32 21,86%0,70 97,99+0,19
K2 15,66+0,13 / 14,40+0,31 / 30,06+0,15
M1 29,49+0,25 38,19+0,46 35,49+0,65 12,49+0,54 115,66+0,23
M2 29,91+0,12 41,11+0,72 41,14+0,72 20,04+0,12 132,20+0,25
PN 36,77+0,93 15,62+1,05 14,22+0,77 4,42+1,11 71,03+0,13
F 23,68+0,19 8,51+0,23 19,79+0,23 4,81+1,18 48,20+0,17
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Iz Tabele 44, ocigledno je da najprisutniji flavan-3-ol je (+)-katehin i to najviSe je
prisutan (36,77 mg/L) u vinu Pinot Noir:

Tabela 44. Procentni prinos (+)-katehina u ispitivanim jednosortnim vinima

Vino (+)-Katehin (%)
K1 32,52
K2 52,09
M1 25,50
M2 22,09
PN 51,77
F 62,00

Iz ovih podataka se vidi da je (+)-katehin u procentnom iznosu najviSe zastupljen u
vinu Frankovka, a najmanje u vinu Merlot. Na sledecoj slici grafiCki je prikazan taj

odnos:

I (+)-Katehin
I Flavan-3-oli

Slika 59. Grafi¢ki prikaz procentnog odnosa (+)-katehina u poredenju sa ukupnih

nadenih flavan-3-ola u vinu Frankovka
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4.3.3.2 Flavonoli, flavoni i flavanoni u jednosortnim crvenim vinima

U Tabeli 45 date su odredene koncentracije, u ovim jednosortnim vinima,
najprisutnijin flavonola i flavonol aglikona kao Sto su: kvercetin-3-glikozid, rutin
(kvercetin-3-O-rutinozid), miricetin, morin, kvercetin i kemferol. Sva jedinjenja su

detektovana na 360 nm primenom standardnih jednacina (eksperimentalni deo).

Analizom rezultata moZe se uociti da se dobijene koncentracijske vrednosti razlikuju,
tako da se ukupna koncentracija odredenih flavanola nalazi u intervalu od 2,80 mg/L
u vinu Pinot Noir do 53,94 mg/L u vinu Merlot iz TikveSa.

Tabela 45. Sadrzaj flavonola u jednosortnim crvenim vinima, na 360 nm (mg/L + SD,

n = 3)

Vino Kvercetin- 3- Rutin (2) Miricetin Morin (4) Kvercetin Kemferol Ukupni

glukozid (1) (3) (6) (8) flavonoli
K1 5,38+0,34 3,94+0,13 0,75%0,23 1,20+0,21 2,96+0,22 / 14,23+0,12
K2 7,98+0,12 3,67+0,61  0,79+0,09  8,16%0,33  7,02+0,17 / 27,62+0,70
M1 7,55+0,22 6,99+0,35 1,55+0,07 2,71+0,12 1,60+0,16 1,22+0.72 21,62+0,32
M2  19,67+0,43 12,05+0,52 2,83+0,13  8,25+0,45  15,67+0,72 1,42+0.72 59,89+0,46
PN 2,23+0,85 0.03+0,09 0.45+1,18 1.68+0,38 0,41+0,78 / 3,80+0,03
F 4,25+0,29 0.02+0,06 [/ 0.01+0,21  1.05+0,68 / 5,33+0,22

Od svih prisutnih flavonola najveci doprinos daju kvercetin-3-glikozid i kvercetin.
Njihova koncentracija je najveca u Merlot vinu iz TikveSa (19,68 i 15,67 mg/L).
Dobijeni podatci su u saglasnosti sa literaturnim podatcima za druga analizirana vina
[Anli i Vural, 2009; Arnous i sar., 2002; Braicu i sar., 2011; Jeffery i sar., 2008;
Kallithraka i sar., 2006; McDonald i sar., 1998; Pour Nikfardjam i sar., 2006].
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I Kvercetin-3-gl.
I Rutin
I Miricetin
I Morin
15.3% i Kvercetin
o I Kemferol
29.1%

5.25%

11.3%

2.63%

36.5%

Slika 60. Graficki prikaz procentnog odnosa odredenih flavanola na 360 nm u Merlot

vinu iz vinarije Tikve$

I Kvercetin-3-glukozid :
Flavonoli I Kvercetin
[ Flavonoli

T1%

| 20.3%

79.7%

29%

A) B)

Slika 61. Graficki prikaz procentnog prisustva kvercetin-3-glikozida u vinu Frankovka

(A) i kvercetina u vinu Merlot iz TikveSa (B) u odnosu na ukupne nadene flavonole

Iz Tabele 46 se vidi da se procentno ucesSce kvercetina i kvercetin-3-glikozida
razlikuje u zavisnosti od sorte grozda i vina. Najvece vrednosti su nadene za
kvercetin-3-glikozid (79,74 %) u vinu Frankovka, a za kvercetin (29,05 %) u vinu

Merlot iz TikveSa:
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Tabela 46. Procentni prinos kvercetin-3-glikozida i kvercetina na osnovu ukupnih

flavonola u ispitivanim jednosortnim vinima

Vino Kvercetin-3- Kvercetin (%) Ukupno (%)
glikozid (%)
K1 37,81 20,80 52,61
K2 28,89 25,42 34,31
M1 34,92 7,41 42,33
M2 36,48 29,05 65,53
PN 43,93 10,79 54,72
F 79,74 19,70 99,44

U Tabeli 47 su date koncentracije nadenih flavona (luteolina i apigenina) i flavanona
(naringina), odredenih DAD detektorom na 360 nm, kao i ukupna koncentracija
flavonoida ispitivanih jednosortnih crvenih vina detektovanih DAD detektorom na 360

nm i fluorescentnim detektorom na 322/275 nm (Agx/ Agm):

Tabela 47. Sadrzaj flavona i flavanona, kao i ukupnih flavonoida u jednosortnim

crvenim vinima (mg/L £ SD, n = 3)

Vino Luteolin (5 Apigenin (7) Naringin (5 na Ukupni
na 360 nm) 280 nm) flavonoidi

K1 / / 0,70+0,02 112,92+0,12
K2 3,01+0,12 0,43+0,07 0,90+0,09 62,02+0,71
M1 / 0,84+0,32 0,82+0,03 138,94+0,42
M2 5,78+0,72 1,19+0,12 1,20+0,12 200,26+0,19
PN / / 0,98+0,14 75,81+0,61
F / 0,19+1,18 0,96+0,29 54,68+0,32

Analizom dobijenih vrednosti oCigledno je da luteolin i apigenin nisu prisutni u velikim
kolicinama u ispitivanim crvenim vinima. Najveca koncentracija flavona (6,97 mg/L) i

naringina — flavanona (36,29 mg/L) je nadena u Merlot vinu iz TikveSa. Medutim,
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ukupni flavonoidi se nalaze u intervalu od 54,68 mg/L u vinu Frankovka do 193,94
mg/L u vinu KratoSija iz TikveSa. Ostala vina bogata ovim flavonoidima (> 100 mg/L)
su vina: Merlot iz Radmilovca (138,94 mg/L) i KratoSija iz Rubina (112,92 mg/L).

Na slici 68 prikazan je procentni odnos flavonoida, detektovanih DAD-om na 360 nm

i 275/322 nm fluorescentnim detektorom u Merlot vinu iz TikveSa:

I Flavan-3-oli
| Flavoneli
I Flavonon

23.6% Flavoni

15.9%

3.05%

Slika 62. Grafi¢ki prikaz procentnog prisustva flavonoida: flavan-3-ola, flavonola,

flavona | flavanona u Merlot vinu iz TikveSa

Ako uporedimo ista vina razliitih podruéja Balkana, kao na primer vina Kratosiju i
Merlot iz Srpskih rejona sa istosortnim vinama iz Makedonskih rejona, postoji razlika
u koncentraciji flavonoida: Krato$ija iz Vino Zupe je bogatija za 17,50% u poredenju
sa Kratosijom iz TikveSa, dok Merlot iz Tikvesa ima 33,68% viSe u poredenu sa

vinom Merlot iz Radmilovca:

250

200 -

@ Vino Zupa
150

@Tikves
100
ORadmilovac
50 1|
0 '
ratosija

Slika 63. Graficki prikaz koncentarcija ukupnih flavanoida istosortnih vina,

proizvedenih u Srbiji i Makedoniji od razli¢itih proizvodaca
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Slika 64. HPLC dijagrami flavan-3-ola na 322/275 nm (Agx/ Aem) i favonola, flavona i

flavanona na 360 nm u Merlot vinu iz TikveSa
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4.3.3.3 HPLC analiza antocijana u izabranim jednosortnim crvenim

vinima

U Tabeli 48 su date koncentracione vrednosti za detektovane antocijane na 520 nm:

Table 48. Sadrzaj glavnih monomernih antocijana u obliku glikozida prisutnih u

analiziranim jednosortnim vinima na 520 nm (mg/L £ SD, n = 3)

Antocijani K1 K2 M1 M2 PN F

Dp-3-gl (1) / / 23,3740,02  19,59+0,08 / 8,09+1,18
Cy-3-gl (2) / / 11,17+0,09 6,20+0,52 / /

Pt-3-gl (3) / / 32,44+0,11  22,74+0,65 | /

Pn-3-gl (4) / / 75,83+0,72  17,44+0,32 | 11,01+1,13
Mv-3-gl (5) 21,86+0.72 157,12+0.72 228,99+0,52  133,06+0,78 7,66+1,18 90,09+1,23
Dp-3-acetgl (6) / / 14,55+0,09 8,77+0,52 / /
Cy-3-acetgl (8) / / 13,60+0,22 9,98+0,76 / /
Pt-3-acetgl (9) / / 20,01+0,24  9,03+0,35  / /
Pn-3-acetgl (10) / / 23,34+0,35 8,50+0,07 / /
Mv-3-acetgl (11) / 39,81+0.72 48,42+0,72 41,49+0,09 / 6,31+1,31
Vitisin A (7) 4,34+0.72  29,35+0.72  14,72+0,65 20,02+0,45 / 21,01+1,19
Pt-3--kumgl(12) / 31,17+0.72 32,51+0,71 55,82+0,17 / /
Pn-3-p-kumgl(13) / 28,54+0.72  22,34+0,32  3577+0,12 |/ /
Mv-3-kumgl(14) / 38,75+0.72  28,51+0,02 53,93+0,05 / /
Mv-3-vinyl / 29,05+0.72 17,31+0,09 10,07+0,08 4,29+1,18 13,57+1,25
fenolgl (15)

Ukupni 3-gl 21,86+£0.72 157,12+0,72 371,80+0,52  189,03+0,13 7,61+1,18  109,19+1,34
Ukupni 3-acetilgl / 39,81+0,72 119,92+0,70  77,77£0,71 |/ 6,31+1,11
Ukupni 3-p- / 96,46+0,72  83,36+0,72 166,01+0,72 / 13,27+1,18
kumaroilgl

Ukupni antocijani  26,20+0,72 351,32+0,72 607,42+0,72  462,90+0,72 11,95+0,72 163,27+0,72
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Kada pogledamo rezultate analize antocijana u ovim jednosortnim vinima, mozemo

zakljuciti da je prisustvo derivata kumaroilglikozida u vinima KratoSija i Merlot vece

nego u vinima Vranac i Cabernet Sauvignon.

S druge strane, analizom dobijenih vrednosti mozZe se uociti da je koncentracija

ukupnih antocijana veoma razli¢ita, od 11,95 mg/L u vinu Pinot Noir do 607,42 mg/L

u vinu Merlot iz Radmilovca. Razlike su znacajne i izmedu uzoraka istosortnih vina.

Vino Kratosija iz Tikve3a je bogatije antocijanima od vina Kratosije iz Vino Zupe, i

obrnuto vino Merlot iz TikveSa ima manju koncentraciju ukupnih antocijana nego

Merlot vino iz Radmilovca. Uporedivanje nije moguce, jer veliki broj faktora utiCe na

njihov sastav i sadrzaj.

700
600
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400
300
200
100

Slika 65. Grafi¢ki prikaz koncentarcije ukupnih antocijana istosortnog vina,

proizvedenih u Srbiji i Makedoniji od razli¢itih proizvodaca

OVino Zupa
M@ Tikves

O Radmilovac

Kratosija

Merlot
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Na sledecim slikama prikazan je procentni odnos prisutnih antocijaninskih derivata u

jednosortnim vinima:

11.1%

45%

I Glukozidi
[0 Acetilglukozidi
I Kumaroilglukozidi
[ Vitisin A
7. l
21.7% I Miv vinilfenol gl.

, 8.13%

8.04%

Slika 66. GrafiCki prikaz procentnog odnosa antocijanina u obliku 3-glikozida, 3-

acetilglikozida i 3-para-kumaroilglikozida u vinu Kratosija iz TikveSa

Il Glukozidi

[ Vitisin A

13.8%

2.43%

61.4% ik

[ Acetilglukozidi
I Kumaroilglukozidi

_ ?_9_,8%- Miv vinilfenol gl.

A)

Glukozidi
| Acetilglukozidi
Kumaroilglukozidi
Vitisin A
Miv vinilfenol gl.
16.8% "

31.5%

4.33%
4.22%

43.1%

B)

Slika 67. Graficki prikaz procentnog odnosa antocijanina u obliku 3-glikozida, 3-

acetilglikozida i 3-para-kumaroilglikozida u vinima Merlot iz Radmilovca (A) i TikveSa

(B)

U svim analiziranim jednosortnim vinama malvidin derivati su najprisutniji, nalazi se u

intervalu od 49,36 do 83,44 %, kao Sto se vidi iz sledece tabele:
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Tabela 49. Procentni prinos malvidin glikozida i njegovih derivata u odnosu na

ukupne antocijane u ispitivanim jednosortnim crvenim vinima

Vino Malvidin-3- Malvidin-3- Malvidin-3-p- Ukupni malvidin
glikozid (%) acetilglikozid (%) kumaroil-glikozid glikoni (%)
(%)
K1 83,44 / / 83,44
K2 44,72 11,33 11,03 67,08
M1 37,70 7,97 4,69 50,36
M2 28,75 8,96 11,65 49,36
PN 64,10 / / 64,10
F 55,18 3,86 / 59,04

DAD1 D, Sig=520
mAL

25

Fid

Slika 68. HPLC dijagram antocijana na 520 nm u vinu Merlot iz TikveSa
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4.4 Analiza uzoraka visSesortnih crvenih vina iz

Zupskog vinogradarskog i vinskog rejona

Najpoznatiji vinogradarski rejon u Srbiji je Zapadno-moravski, u okviru koga se nalazi
Zupski podrejon sa nadmorskom visinom od 180 do 750 m. Prvi pisani zapisi 0
proizvodnji vina u ovom delu Srbije poticu iz 1196 godine kada je Stefan Nemanja,
poveliom obavezao seljake iz Zupe da za “potrebe manastira Studenice rade na

proizvodnji vina dan i noc”.

U ovom delu biée analizirani uzorci Zupskih crvenih vina, proizvedeni od strane dva
velika proizvodaca: vinarije Rubin i vinarije Vino Zupa, proizvedeni 2008 i 2009

godine.

Na trziStu Srbije, pa i Sire najce$Ce se koriste poznata pod trgovackim imenom
sledeca Zupska vina: Medas, Crno, As, Medveda krv i dr., koji su dobijeni od

razli¢itih autohtonih i internacionalnih sorti groZzda.

Ispitivana su: vino Meda$ (Vino Zupa) dobijeno od internacionalnih sorti groZda:
Merlot, Game i Burgundac; vino Medveda krv (Rubin) dobijeno od domacih sorti
grozda: Vranac i Prokupac; vino As (Vino Zupa) dobijeno od sorti grozda: Vranac,
Prokupac i Game i vino Crno (Vino Zupa) i Crno (Rubin) od sorti grozda: Vranac,

Prokupac i Burgundac (Tabela 1, Eksperimentalni deo).

4.4.1 Spektroskopska analiza razlicitih grupa fenolnih
jedinjenja u uzorcima viSesortnih Zupskih crvenih

vina

U tabeli 50 prikazani su rezultati spektroskopske analize sadrzaja ukupnih fenola,
estara vinske kiseline i ukupni flavonoli odredeni po modifikovanoj Glories metodi
[Mazza i sar., 1999; Radovanovic i sar., 2008; 2012a,b] u ispitivanim uzorcima vina.
Koncentracija ukupnih fenola je pracena na 280 nm i predstavijena kao ekvivalent
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koncentracije galne kiseline, ukupni estri vinske kiseline na 320 nm (ekvivalent

koncentracije kafene kiseline) i ukupni flavonoli na 360 nm (ekvivalent koncentracije

kvercetina).

Tabela 50. Sadrzaj ukupnih fenola, estara vinske kiseline i flavonola (mg/L),

vrednost prisutnog alkohola (%) i pH u izabranim uzorcima Zupskih crvenih vina

Vino Alkohol pH Ukupni fenoli Estri vinske Ukupni flavonoli
(%) vrednost kiseline

Medas 11,5 2,85 1533,05+1,14 256,65+1,04 138,17+1,21

As 11,0 2,86 1480,10+2,06 171,30+1,81 108,62+1,04

Crno VZ 11,2 2,87 1582,87+2,20 172,46+2,04 109,05+0,71

Crmo R 11,0 2,92 1732,50+0,91 300,27+0,52 137,51+1,11

M.krv 11,5 3,02 1720,20+0,81 288,84+1,21 125,71+1,31

Ispitivana crvena vina imaju pH vrednost od 2,86 (As vino iz Vino Zupe) do 3,02
(Medveda krv iz Rubina) sa koncentraciojom alkohola od 11 do 11,6 %. Analiza
spektroskopski dobijenih rezultata je pokazala da se dobijene vrednosti ne razlikuju
mnogo, tako da koncentracije ukupnih fenola (1480,10 — 1732,50 mg/L), estara
vinske kiseline (171,30 — 300,27 mg/L) i flavonola (108,62 — 138,17 mg/L) su
najmanje u vinu As, a najvece u vinu Crno iz Rubina. Dobijeni rezultati su u
saglasnosti sa literaturnim podatcima za druga ispitivana vina [Cliff i sar., 2007;
Lachman i sar., 2007; Piljac i sar, 2005; Simonetti i sar, 1997; Singleton i Rossi,

1965; Stratil i sar.2008].
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Na sledecoj slici graficki je prikazan odnos spektroskopski odredenih koncentracija
grupa fenolnih jedinjenja u vinu Medveda krv:

I Ukupni fenoli
["] Estri vinske kiseline
I Flavonoli

80.7%

Slika 69. Grafi¢ki prikaz procentnog odnosa spektroskopski odredenih ukupnih

fenola, estara vinske kiseline i flavonola u vinu Medveda krv

Moze se primetiti da se vina slicnog sastava ali razliCitih proizvodaca kao Sto su
Crno proizvedeno iz Vino Zupe i Crno iz Rubina razlikuju, ukupni fenoli vina Crno iz

Rubina su veci za 13,81%, estri vinske kiseline za 34,72% , a flavonoli za 6,89%:

1800 1
1600 1
1400 1
1200 A
1000 A

@Crno (Vino Zupa)

@ Crno (Rubin)

Ukupni fenoli Estri vinske kiseline Flavonoli

Slika 70. Graficki odnos ukupnih fenola, estara vinske kiseline i flavonola u vinima:
Crno iz Vino Zupe i Crno iz Rubina, proizvedenih 2008 godine
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4.4.2 HPLC analiza neflavonoidnih jedinjenja u izabranim

uzorcima visesortnih Zupskih crvenih vina

Fenolna jedinjenja, kao i kod ostalih uzoraka do sada analiziranih vina, bice
identi¢no analizirana da bi mogli da izvrsimo uporedivanje dobijenih koncentracijskih

vrednosti sa antioksidativnim i antimikrobnim delovanjem vina.

4.4.2.1 HPLC analiza fenolnih kiselina u visesortnim Zupskim

crvenim vinima

U izabranim Zupskim crvenim vinama, kao i kod ostalih do sada analiziranih vina,
izvrSena je identifikacija i kvantifikacija 10 fenolnih kiselina i trans-resveratrola, kao
glavnog vinskog stilbena na osnovu retencionih vremena i apsorpcionih maksimuma

njihovih standardnih jedinjenja (eksperimentalni deo).

U tabeli 51 su date koncentracione vrednosti odredenih fenolnih kiselina u
ispitivanim uzorcima Zupskih vina i to, hidroksibenzoevih kiselina: galna, vanilinska i
siringinska kiselina (odredenih na 280 nm) i hidroksicimetnih kiselina: trans-kaftarna,
trans-kutarna, hlorogenska, trans-kafena, para-kumarna i ferulinska kiselina
(odredenih na 320 nm).

Kada se analiziraju dobijene rezultate moze se uoCiti da vrednosti razlikuju u
zavisnosti od sastav vina | proizvodaca, tako da hidroksibenzoevih kiselina se nalaze
u intervalu od 62,40 do 8413 mg/L, hidroksicimetnih kiselina od 22,01 do 53,51
mg/L, dok ukupno nadene fenolne kiseline su u granicama od 87,20 do 117,49 mg/L.
Jedino vino As sadrZi najmanje koncentracije fenolnih kiselina, dok ostala ispitivana
vina su veoma sliéni. Kao najbogatije vino fenolnim kiselinama se pokazalo vino
Medas (117,49 mg/L), sastavljeno od Merlot, Game i Burgundac sorte grozda (Vino
Zupa) i vino Medveda krv (115,91 mg/L) sastvljeno od Vranac i Prokupac sorte

groZda (Rubin).
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Tabela 51. Sadrzaj fenolnih kiselina u izabranim uzorcima viSesortnih Zupskih vina,
odredenih na 280 | 320 nm (mg/L + SD, n = 3)

Fenolne Medas As Crno VZ Crno R M.krv
kiseline

Galna kis. (1) 83,59+0,15 56,82+0,08 76,54+0,06 64.67+1,05 62.24+0,08
t-Kaftarna kis. 11,25+0,23 11,83+0,23 9.96+0,08 23.43+0,09 25.21+0,19
2

t-Kutarna kis.(3) 8,09+0,11 6,65+0,17 3,40+0,08 8.48+0,07 8.82+0,16
Hlorogenska 2,46+0,19 0,03+0,19 0,23+0,15 1,99+0,15 2,76+0,15
Kis. (4)

Vanilinska 0,05+0,05 0,20+0,06 0,05+0,15 0,05+0,15 0,12+0,15
kis. (5)

Kafena kis. (6) 4,00+0,57 1,72+0,05 1.62+0,08 2,98+0,17 8.19+0,08
Siringinska kis.  0,03+0,32 5,46+0,15 7,54+0,09 8,06+0,15 0,04+0,05
(7)

p-Kumarnakis.  3,76+0,26 2,70+0,11 1.97+0,03 1,74+0,09 3,76+0,03
(8)

Ferulna kis.(9) 1.01+0,17 2,24+0,10 0,37+0,05 3,35+0,15 4,75+0,07
Elaginska kis. 3,25+0,15 / 4,46+0,72 / 0,02+0,01
(10)

Ukupne 83,67+0,12 62,48+0,25 84,13+0,85 72,78+0,11 62,40+0,11
hidroksi-

benzoeve kis.

Ukupne 33,82+0,09 24,72+0,05 22,01+0,15 41,97+0,25 53,51+0,18
hidroksi-

cimetne kis.

Ukupne fenolne 117,49+0,15 87,20+0,07 106,14+0,11 114,75+0,19 115,91+0,09

kiseline

132



Na sledecoj slici prikazan je procentno prisustvo svih detektovanih fenolnih kiselina
kod vina Medveda krv:

|Galna kis.
N | t-K aftarinska k.
|t-Kutarinska kis.
| Hlorogenska kis.
|\ anilionska kis.
[l|Fafeinska kis.
l|Siringinska kis.
| p-Kumarinska kist

| Ferulinska kis. |
|Elaginska kis. \

21.7%

Slika 71. Procentni odnos svih prisutnih fenolnih kiselina kod vina Medveda krv

Vino Crno iz vinarije Vino Zupa i vino Crno iz vinarije Rubin, koja imaju veoma sli¢an
sastav su pokazala razli¢it sastav fenolnih kiselina (106,14 | 114,75 mg/L). Vino
Crno iz Rubina je bogatije za 15,83% hidroksicimetnim kiselinama. Ako se napravi
procentni odnos izmedu prisutnih hidroksibenzoevih i hidroksicimetnih kiselina u

ovim vinama dobijaju se sledece graficke vrednosti:

I Hidroksibenzoeve kiseling I Hidroksibenzoeve kiseline
Hidroksicimetne kiseline Hidroksicimetne kiseline

| 20.7%

79.3%

A) B)

Slika 72. Grafi¢ki prikaz procentnog odnosa prisutnih hidroksibezoevih i

hidroksicimetnih kiselina u Crno vino iz Vino Zupe (A) i Crno vino iz Rubina (B)
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U svim uzorcima ispitivanih vina galna kiselina je dominantna fenolna kiselina i

najvi$e je ima u vino Crno iz Vino Zupe (72,11 %) i vino Medas (71,15 %):

Tabela 52. Prisustvo galne kiseline, kao i ukupne hidroksibenzoevih i
hidroksicimetnih kiselina (u procentima) u odnosu na ukupno detektovanih fenolnih

kiselina u visesortnim Zupskim vinima (%)

Vino Galna kiselina Hidroksibenzoeve Hidroksicimetne
(%) kiseline (%) kiseline (%)

Medas 71,15 71,21 28,78

As 64,79 71,24 28,76

Crno VZ 72,11 79,26 20,74

Crno R 56,36 63,42 36,57

M.krv 53,70 53,83 46,16
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Slika 73. HPLC dijagrami fenolnih kiselina na 280 nm i 320 nm u Medas$ vino
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4.4.2.2 HPLC analiza trans-resveratrola u videsortnim Zupskim

crvenim vinima

U Tabeli 53 date su dobijene vrednosti o sadrZaju ovog biolo$ki znacajnog stilbena
na osnovu standardne jednaline | apsorpcione vrednosti na 320 nm
(eksperimentalni deo):

Tabela 53. Sadrzaj trans-resveratrola u visesortnim Zupskim vinima na 320 nm
(mg/L £ SD, n=3)

Vino trans-Resveratrol (7)
Medas 1,06+0,11
As 0,60+0,19
Crno VZ 0,64+0,10
Crno R 0,67+0,15
M.krv 0,65+0,23

Rezultati pokazuju da se trans-rezveratrol u ispitivanim uzorcima vina nalazi u
uskom intervalu od 0,47 mg/L kod vino Crno iz Rubina do 1,06 mg/L kod vina Meda$
iz Vino Zupe:

0.8

0.6 -

0.4

t+-Resveratrol (mgL")

0.2 4

0.0

T T T T T
K1 Kv2 KV3 K4 KWS
Vino

Slika 74. Grafi¢ki prikaz sadrzaja trans-resveratrola u ispitivanim zupskim vinama
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4.4.3 HPLC analiza flavonoidnih jedinjenja u izabranim

uzorcima visesortnih Zupskih crvenih vina

Kao i kod ostalih do sada analiziranih vina i u izabranim uzorcima Zupskih
viSesortnih vina je izvrSeno detektovanje i kvantifikacija prisutnih flavonoidnih

Jedinjenja na isti nacin kao Sto je ranije objasnjeno.
4.4.3.1 Flavan-3-oli u viSesortnim Zupskim crvenim vinima

U Tabeli 54 date su odredene koncentracije najzastuplenijih flavan-3-ola u
ispitivanim uzorcima vina i to: (+)-katehin, procijanidin B2, odnosno dimer B tipa: (-)-
epikatehin-(48— 8)-(-)-epikatehin,

detektovanih fluorescentim detektorom na 275/322 nm.

(-)-epikatehin i  (-)-epigalokatehin  galat,

Analizom rezultata moze se uociti da se dobijene koncentracijske vrednosti razlikuju,
kao Sto se moglo i oCekivali u zavisnosti sastava i proizvodaca vina. Tako da ukupna
koncentracija odredenih flavan-3-ola se nalazi u intervalu od 44,79 do 73,13 mg/L.
Najmanje vrednosti su dobijene u vinu Medveda krv, dok vino As iz Vino Zupe je

najbogatije flavan-3-olima.

Table 54. Sadrzaj flavan-3-oli u ispitivanim viSesortnim Zupskim vinima (mg/L + SD,
n = 3) na 275/322 nm

Vino (+)-Katehin Procianidin (-)-Epikatehin (-)-Epigalo- Ukupni

Q) B2 (2) 3) catehingalat flavan-3-oli

(4)

Medas 28,13+0,55 12,72+0,12 24,44+0,69 7,84+0,11 73,13+0,15
As 25,32+0,10 13,77+0,11 28,44+0,18 5,563+0,14 73,06+0,47
Crno VZ 21,11+0,34 10,37+0,19 13,31+0,46 / 44,79+0,13
Crno R 25,83+0,35 12,92+0,65 13,98+0,15 / 52,73+0,15
M.krv 25,38+0,14 12,89+0,68 12,26+0,25 / 50,53+0,75

Ocigledno je da i kod ovih crvenih vina koncentracija (+)-katehina najveca i nalazi se
u intervalu od 32,53 % (vino As) do 83,13 % (vino Medveda krv):
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Tabela 55. Procentno prisustvo (+)-katehina u ispitivanim Zupskim vinima

Vino (+)-Katehin (%)
Medas 34,91
As 32,53
Crno VZ 47,13
Crno R 48,98
M.krv 83,13

Analiza je pokazala da vino Crno iz vinarije Vino Zupa i vino Crno iz vinarije Rubin,
koja imaju sliCan sastav groZda, imaju i priblizno isti sastav flavan-3-ola (44,79 |

52,73 mg/L). Vino Crno iz Rubina je bogatije za 15,06% ovim jedinjenjima:

I (+)-Katehin I (+)-Katehin

Flavan-3-oli . Flavan-3-ol

 529% e 51%

A) B)

Slika 75. Procentni odnos prisutnog (+)-katehina u odnosu na ukupne flavan-3-ole u

vinima Crno iz Vino Zupe (A) i Crno iz Rubina (B)
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Na slici 76 je prikazan procentni odnos odredenih flavan-3-ola u As vinu:

I (+)-Katehin
Procianidin B2

I (-)-Epikatehin

| (-)-Epigalokatehingalaf

32.7%

7 6.35%

29.1%

Slika 76. Pocentni odnos odredenih flavan-3-ola u As vinu

Dobijene vrednosti su u saglasnosti sa literaturnim podatcima za vina iz Hrvatske,
Gréke i Turske [Anli i Vural, 2009; Katalini¢ i sar., 2004; Kallithraka i sar., 2006;
Piljac i sar., 2005] | ostalih ispitivanih vina [Bartolome, 1996; Luiz 2011; Seruga i sar,
2011; Singleton | Trousdale, 1992].

4.4.3.2 Flavonoli, flavoni i flavanoni u uzoraka visesortnih Zupskih

crvenih vina

U Tabeli 56 date su odredene koncentracije najprisutnijih flavonola i flavonol glikona
u ispitivanim Zupskim vinima: kvercetin-3-glikozida, rutina, morina, kvercetina i
flavanona — naringina. Sva jedinjenja su detektovana na 360 nm primenom

standardnih jednacina (eksperimentalni deo).

Analizom rezultata se moZe uocCiti da se dobijene koncentracijske vrednosti ne
razlikuju mnogo, odnosno nalaze se u intervalu od 11,99 do 13,80 mg/L. Najmanje
vrednosti su dobijene za vino Medas, dok Medveda krv ima najvecu koncentraciju

flavanola:
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Tabela 56. Sadrzaj flavonola, flavanona ukupnih flavonoida u visesortnim Zupskim
vinima, detektovanih na 360 nm i 322/275 nm (mgL+SD, n = 3)

Flavonoidi Medas As Crno VZ Crno R M.krv
Kvercetin- 3- gl.(1) 4,06+0,12 4.06+0,13 6,02+0,11 8,75+0,32 5,3840,15
Rutin (2) 2,05+0,19 2.05+0,26 3,14+0,15 3,561+0,11 3,561+0,67
Naringin (3) 0,74+0,65 0,91+0,12 0,95+0,78 0.85+0,19 1.05+0,12
Morin (5) 2,45+0,34 2,45+0,78 2,45+0,91 2,45+0,45 2,69+0,65
Kvercetin (7) 2,69+0,25 3,72+0,65 0,60+0,19 0,75+0,35 0,75+0,48
Ukupni flavonoli 11,99+0,67 13,19+0,10  13,16+0,11 16,31+0,13 13,80+0,59

Ukupni flavonoidi ~ 85,12+0,11  86,25+0,15 57,95+0,55  69,04+0,18  64,33+0,11
(322/275 i 360 nm)

Dobijeni podatci su u saglasnosti sa literaturnim podatcima za druga analizirana vina
[Anli i Vural, 2009; Arnous i sar., 2002; Braicu i sar., 2011; Jeffery i sar., 2008;
Kallithraka i sar., 2006; McDonald i sar., 1998; Pour Nikfardjam i sar., 2006].
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FLD1 A, Ex=275, Em=322
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Slika 77. HPLC dijagrami flavan-3-ola na 322/275 nm (Agx/ Aem) i ostalih flavonoida

na 360 nm u vinu Medas

Ako uporedimo flavonole po njihovom prisustvu u ispitivanim Zupskim vinima, vidi se
da je kvercetin-3-glukozid dominantan u svim uzorcima. Ukupno procentno

prisustvo kvercetina i kvercetin-3-glukozida u ovim vinima se nalazi u intervalu od
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53,34 do 60, 09 i 60,24 % u vinima Crno i Medas iz Rubina. Moze se redéi da su ova
ispitivana vina bogata (iznad 55 %) flavonolima.

Tabela 57. Procentni prinos kvercetin-3-glikozida i kvercetina u odnosu na prisutnie

flavonole u uzorcima Zupskih crvenih vina

Vino Kvercetin-3- Kvercetin (%) Ukupno (%)
glikozid (%)

Medas 37,38 22,44 60,24

As 29,39 28,20 57,59

Crno VZ 52,58 4,56 57,14

Crno R 57,49 4,60 60,09

M.krv 46,90 5,44 53,34

Iz ovih podataka moZe se videti da vina Crno iz Vino Zupe i Crno iz Rubina imaju

slicnu i najvecu koncentraciju kvercetin-3-glikozida:

- Kvemetin—S-glukozid I Kvercetin-3-glukozid
Flavonoli Flavonoli

_ 47.4%

Slika 78. Grafi¢ki prikaz procentnog prisustva kvercetin-3-glukozida u odnosu na
procentni prinos ukupnih nadenih flavanola u vinima Crno iz Vino Zupe (A) i Crno iz
Rubina (B)
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Vino sa najvecim procentno prisustnim kvercetinom u odnosu na ostala ispitivana
vina (4,56 -5,44 %) je Zupsko vino Medas (22,44 %):

77.6%

22.4%

I Kvercetin
I Flavonoli

Slika 79. Graficki prikaz procentne prisutnosti kvercetina u odnosu na ukupnih

flavonola u vinu Medas

Sabiranjem dobijenih vrednosti za ukupnu koncentraciju flavanol-3-ola, detektovanih

fluorescentnim dektektorom na 275/322 nm sa koncentracionim vrednostima

flavonola i flavanona, detektovanih na 360 nm dobijaju se koncentracijske vrednosti

ukupnih flavonoida. Kao najbogatije vino flavonoidnim jedinjenjima je vino As iz Vino

Zupe (86,25 mg/L), koje je sastavljeno od sorta groZzda: Vranac, Prokupac i Game:

85.4%

I Flavan-3-oli
| Flavonoli
I Favonon

| 12.5%

212%

Slika 80. Grafi¢ki prikaz procentnog odnosa odredenih flavanoidnih jedinjenja u As

vinu
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4.4.3.3 HPLC analiza antocijana u uzoraka videsortnih Zupskih

crvenih vina

U Tabeli 58 date su odredene koncentracione vrednosti za antocijane na 520 nm.
Na osnovu analize dobijenih rezultata oCigledno je da je dominatan malvidin-3-O-

glikozid i njegovi acetatni i kumaratni oblici:

Table 58. Sadrzaj glavnih monomernih antocijanina prisutnih u analiziranim

viesortnim Zupskim vinima na 520 nm (mg/L = SD, n = 3)

Antocijani Medas As Crno VZ Crno R M. krv
Dp-3-gl (1) / 7,58+0,46 / / 17,01+0,25
Cy-3-gl (2) / / / / 8,01+0,12
Pt-3-gl (3) / / / 7,95+0,42 27,55+0,43
Pn-3-gl (4) 7,37+0,15 2,12+0,35 4,02+0,24 9,17+0,46 33,35+0,45
Mv-3-gl (5) 9,50+0,25  19,44+0,25 11,80+0,16 36,39+0,68 168.,4+0,11
Pn-3-acetgl (9) / / / / 7,71+0,19
Mv-3-acetgl (10) / / / / 27,92+0,48
Pn-3-p-kumgl / / / / 6,02+0,12
(13)

Mv-3-p-kumgl| 8,19+0,11 / / 6,96+0,11 19,82+0,47
(14)

Ukupni 3-gl 16,87+0,23 / 11,80+0,18 53,51+0,15 254,26+0,13
Ukupni 3-acetilgl / / / / 35,63+0,55
Ukupni 3-p- / / / / 25,84+0,78
kumaroilgl

Ukupni 25,06+0,10 29,14+0,11 15,82+0,45 60,47+0,55 315,73+0,49
antocijani

Analizom dobijenih rezultata se moze uocCiti da se vrednosti za ukupne antocijane
nalaze u Sirokom intervalu od 15,82 mg/L u vinu Crno iz Vino Zupe do 315,73 mg/L

u vinu Medveda krv iz Rubina.
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Zanimljiv je podatak da su najviSe prisutni antocijani u obliku 3-glikozida, sa
izuzetkom kod vina Medveda krv gde ih ima i u obliku 3-acetilglikozida i 3-p-

kumaroilglikozida, kao $to je grafiCki prikazano:

I Glukozidi
| | Acetilglukozidi
I Kumaroilglukozidi

0 11.3%

80.5%
8.18%

Slika 81. Grafi¢ki prikaz medusobnog odnosa (u procentima) prisutnih antocijana u

obliku 3-glikozida, 3-acetilglikozida i 3-para-kumaroilglikozida kod vina Medveda

Malvidin-3-glukozid je prisutan u sledec¢im procentima: 37,91% (Meda$ vino),
66,71% (As vino), 74,59 % (Crno vino iz Vino Zupe) i 60,18% (Crno vino iz Rubina).

I malvidin-3-glukozid
[ | malvidin-3-acetilglukozid
N 3-p-kumaroilglukozid

: 12.9%

77.9%
9.17%

Slika 82. Grafi¢ki prikaz medusobnog odnosa (u procentima) malvidin-3-glikozida,

malvidin-3-acetilglikozida i malvidin-3-para-kumaroilglikozida u vinu Medveda krv

Jedino kod vina Medveda krv je prisutan u svim oblicima i to: 53,32 % (kao malvidin-
3-glikozid), 8,84 % (kao malvidin-3-acetilglikozid) i 6,28% (kao 3-p-kumaroilglikozid)
ili ukupno ga ima 68,44 % u odnosu na ostale prisutne antocijane.
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Ako uporedimo vina Crno iz Vino Zupe i Crno iz Rubina, vidi se da imaju razliéit
sadrzaj antocijana (15,82 i 60,47 mg/L) iako su istog sastava i iste godine

proizvodnje. Vino crno iz Rubina je 73,84% bogatije ovim jedinjenjima.
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Slika 83. HPLC dijagram antocijana na 520 nm u Meda$ vino
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4.5 Antioksidaciona aktivnost i njena korelacija sa
sadrzajem fenolnih jedinjenja u izabranim

uzorcima crvenih vina Balkana

Jo$ od proslog veka je poznato da fenolna jedinjenja nemaju nutritivni znacayj, ali
pomazu u ocuvanju ljudskog organizma zbog visokog antioksidativhog potencijala
[Hertog i sar. 1995]. Jedan ¢as nakon uno$enja 300 mL crvenog vinskog seruma
antioksidacioni kapacitet se povecava za 18%, $to je uporedivo sa povecanjem od
22% nakon unoSenja 1 g C vitamina [Whitehead i sar., 1995 |.

Polifenoli koji se nalaze u crvenim vinima inhibiraju neke degenerativne bolesti kao
Sto su: kardiovaskularne bolesti, neurogenetske poremecaje, dijabetis, poboljsavaju
insulinsku osetljivost, sprec¢avaju oksidaciju LG holesterola, usporavaju kancerogene
procese u organizmu, do 80 % inhibiraju virus HIV-a, usporavaju Alzheimer-ovu
bolest, starenje, asme, hipertenzije, slabokrvnost i smanjuju ukupni oksidativni stres
[Bertelli, 2007; Gey, 1990; German i Walzem, 2000; Grotewold, 2006; Doll, 1990;
Hertog, 1995; Havsteen, 2002; Hou, 2003; Edeas, 2001; Klepacka i sar., 2011;
Macheix i sar., 1990; Mimi¢-Oka i sar., 1999; Olas | Wachowich, 2002; Pereira i sar.,
2009; Renaud i de Lorgeril, 1992; Shahidi i Wanasundara, 1992; Soleas i sar,
2002]. Ovi farmakoloSki efekti polifenolnih jedinjenja povezani su sa njihovom
antioksidacionom delovanju.

Dr Cristobal Miranda (1954.) i Dr Donald R. Buhler (1962.), dobitnici Nobelove
nagrade za istrazivanja antioksidacione aktivnosti flavonoida, potvrdili su da ona
zavisi od strukture molekula tj. od prisutnih hidroksilnih grupa na benzenovom
prstenu i dvogubih veza.

Iz navedenih razloga u ovom poglaviju bice dati rezultati ispitivanja korelacije
antioksidacione aktivnosti najzastupljenijih crvenih vina Balkanskog regiona sa

nadenim koncentracijama prisutnih fenolnih jedinjenja.
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4.5.1 Antioksidaciona aktivnost odredena DPPH
slobodnoradikalskom metodom i njena korelacija sa
sadrzajem fenolnih jedinjenja u izabranim uzorcima

crvenih vina

Primenom 2,2’-difenil-1-pikrihidrazil radikala (DPPH-) odredena je antiradikalska ili
antioksidaciona aktivnost izabranih uzoraka crvenih vina (datih u Eksperimentalnom
delu). Po ovoj metodi, nastala redoks reakcija izmedu uzorka vina i, DPPH
slobodnog radikala se prati promenom apsorbancije na 517 nm. Kao Sto je poznato,
DPPH’ radikal ima ljubi¢astu boju zbog prisustva nesparenog elektrona i nakon
reakcije sa kiseonikovim atomom iz fenolnih jedinjenja prisutnih u vinu, formira zuto
obojeno 2,2’-difenil -1-pikrilhidrazin (DPPH-H) jedinjenje.

U tabeli 58 date su vrednosti za antioksidacionu aktivnost izabranih uzoraka crvenih
vina, proracunate u procentnom prinosu i u ECsy vrednostima, odnosno preko
potroSnje DPPH’ radikala, zbog lakSeg uporedivanja rezultata izmedu razlicitih

uzoraka.

Za analizu antioksidacione aktivnosti izabrana su prethodno spektrofotometrijski i
hromatografski analizirani uzorci vina, od kojih Sest uzoraka su vrste Cabernet
Sauvignon vina, Sest uzoraka su Vranac vina, pet uzoraka su od ostalih jednosortnih

vina i pet uzoraka visesortnih Zupskih vina.

Analizirani uzorci Cabernet Sauvignon vina su: Cavernet Sauvignon vino iz vinarije
Kraljevski vinogradi (2009 godine), Cabernet Sauvignon — Terra Lazarica iz vinarije
Rubin (2008 godine), Cabernet Sauvignon vino, takode iz Rubina (2009 godine),
Cabernet Sauvignon — Alexandrija (2009 godine) iz vinarije Tikves, Cabernet
Sauvignon — Cardak (2009 godine) iz vinarije Lozar i Cabernet Sauvignon vino (2008
godine) Sekulovica. Dobijeni rezultati su pokazali da eksperimentalno odredena
antioksidaciona aktivnost u Cabernet Sauvignon vinima nalazi u grani¢nim
procentnim vrednostima od 83,52 % do 91,83 %. Njihove koncentracijske vrednosti

izrazene kao ECso se nalaze u intervalu od 83,25 do 49,24 mL/g (Tabele 59 i 60).
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Analizirani uzorci Vranac vina su: Vranac vino (2008 godine) iz vinarije Rubin,
Vranac vino (2008 godine) iz vinarije Vino Zupa, Vranec vino (2009 godine) iz
vinarije TikvesS, Vranec — Vilarov (2011 godine) iz vinarijie Stobi, Vranac —
Hercegovacki (2008 godine) iz vinarije Vukoje i Vranac- Crnogorski (2007 godine) iz
vinarije Plantaza. Dobijeni rezultati su pokazali da se eksperimentalno odredena
antioksidaciona aktivnost u ispitivanim Vranac vinima nalazi u grani¢nim procentnim
vrednostima od 65,82 % do 89,96 %. Njihove koncentracijske vrednosti izrazene
kao ECsp se nalaze u intervalu od 145,83 do 50,56 do mL/g (Tabele 57 i 58).

Ispitivana je antioksidaciona aktivnost Merlot vina iz vinarije Radmilovac, Merlot vina
iz vinarije Tikves, Pinot Noir vina iz vinarije Rubin i Frankovke vina iz vinarije VrSacki
podrum. Dobijeni rezultati su pokazali da se eksperimentalno odredena
antioksidaciona aktivnost u ispitivanim  Merlot vinima nalazi u procentnim
vrednostima od 80,45 % do 90,25 %. Njihove koncentracijske vrednosti izrazene kao
ECso se nalaze u intervalu od 55,30 do 49,85 do mL/g. Utvrdeno je da vino Pinot
Noir ima maniji antioksidacioni kapacitet, ECsg iznosi 112,84 mL/g, a vino Frankovka
ima najmanji, ECsp iznosi 129,33 mL/ u odnosu na ostala ispitivana jednosortna

crvena vina (Tabele 57 i 58).

Takode, pracena je antioksidaciona aktivnost svih prethodno ispitivanih crvenih vina
iz Zupskog rejona i dobijene su procentne vrednosti od 69,55% do 83,98 %. Njihove
koncentracijske vrednosti izrazene kao ECsy se nalaze u intervalu od 140 do 95,03
mL/g (Tabele 57 i 58).
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Tabela 59. Antioksidaciona aktivnost izabranih uzoraka crvenih vina

Ime vina i vinarije

Antioksidaciona
aktivnost (%)

Antioksidaciona
aktivnost, ECsq (MmL/Q)

C.Sauvinjon (Cardak)

C. Sauvingon (Oplenac)

C. Sauvingon - Alexandria (Tikves)

C. Sauvingon - T. Lazarica (Rubin)

C. Sauvingon (Rubin)
C. Sauvignon (Sekulovic)
Vranac (Tikves)

Vranec- Vilarov (Stobi)

Vranac - Hercegovacki (Vukoje)

Vranac- Pro corde (Plantaza)
Vranac (Rubin)

Vranac (Vino Zupa)

Merlot (Tikves)

Merlot (Radmilovac)

Pinot Noir (Rubin)
Frankovka (Vrsacki podrumi)
Medas (Vino Zupa)

Crno (Rubin)

Medveda krv (Rubin)

Crno (Vino Zupa)

As (Vino Zupa)

91,83+0,26

89,53+0.56
86,78+0,26
88,93+1,02
85,89+0,26
83,52+0,26
89,96+0,26
88,96+0,26
87,02+0,26
87,32+0,26
80,72+0.15
65,82+0,26
90,25+0,26
86,45+0,26
79,01+0,21
80,45+0,26
83,98+0,21
83,41+0,30
80,60+0,42
80,24+0,26

69,55+0,44

47,17+0,43

49,24+0,26
60,67+0,34
80,03+0,32
83,25+0,24
97,75+0,15
50,56+0,26
54,31+0,29
64,96+0,16
74,08+0,03
104,11+0,22
145,83+0,17
47,85+0,56
65,30+0,55
112,84+0,21
129,33+1,05
95,03+0,33
101,29+0,45
105,42+0,12
106,43+0,18

140,29+0,25

150



U Tabeli 60 date su granicne vrednosti za antioksidacionu aktivnost pojedinih vrsta
ispitivanih vina od kojih se moze videti da Cabernet Sauvignon vina pokazuju najace

delovanje.

Tabela 60. Grani¢ne vrednosti za antioksidacionu aktivnost pojedinih vrsta crvenih

vina koja su ispitivana u ovom radu

Vrsta crvenih vina Antioksidaciona aktivnost (ECsy,
mL/g)

Cabernet Sauvignon vina 49,24+0,15 - 83,25+0,28

Vranac vina 50,56+0,32 - 145,83+0,25

Jednosortna vina (Merlot, P.Noir, Frankovka) 49,85+0,55 - 129,33+0,21

Visesortna vina iz Zupskog rejona 95,03+0,05 — 140,29+0,20

Na osnovu datih ECs vrednosti evidentno je da ispitivana crvena vina pokazuju
dosta visoku antioksidacionu aktivhost. Smatra se da fenolna jedinjenja kao
antioksidansi imaju sposobnost terminacije slobodnoradikalskih reakcija i konstantne
brzina ovih reakcija odreduju antioksidacionu aktivnost.

Aktivnost fenolnih jedinjenja zavisi od mnogih faktora kao Sto su energija disocijacije
veze O-H, mogucnost delokalizacije i rezonantne stabilizacije nesparenog elektrona
slobodnog radikala fenolnog jedinjenja i sternih smetnji voluminoznih grupa vezanih

za aromaticni prsten [Shahidi i Naczk, 1995].

Neki autori su pokazali da inhibitorni efekat fenolnih kiselina, narocito
hidroksicimetne kiseline zavisi od broja i polozaja hidroksilninh grupa u molekulu.
Hidroksilne grupe uticu na antioksidcionu aktivnost, ne samo kao izvor vodonikovih
atoma sposobnih da neutraliziraju slobodnodne radikale, nego i povecanjem
stabilnosti radikala flavonoida otpuStanjem joS jednog vodonikovog atoma iz druge
hiroksilne grupe. A razlika u antioksidacionoj aktivnosti vina je posledica razli¢itog

sadrzZaja i razliite reaktivnosti prisutnih fenolnih jedinjenja.

Tako da se antioksidaciona aktivnost nekih flavonoida kao Sto su flavonoli pripisuje:
broju hidroksilnih grupa u prstenu B, O-dihidroksilne grupe B prstena, 2,3-dvostrukoj

vezi piranskog prstena u konjugaciji sa keto-grupom na Cg-atomu (zbog
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delokalizacije) i hidroksilnim grupama na polozajima Cz i Cs kao ,hvataCima
slobodnih radikala i njihovoj sposobnosti stvaranja vodoni¢nih veza sa keto grupom
ili heliranjem jona metala u toku oksidacione reakcije [Espinoza i sar., 2009;

Marinova i Yanishieva, 1992; Rice-Evans i sar., 1995].

U literaturnim radovima (prethodno citiranim) nalazimo razli¢ite korelacione analize
izmedu nekih fizioloSkih aktivnih komponenata | antioksidacionog kapaciteta
prirodnih uzoraka, kao sto je grozde i vino. U nasim radovima pokusali smo da
otkrijemo dali postoji korelacija izmedu koncentracije prethodno odredenih
koncentracija fenolnih jedinjenja i eksperimentalno dobijenih ECso vrednosti za
antioksidacionog kapaciteta izabranih uzoraka crvenih vina [Radovanovi¢ i sar,
2008; 2010a, 2010b; 2012a; 2012b].

Iz prethodno prikazanih UV/VIS spektroskopskih analiza ispitivanih uzoraka crvenih
vina (Tabele 5, 21, 36 i 48) pokuSali smo da uspostavimo korelaciju izmedu ECsg
vrednosti i spektroskopski dobijenih vrednosti za ukupne fenole, estre vinske kiseline

i flavonole. Korelacioni indeksi dati u Tabeli 61 pokazuju da postoji dobra korelacija:

Tabela 61. Korelacioni indeksi za koncentracije ukupnih estara vinske kiseline i
ukupnih flavonola, odredenih UV/VIS spektroskopijom (mg/L) i antioksidaciona

aktivnost u ispitivanim uzorcima crvenih vina (ECso, mL/Q)

Korelacije R SD P

Ukupni polifenoli vs ECsq 0,5220 26,9547 0,0055
Ukupni estri vinske kiseline vs ECs 0,5695 49,1090 0,0050
Ukupni flavonoli vs ECsq 0,6060 21,6040 0,0035

Na Slici 84 graficki su prikazane korelacije izmedu koncentracija ukupnih polfenola
(A), estara vinske kiseline (B) | ukupnih flavonola (C) i antioksidacione aktivnosti

ispitivanih uzoraka crvenih vina:
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Slika 84. Grafi¢ki prikaz korelacije izmedu koncentracija (mg/L) ukupnih polfenola
(A), estara vinske kiseline (B) i ukupnih flavonola (C), detektovanih UV/VIS

spektroskopijom i antioksidacione aktivnosti (ECso mL/g) ispitivanih uzoraka crvenih

vina datih u tabeli 59

Takode, ispitivana je mogucnost korelacije izmedu koncentracija ukupnih fenolnih
kiselina (Tabele 9, 25, 39, 49), flavan-3-ola (Tabele 11, 27, 41, 52), flavonola (Tabele
13, 29, 43, 54), flavonoida (Tabele 15, 31, 45, 54) i ukupnih antocijana (Tabele 18,

33, 46, 56), detektovanih HPLC metodom i antioksidacione aktivnosti izabranih

uzoraka crvenih vina. Njihovi korelacioni indeksi su dati u Tabeli 62 i grafiCki

prikazani na Slici 85.
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Tabela 62. Korelacioni indeksi za koncentracije ukupnih fenolnh kiselina, ukupnih

flavan-3-ola, ukupnih flavonola i ukupnih flavonoida (mg/L), odredenih HPLC

metodom i antioksidacione aktivnosti (ECsp, mL/g) u ispitivanim uzorcima crvenih

vina
Korelacije R SD P
Ukupne fenolne kiseline vs ECsq 0,7423 27,4829 0,0001
Ukupne flavan-3-ole vs ECsq 0,6991 19,2772 0,0004
Ukupne flavonole vs ECsq 0,7486 10,4961 <0,0001
Ukupne antocijane vs ECsq 0,5941 22.1015 <0,0005
Ukupne flavonoide vs ECsq 0,8595 21.2075 <0,0001
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Slika 85. Grafi¢ki prikaz korelacije izmedu koncentracija (mg/L) ukupnih fenolnih
kiselina (A), ukupnih flavan-3-ola (B), ukupnih flavonola (C), ukupnih antocijana (D) i
ukupnih flavonoida (E), detektovanih HPLC metodom i antioksidacione aktivnosti

(ECso, mL/g) uzoraka crvenih vina
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Analiza dobijenih vrednosti pokazuje da postoji veoma dobra korelacija za sve ove
grupe fenolnih jedinjenja, detektovanih HPLC metodom sa ECsy vrednostima, a kao
najbolja se pokazala sa ukupnim flavonoidima (0,8595), §to potvrduje Cinjenicu da
razlicite grupe flavonoida daju sinergisticki doprinos ukupnom antioksidacionom

kapacitetu vina.

Antocijani su posebna velika grupa fenolnih jedinjenja koja imaju znacajno biolo$ko
delovanje, ali njihovo prisustvo i sadrZaj u crvenim vinima je pod uticajem razliCitih
faktora, kao Sto su: sorte grozda, zrenje groZda, godine i nacin proizvodnje vina,
Cuvanje tj starenje vina itd, tako se njihove koncentracije u ispitivanim crvenim

vinima veoma razlikuju, kao Sto je u prethodnoj diskusiji pokazno.

Prethodno date HPLC analize uzoraka crvenih vina pokazale su da je u svakoj
odredenoj grupi fenolnih jedinjenja dominantna jedna njihova komponenta. HPLC
analiza fenolnih kiselina, detektovanih DAD-om na 280 i 320 nm, pokazala je da je
od ukupno odredenih hidroksibenzoevih i hidroksicimetnih kiselina najprisutnija galna
kiselina, maksimalnim u¢e$¢em od 88,75 % u KratoSija vinima; dok u ukupnim
detektovanim flavan-3-olima na 275/322 nm, najprisutnija komponeta je (+)-katehin
sa maksimalnim uc¢e$¢em od 55,30 % u Cabernet Sauvignon vinima i kod ukupno
odredenih flavonola na 360 nm, najzastupljenija komponenta je kvercetin-3-glikozid,
maksimalno do 57,58 % u Zupskim viesortnim vinima (Tabeli 63):

Tabela 63. Granicne procentne vrednosti nekih fenolnih jedinjenja, odredene HPLC

metodom

Vrste vina Galna kiselina (%) (+)-Katehin (%) Kvercetin-3-gl (%)

C. Sauvignon vina 36,55 - 63,92 30,96 — 55,30 12,37 — 38,35
Vranac vina 45,20 -71,88 33,49 - 51,59 16,80 — 45,09
KratoSija vina 68,82 — 88,75 32,52 - 52,09 28,89 — 37,81
Merlot vina 61,77 — 62,54 22,09 - 25,50 34,92 - 36,48
Pinot Noir vino 49,48 51,77 43,93

Frankovka vino 37,30 62,00 79,74

Zupska visesortna vina 53,70 — 71,15 32,53 -48,98 29,39 - 57,58
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Zbog toga je ispitivana mogucnost korelacije izmedu koncentracija galne kiseline
(Tabele 7, 23, 37, 49), (+)-katehina (Tabele 11, 27, 41, 52) i kvercetin-3-glikozida

(Tabele 13, 29, 43, 54) i antioksidacione aktivnosti odabranih uzoraka crvenih vina.

Dobijeni rezultati, dati u Tabeli 64 i graficki prikazani na Slici 93 (A, B i C) pokazuju
da postoji veoma dobra korelacija izmedu koncentracije ovih fenolnih jedinjenja i
antioksidacione aktivnosti ispitivanih crvenih vina, $to ¢e biti i potvrdeno posebnom
korelacijom izmedu ovih fenolnih jedinjenja i dobijenih ECsy vrednosti ispitivanih vina
( Tabeli 62).

Takode, ispitivana je korelacija izmedu koncentracije trans-resveratrola (Tabele 10,
26, 40, 51) kao predstavnika stilbena i antioksidacione aktivnosti ispitivanih uzoraka
crvenih vina. Dobijeni korelacioni indeks (Tabela 62) graficki prikazan na Slici 86 (D)
potvrduje da postoji veoma dobra korelacija:

Tabela 64. Korelacioni indeksi za koncentracije galne kiseline, (+)-katehina,
kvercetin-3-glikozida i trans -resveratola (mg/L), odredenih HPLC metodom i

antioksidacione aktivnosti (ECsp, mL/g) u ispitivanim uzorcima crvenih vina

Korelacije R SD P

Galna kiselina vs ECsq 0,6917 18,4398 0,0005
(+)-Katehin vs ECsq 0,6912 22,8353 0,0005
Kvercetin-3-glikozid vs ECsg 0,7719 3,4454 <0,0001
trans-Resveratrol vs ECs 0,7404 21,2444 0,0001

157



Galna kiselina (mg/L)
@ @ =1 =] o
3 2 2 1 S
I 1 1
-

-
=
1

T
40

Kvercetin-3-glukozid (mg/L)
L]

&0 80 00 120 140 180
EC50 (mlL/g)

A)

T T
40 60

8 100 120 140 180
EC50 (mLig)

C)

trans-Resveratrol (mg/L)

-y
o
E 3] . R =0.6359
=
£
E 30~ . " 5 L]
X "o
X
25 . - .
L .. [}
204
-
15 T T T T T T 1
40 80 80 100 120 140 180
ECS50 (mLig)
180 -
-
140 4 [
-
120
L]
.
-
100 5 L)
"
. .R=07404
804 .
.
- -
604 [
-
-
.
40 4

. LA B T T T ' 1§ T 1Tt
04 06 08 10 12 14 16 18 20 22 24 26
X Axis Title

B)

D)

Slika 86. GrafiCki prikaz korelacije izmedu koncentracije (mg/L) galne kiseline (A),

(+)-katehina (B), kvercetin-3-glikozida (C) i trans-resveratrola (D) i antioksidacione

aktivnosti (ECsp, mg/L) uzoraka crvenih vina

Primenom DPPH slobodoradikalskom reakcijom je odredena antioksidaciona

aktivnost i nekih posebnih (“Cistih”) fenolnih komponenata. Od fenolnih jedinjenja

prisutna u vinima ispitivana su: galna kiselina, askorbinska kiselina, kvercetin i rutin,

a od sintetickih oksidanasa: troloks i 2-terc-butil-4-hidroksianizol (BHA). Njihove

dobijene vrednosti, ukazuju da kvercetin u poredenju sa ostalim supstancama ima

najaci antioksidacioni kapacitet, a nakon njega dolazi galna kiselina i rutin:
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Tabela 65. ECsg vrednosti za neke cCiste supstance, izrazene u mg/g i pmol/g

Supstance ECso, mg/g DPPH"  ECsg, umol/g DPPH’
Kvercetin 7,29 24,12
Galna kiselina 55,15 325,00
Askorbinska kiselina 107,43 609,95
Rutin 129,96 212,86
Troloks 130,00 520,00
BHA 142,84 792,41

Od svih do sada postavljenih korelacija mozZe se zakljuCiti da se najbolja korelacija

dobija pracenjem koncentracije ukupnih nadenih flavonoida u crvenim vinima, kojima

pripadaju i daju svoj antioksidativni doprinos grupe: flavan-3-oli, flavonoli, flavoni i

flavanoni, odredeni na 360 nm DAD-om i 275/322 nm fluorescentnim detektorom, Sto

ukazuje na postojanje sinergisticnog efekta izmedu odredenih biohemijskih aktivnih

fenolnih komponenata i ukupne antioksidacione aktivnosti crvenih vina.
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4.5.2 Antioksidaciona aktivnost odredena Cu(ll)-1,10-
fenantrolin-skom redoks reakcijom i njena korelacija
sa sadrzajem fenolnih jedinjenja u izabranim

uzorcima crvenih vina

Antioksidaciona aktivnost prirodnih uzoraka, kao S$to su groZzde i vino moZe se
izracunati na vise nacina. U ovom delu bice dati rezultati odredivanja antioksidacione
aktivnosti primenom novog oksidacionog agensa Cu(ll)-1,10-fenantrolin agensa. U
ovoj redoks metodi, hromogeni oksidant Cu(ll)-1,10-fenatrolin redukuje se do Cu(l)-
1,10-fenatrolina u prisustvu antioksidacionog fenolnog jedinjenja iz analiziranog

uzorka vina i pokazuje maksimum apsorpcije na 450 nm:
nCu(Fen),>* + nefenol = nCu(Fen)," + n-e oksidacioni proizvod fenola + nH*

Da bi potvrdili upotrebljivost ove nove bakarno redukujuce (CR) metode za
odredivanje antioksidacione aktivnosti uzoraka vina, izvrSeno je uporedivanje
dobijenih rezultata sa rezultatima dobijenim poznatom DPPH metodom, kao Sto je

prikazano u Tabeli 64.

Kao i kod DPPH metode, upotrebljena su ista fenolna jedinjenja (galna kiselina,

kvercetin i rutin) za dobijanje standardne jednacine:
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Tabela 66. Antioksidaciona aktivnost (mgsiad/L) izabranih uzoraka crvenih vina,
odredena primenom DPPH i CR metode

DPPH CR
Ime vina i vinarije Mmgea/L mMgoue/lL mMggrur/L Mmgea/L  MQggue/lL mMQgrur/L
C. Sauvignon 868,21 124,86 2021,91 1764,87 1070,46 779,38
(Oplenac), 2009
C. Sauvignon 804,39 114,37 1876,20 1685,38 1006,84 744,29
(Oplenac), 2008
C. Sauvignon - 737,99 103,45 1724,63 1659,96 1006,84 733,07
Alexandrija (Tikves)
C. Sauvignon —T. 638,98 87,17 1498,59 1336,95 810,94 590,49
Lazarica (Rubin)
C. Sauvignon (Rubin), 632,52 86,11 1483,83 127351 772,46 562,49
2009
Medas (Rubin) 569,89 75,81 1340,87 1158,07 702,45 511,53
Crno (Rubin) 547,86 72,19 1290,57 1188,93 721,17 525,16
Vranac (Rubin) 538,51 70,65 1269,22 1055,66 640,34 466,33
Medveda krv (Rubin) 532,49 69,66 1255,47 963,34 578,28 421,16
Crno (Vino Zupa) 526,12 68,62 1240,94 922,16 559,37 407,40
Pinot Noir (Rubin) 506,77 65,44 1196,76 855,31 518,83 377,89
Frankovka (Vr$acki 472,64 59,82 1118,84 871,07 510,19 371,60
vinogradi)
As (Vino Zupa) 433,96 53,47 1030,53 668,89 405,76 295,60
Vranac (Vino Zupa) 393,56 46,82 938,31 657,97 399,14 290,78

U Tabeli 66 i na Slici 87 prikazani su korelacioni indeksi i mozemo videti da postoji
odlicna korelacija (0,9767 - 0,9775) izmedu antioksidacione aktivnosti nadene
novom CR metodom u odnosu na antioksidacione aktivnosti odredene DPPH
metodom. Zbog toga, nije bilo neophodno, uspostavijati korelacije izmedu vrednosti
za antioksidacionu aktivnost dobijenu CR metodom i odredenih koncentracija

fenolnih jedinjenja, nadenih u crvenim vinima.
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Tabela 67. Korelacioni indeksi za antioksidacionu aktivnost (AA) izabranih uzoraka

crvenih vina, odredenih DPPH i CR metodama, a proracunati preko ekvivalenta

galne kiseline, kvercetina i rutina (mg/L)

Korelacije R SD P
AA (mgGAL/L)-DPPH vs AA (mgGAL/L)-CR 0,9775 79,6006 <0,0001
AA (Mgque/L)-DPPH vs AA (mgque/L)-CR  0,9767 49,0769 <0,0001
AA (mgryt/L)-DPPH vs AA (mggut/L)-CR  0,9776 35,3089 <0,0001
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Slika 87. Graficki prikaz korelacija izmedu antioksidacione aktivnosti (AA) odredene
DPPH i CR agensima, a proracunate preko ekvivalenta A) galne kiseline, B)

kvercetina i C) rutina
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4.6 Antimikrobna aktivhost i njena korelacija sa
sadrzajem fenolnih jedinjenja u izabranim

uzorcima crvenih vina Balkana

U okviru mnogobrojnih ispitivanja u kojima se razmatra koris¢enje biljnih proizvoda
za proizvodnju lekova protiv razli¢itih bolesti, postoji i veliki broj epidemioloSkih
radova koji ukazuju da umereno konzumiranje crvenog vina ima antibakterijski efekat
po zdravije Coveka, iako mehanizam delovanja jos uvek nije jasan. Utvrdeno je da
antimikrobno delovanje pokazuju neka fenolna jedinjenja protiv odredenih gram-
pozitivnih i gram-negativnih bakterija [Cowan, 1999; Cushnie i Lamb, 2005, 2011;
Daglia i sar., 2007; Ikigai i sar., 1993; Just i Daeschel, 2003; Fikselova i sar., 2010;
Macheix i Fleuriet, 1998; Mori i sar., 1987; Papadopoulou i sar., 2005; Palma i Taylor
1999; Rauha i sar., 2000; Radovanovic i sar., 2008, 2010; Rodriguez Vaquero i sar.,
2007; Russell, 2002; Sugita-Konishi i sar., 2001; Tenore i sar. 2011; Tesaki i sar.,
1999; Thimothe i sar, 2007; Weisse i sar, 1995]. Antibakterijsko delovanje crvenih
vina je postalo zanimljivo polje istrazivanja zadnjih godina, tako na primer, ispitivan
Je antibakterijski efekat vina u model stomaénom sistemu prema Escherichia coli,
Salmonella typhimurium, Listeria innocua i Campylobacter jeujuni [Just and
Daesched, 2003; Carneiro i sar., 2008]. Just and Daesched (2003) u svojim in vitro
istrazivanju su pokazali da vino ima jaCe antibakterijsko dejstvo u poredenju sa
drugim alkoholnim pi¢ama iste etanolske koncentracije (10 — 13 % v/v). Kao razlog
navode Cinjenicu da je etanol u vinima u kombinaciji sa organskim kiselinama
(vinska, jabucna, mlecna i sircetna kiselina), Cije delovanje je pojaCano niskim pH
uslovima koji postoje u vinima, bliskim stoma¢nom humanom soku (pH ~ 1,8). Ovo
tumacenje antimikrobne aktivnosti vina su podrzali ¢injenicom da sok od groZzda ima
veoma malu antimikrobnu aktivnost prema Escherichia coli O157:H7 i Salmonella
spp. Takode, Paulo i sar. (2011) su pokazali antibakterijsko delovanje dva
komercijalna crvena vina iz Portugalije i posebno resveratrola prema gram-

negativhom Helicobacter pylori.
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U naSem radu dali smo doprinos ispitivanju antimikrobne aktivnosti vina tako Sto smo
pratili antimikrobno delovanje izabranih uzoraka crvenih vina sa prostora Balkana,
protiv Sest sojeva gram-pozitivnih (Clostridium perfringens ATCC 19404, Bacillus
cereus ATCC 8739, Listeria monocytogenes ATCC 7644 ili Listeria inocua ATCC
13076, Staphylococcus aureus ATCC 8538 and Sarcina lutea ATCC 9341) i Sest
sojeva gram-negativnih bakterija (Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027, Salmonella enteritidis ATCC 13076, Shigella sonnei ATCC
25931 and Klebsiella pneumonie ATCC 10031) i kvasca — Candida albicans, kao i
antimikrobno delovanje nekih fenolnih supstanci koji su dominantni u vinu

(Eksperimentalni deo).

Za analizu antimikrobne aktivnosti izabrana su prethodno analizirana crvena vina, od
kojih sedam uzoraka su vina vrste Cabernet Sauvignon, pet uzoraka su Vranac vina,
vina Merlot, Pinot Noir i Frankovka, kao i tri uzoraka Zupskih videsortnih crvenih
vina. Analizirana su sledec¢a Cabernet Sauvignon vina: Cabernet Sauvignon (2009
godine) iz vinarije Kraljevski vinogradi, Cabernet Sauvignon — Terra Lazarica (2008
godine) iz vinarije Rubin, Cabernet Sauvignon (2009 godine) iz vinarije Rubin,
Cabernet Sauvignon — Alexandrija (2009 godine) iz vinarije Tikves, Cabernet
Sauvignon — Cardak (2009 godine) iz vinarije Lozar, Cabernet Sauvignon iz vinarije
Plantaza i Cabernet Sauvignon (2008 godine) iz vinarije Sekulovi¢. Analizirani uzorci
Vranac vina su: Vranac vino iz vinarije Rubin, Vranac vino iz vinarije Vino Zupa,
Vranec - Tga za jug (2009 godine) iz vinarije TikveS, vino Vranec — Vilarov (2011
godine) iz vinarije Stobi, Vranac - Hercegovacki iz vinarije Vukoje i Vranac -
Crnogorski iz vinarije PlantaZza. Takode, ispitivana je antimikrobna aktivnost drugih
jednosortnih vna, kao Sto su Merlot vina, proizvedenih u vinarijiama TikveS i Rubin,
vino Pinot Noir iz vinarije Rubin i vino Frankovka iz vinarije Vinoprodukt Coka.
Pradena je antimikrobna aktivnost i nekih vina iz Zupskog rejona, kao $to su Medas
vino iz vinarije Vino Zupe i vina Crno i Medveda krv iz vinarije Rubin. U Tabeli 68 i 69
su date minimalna inhibitorska koncentracija (MIC)/minimalna baktericidna
koncentracija (BMC) izabranih uzoraka crvena vina (500 - 0,2 pL/mL), fenolnih
komponenata (10,0 — 0,002 ug/mL) i referentnih antibiotika, odredenih mikro-
dilucionom metodom prema gram-pozitivnim i gram — negativnim bakterijskim

sojevima i kvascu:
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Tabela 68. MIC/BMC izabranih uzoraka crvena vina, fenolnih komponenata i

antibiotika, odredenih mikro-dilucionom metodom prema gram-pozitivnim

bakterijama i kvascu (uL/mL i pg/mL)

Ime uzorka C. Bacillus  Staphyloc Listeria Sarcina  Micrococ- Candida
vina, polifenola perfrin- cereus 0-cus monocy- lutea cusflavus albicans
i standarda gens aureus togenes

C. Sauvignon 125/125 250/250  125/125 62,5/62,5 125/250  125/125 /
Plantaza)

C. Sauvignon 125/250 62,5/250  125/250 125/125 125/125 |/ 125/125
(Sekulovic)

CS- Alexandria  125/250 125/250  125/250 125/125 125/125 |/ 125/125
(Tikves)

CS-Cardak 125/250 250/250  125/250 125/250 125/125 |/ 125/125
(Lozar)

C. Sauvignon 62,5/62,5  125/250  125/125 25/250 62,5/125 125/250 /
(Oplenac), 2009

CS- Terra 62,5/62,5 250/250  250/250 125/250 125/125  125/250 /
Lazarica (Rubin)

C. Sauvignion 62,5/62,5 250/250  250/250 125/125 125/125  125/250 /
(Rubin)

Vranac (Vukoje) 62,5/250 62,5/125 125/250 125/125 125/125 |/ 125/125
Vranec- Tgaza  62,5/250 62,5/125  125/250 62,5/125 125/125 | 125/125
jug (Tikves)

Vranec- 125/250 125/250  125/250 125/250 125/125 |/ 250/250
Vilarov(Stobi)

Vranac (Rubin)  125/125 250/250  125/125 125/125 250/250  125/250 /
Vranac (V. 125/125 250/250  125/125 250/250 125/250  125/125 /

Zupa)

Merlot (TikveS)  62,5/250 125/250  125/250 125/125 125/125 | 125/125
Pinot Noir 125/125 125/250  250/250 125/250 125/125  250/250 /
(Rubin)

Frankovka 125/125 125/250  250/250 125/125 125/125  250/250 /
(Vinopr.-Coka)

Medas (Vino 125/125 125/125  125/125 125/125 125/250  125/250 /

Zupa)

Crno (Rubin) 125/125 250/250  125/125 125/125 125/250  125/125 /
Medveda krv 125/125 250/250  250/250 125/250 125/250  250/250 /
(Rubin)

Galna kiselina 125/125 62,5/62,5 250/250 7,8/12,5 125/125  125/125 /
t-Kumarna 2,5/5,0 0,63/1,25 2,5/2,5 0,63/1,25 2,5/5,0 / 0,63/0,63
kiselina

(+)-Katehin 0,6/1,2 1,2/2,3 0,6/1,2 0,2/1,2 2,3/4,7 1,2/2,3 /
Kvercetin 0,125/0,25 0,5/0,5 1,0/1,0 0,03/0,06  0,5/1,0 0,125/0,25 /
Chloraphenicol 4,0/8,0 4,0/8,0 2,0/4,0 2,0/2,0 0,5/1,0 1,0/1,0 /
Tetracyclin 0,9/0,9 0,9/0,9 0,12/0,9 0,46/0,9 0,06/0,06 0,4/0,9 /
Nystatin / / / / / / 1,0/1,0
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Tabela 69. Minimalna inhibitorska koncentracija (MIC)/minimalna baktericidna

koncentracija (BMC) izabranih uzoraka crvena vina, fenolnih komponenata i

antibiotika, odredenih mikro-dilucionom metodom prema gram-negativnim

bakterijama (uL/mL i pg/mL)

Ime uzorka vina, Escherichi Pseudomon Salmonella Shigella Klebsiella  Proteus
polifenola i acoli as enteritidis sonnei pneumoni  vulgaris
standarda aeruginosa ae

C. Sauvignon 250/250 125/125 125/125 125/250  125/125 62,5/62,5
(Plantaza)

C. Sauvignon 250/250 250/250 250/250 125/250  250/250 /
(Sekulovic)

C. Sauvignon- 250/250 125/125 125/250 125/250  250/250 /
Alexandria (Tikves)

C. Sauvignon- 250/250 250/250 250/250 125/250  125/250 /
Cardak (Lozar)

C. Sauvignon 250/500 250/250 250/250 250/250 / /
(Oplenac), 2009

C. Sauvignon- 250/250 250/250 250/250 250/250 / /

Terra Lazarica

(Rubin)

C. Sauvignion 250/250 125/250 250/250 250/250  / /
(Rubin)

Vranac (Vukoje) 250/250 250/250 250/250 125/125  250/250 /
Vranec — Tga za 250/250 250/250 125/125 125/250 250/250 /

jug (Tikves)

Vranec-Vilarov 250/250 250/250 250/250 125/250  250/250

(Stobi)

Vranac (Rubin) 250/250 250/250 250/250 250/250  250/250 125/125
Vranac (Vino 250/250 125/125 250/250 250/250  250/250 125/125
Zupa)

Merlot (Tikves) 250/250 250/250 125/125 125/250  250/500 /

Pinot Noir (Rubin) 250/250 125/250 250/250 500/500 / /
Frankovka 250/250 250/250 250/250 500/500 / /
(Vinoprodukt-Coka)

Medas (Vino Zupa)  250/250 125/125 125/250 250/250  250/250 125/125
Crno (Rubin) 250/250 125/125 250/250 125/250  125/125 125/125
Medveda krv 250/250 250/250 250/250 500/500 / /
(Rubin)

Galna kiselina 125/125 62,5/62,5 125/125 125/125 / /
Kumarna kiselina 2,50/2,50 1,25/1,25 1,25/2,50 5,00/5,00 5,00/5,00 /
(+)-Katehin 1,2/1,2 1,2/1,2 0,6/1,2 4,7/4,7 / /
Kvercetin 0,25/0,25 0,125/0,25 0,125/0,25 0,5/1,0 / /
Streptomicyin 8,0/8,0 4,0/8,0 4,0/4,0 8,0/8,0 nt Nt
Tetracyclin 3,8/7,5 7,5/7,5 0,9/1,9 0,06/0,12 0,9/1,9 1,9/1,9

Ako pogledamo dobijene vrednosti za MIC/BMC, prema gore oznacenim gram-

pozitivnim i gram-negativnim bakterijskih vrstama i kvascu, ocigledno je da svako
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vino u zavisnosti od sorte groZda, sastava, podneblja berbe groZzda i proizvodaca
pokazuje slicno antimikrobno delovanje prema istoj sorti bakterijske vrste .

Kako razlike izmedu delovanja ispitivanih Cabernet Sauvignon i Vranac vina nisu
velike u sledecoj tabeli je dato MIC/BMC delovanje svih ispitivanih vina prema

razli¢itim sojevima:

Tabela 70. Intervali MIC/BMC delovanja ispitivanih crvenih vina prema 12

bakterijskih vrsta

Gram-(-) bakterija  Interval MIC/BMC Gram-(+)-bakterija Interval MIC/BMC
(uL/mL) (uL/mL)

Escherichia coli 250/250 - 250/500 Clostridium perfringens 62,5/62 - 125/250

Pseudomonas 125/125 - 250/250 Bacillus subtillis 62,5/125 - 250/250

aeruginosa

Salmonella 125/125 - 250/250 Staphylococus aureus 125/125 - 250/250

enteritidis

Shigella sonnei 125/250 - 500/500 Listeria monocytogenes 62,5/62,5 - 250/250

Klebsiella 125/125 - 250/500 Sarcina lutea 62,5/125 - 250/250

pneumonia

Proteus vulgaris 62,5/62,5 - 125/125 Micrococcus flavus 125/125 - 250/250

Odnos intervala MIC/BMC delovanja prema gram-pozitivnim bakterijskim sojevima je
sledeci:

C. Sauvignon vina (62,5/62,5 - 250/250 uL/mL) > Vranac vina (125/125 - 250/250
pL/mL) > Merlot vino (62,5/250 - 250/500 pL/mL) > Pinot Noir ~ Frankovka ~
Zupska mesana vina (125/125 - 250/250 pL/mL)

Odnos intervala MIC/BMC delovanja prema gram-negativnim bakterijskim sojevima

na osnovu sorti groZzda od kojih je sastavijeno vino je sledeci:

Cabernet Sauvignon vina (62,5/62,5 - 250/250 pL/mL) > Vranac vina (62,5/125 -
250/250 pL/mL) > Merlot vino (125/125 - 125/125 pL/mL) > Pinot Noir ~ Frankovka
~ Zupska vina (125/125 - 500/500 pL/mL )

Antimikrobna aktivnost Vranac vina prema kvascu Candida albicans je
zadovoljavajuci, jer interval MIC/BMC delovanja iznosi 125/125 - 250/250 pL/mL.
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Na osnovu datih podataka moze se zakljuciti da intenzitet antimikrobne aktivnosti
ispitivanih crvenih vina prema testiranim gram - pozitivnim bakterijama ima sledeci
odnos:

Clostridium perfringens > Bacillus subtillis ~ Listeria monocytogenes ~ Sarcina lutea

> Staphylococus aureus ~ Micrococcus flavus

Dok, intenzitet antimikrobne aktivnosti prema testiranim gram-—negativnih
bakterijama je sledeci:
Proteus vulgaris > Pseudomonas aeruginosa ~ Salmonella enteritidis > Klebsiella

pneumonia > Shigella sonnei

U Tabelama 68 i 69 date su i minimalne inhibitorske i minimalne baktericidne
koncentracije (MIC/BMC) za fenolna jedinjenja, koja su zastupljena u crvenim
vinima: galha kiselina, trans-kumarna kiselina, kvercetin i (+)-katehin u

koncentracijama od 10,0 do 0,002 pg/mL.

Da bi procenili jacinu antimikrobnog delovanja ovih Cistih fenolnih jedinjenja izvrSili
smo uporedivanje njihovih granicnih vrednosti delovanja sa delovanjem poznatih
antibiotika (chloramphenicol, streptomycin, tetracyclin i nystatin) prema istim

bakterijama.

Na osnovu toga vidi se da ispitivana fenolna jedinjenja ima sledeci redosled i opseg

delovanja prema gram-pozitivnim bakterijama:

Kvercetin (0,03/0,06 - 1,0/1,0 ug/mL ) > (+)-Katehin (0,2/1,2 - 2,3/4,7 pg/mL) > trans-
Kumarna kiselina (0,63/1,25 — 2,5/5,0 pug/mL) > Galna kiselina (7,8/12,5- 125/125
Hg/mL)

Dok, fenolna jedinjenja imaju sledece redosled i opseg delovanje prema gram-

negativnim bakterijama:

Kvercetin (0,125/0,25 - 0,5/1,0 ug/mL ) > (+)-Katehin (0,6/1,2- 4,7/4,7 pg/mL) >
trans-Kumarna kiselina (1,25/1,25 - 5,00/5,00 pg/mL) > Galna kiselina (62,5/62,5 -
125/125 pg/mL)
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Ove vrednosti ako se uporede sa granicnim vrednostima standardnih jedinjenja
(0,06/0,06 - 8,0/8,0 pg/mL), pokazuju da crvena vina zaista mogu da imaju

preventivnu zastitu od ispitivanih bakterijskih vrsta.

Zanimljivo je da nadeno antimikrobno delovanje trans-kumarne kiseline prema C.
albicans kvasca je bolje (0,63/0,63 ug/mL) u poredenju sa standardom-nistatinom
(1,0/1,0 pg/mL).

Ispitivana je i antimikrobna aktivnost nekih uzoraka crvenih vina disk difuzionom
metodom i dobijeni rezultati, proracunati u mm inhibicione zone su dati u Tabelama
69 i 70. Ispitivano je delovanje tri Cabernet Sauvignon vina, tri Vranac vina, vina
Pinot Noir i Frankovka, kao i Zupska vina: Medas, Medveda krv i Crno iz Rubina (50
uL/disc). Takode, ovom metodom je ispitivano antimikrobno delovanje sledecih
fenolnih jedinjenja: galne kiseline (5 pg/disk), (+)-katehina (5 pg/disk) i kvercetina
(0,05 pg/disk), kao i referentnih antibiotika (0,05 pg/disk).

Da bi lakSe sagledali odredeno antimikrobno delovanje ovom metodom, u tabeli 71
su dati mm inhibicije prema testiranim gram-pozitivnim- i gram-negativnim
bakterijama. Analiza pokazuje da ispitivana vina imaju inhibicionu zonu delovanja do
20,0 mm za neke bakterijske sojeve, Sto je prilicno dobro u poredenju sa
inhibicionom zonom delovanja standardnih antibiotika: streptomicina, tetracyclina i
chloraphenicola (16,0 — 35,0 mm) i sa inhibicionom zonom delovanja Cistih fenolnih

jedinjenja: galne kiseline, kvercetina i (+)-katehina ( 14,5 — 21,8 mm).
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Tabela 71. Antimikrobna aktivnost prikazana dijametrom inhibicione zone (u mm) za
neke uzorke crvenih vina (50 uL/disc), fenolna jedinjenja (0,05-5 uL/disc) i

referentne antibiotike (30 ul/disc) prema gram-pozitivnim bakterijskim sortama

Ime vina, C. Bacillus Staphylo-  Listeri Sarcina Micrococ-
polifenolai perfrin- subtillis cocus inocua lutea cus flavus
standarda gens aureus

C.Sauvignon 0 17,4+0,7 14,5+1,1 17,5+¢1,1 17,5+1,4 14,5+0,9
(Oplenac) 2009

C. Sauvingon- 0 19.0+2.5 18.6+2.2 17.0+2.4 16.0+1.6 18.6+1.2
Terra Lazarica

(Rubin)

C. Sauvingon 0 17,0£1.6 17,7+¢1.2 16.3x1.1 16.0+1.7 17.7x1.4
(Rubin)

Vranac (Plantaza) 13,6+1,2 13,8+0,7 14,5+1,0 13,0+1,1 14,4+1,2 13,4+0,8
Vranac 12.4+0.5 14.2+1.7 14.9+1.4 12.9+1.3 15.2+1.4 12.7+1.2
(Rubin)

Vranac (Vino 12,1+0,9 13,5+£0,5 14,8+0,7 12,0+£0,6 14,5+0,5 12,3+0,6
Zupa)

Pinot Noir (Rubin) 0 16,7£1.4 19,3+1.4 0 15,5+1,4 19,3+1.4
Frankovka 0 17,5+1,1 0 0 15,6+1,7 0
(Vinoprodukt)

Medas (Vino 12.2+0.9 13.7+1.1 14.8+0. 13.1+0.8 14.7£1.6 12.9+0.4
Zupa)

Crno (Rubin) 12.2+0.9 13.7+1.1 14.840. 13.1+0.8 14.7+1.6 12.9+0.4
Medveda krv 0 15.8+1.1 17.0+2.1 16.2+3.2 17.0+0.9 17.0+0.8
(Rubin)

Galna (5 pg/disk) 0 19,7+1,3 21,8+1,7 0 19,0+1,2  21,8+1,6
Kvercetin (0,05 0 18,5+0,9 20,0+£0,5 0 19,0+1,1 20,0£1,4
pg/disk)

Katehin (2 pg/disk) 20,0#1,7  15,8+1,4 19,4+1,3 0 17,1+0,2  19,4+0,4
Chloraphenicol / 26,0+0,8 25,0+0,4 18,0+0,9 38,0+0,8 35,0+0,6
Tetracyclin / 29,0+0,7 23,9+0,9 18,5+0,2 18,7+0,2 20,0+0,2

*Vrednosti inhibicije su date kao srednje vrednosti tri ispitivanja (n=3);
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Tabela 72. Antimikrobna aktivnost prikazana dijametrom inhibicione zone (u mm) za
neke uzorke crvenih vina (50 uL/disc), fenolna jedinjenja (0,05-5 uL/disc) i referentne

antibiotike (30 ug/disc) prema gram-negativnim bakterijskim sortama

Ime vina, Escheri- P. aerugin- Salmonel Shigella Klebsiella Proteus
polifenola i chia coli osa -laenter- sp pneumon- vulgaris
stand. itidis iae

C.Sauvignon 16,5+1,4 15,8+1,1 15,0+0,9 17,6+1,2 / /
(Oplenac)

C. Sauvingon- 20,0+1.2 16.0+2.6 15.5+3.1 18,0+0,8 / /

Terra Lazarica

(Rubin)

C. Sauvingon 16,7+£1,6 16,7+£1,6 0 16,3+1,5 / /

(Rubin)

Vranac 16,8+1,1 14,4+1,3 16,0+0,7 14,9+1.5 12,2+1.2 13,7£1,4
(Plantaza)

Vranac (Rubin) 13,5+1,0 13,2+1,1 13,6+0,9 14,0+1,2 12,8+2,0 13,6+0,3
Vranac (Vino 12,8+0,5 12,6+0,6 12,2+0,3 13,7+0,6 12,1+0,2 12,1+0,2
Zupa)

Pinot Noir 17,6x1,4 17,1+1,4 0 / 17,6x£1,4 17,1+1,4
(Rubin)

Frankovka 16,8+3,3 17,0£3,4 0 15,8+1,5 / /
(Vinoprodukt)

Medas (Vino 15,8+2.2 13.6+1.4 14.3+1.8 15.4+1.2 0 13,4+1,1
Zupa)

Crno (Rubin) 17.7£1.2 12,8+1.3 14.4+2.1 13,5+1,8 0 12.9+0.8
Medveda krv 17.8+2.3 15.2+1.3 0 16.5+2.0 17.8+2.3 15.2+1.3
(Rubin)

Galna (5 pg/disk)  17,5+0,9  15,5+0,7 19,004 0O 0 0
Kvercetin (0,05 16,0+0,7 14,5+0,6 18,6+1,0 / / /
pg/disk)

Katehin (2 16,5+1,0 19,5+0,6 20,504 / / /
pg/disk)

Streptomycin 16,0+£0,4 23,0£0,7 18,0+0,9 19,0+0,8 / /
Tetracyclin 23,2+0,2 20,8+0,5 23,3+0,3 31,1+0,8 23,6+0,6 19,2+0,5
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Odnos inhibicione zone delovanja ispitivanih vina prema gram-pozitivnim
bakterijama (Tabela 71) je sledeci:
Cabernet Sauvignon vina (0 - 19.0 mm) > Pinot Noir (0 - 19,3 mm) > Frankovka (0

- 17,5 mm) ~ Zupska meSana vina (12.2 - 17.0 mm > Vranac vina (12,0 - 14.9 mm)

Odnos antimikrobnog delovanja poredenog prema inhibicionoj zoni delovanja za
razlicite vrste crvenih vina koja su testirana prema gram-negativnim bakterijama je
sledece (Tabela 72):

Cabernet Sauvignon vina (15,0 -20,0 mm) > Pinot Noir (17,1 -17,6 mm) ~ Zupska
meSana vina (12,8 - 17.8 mm) ~ Frankovka (15,8 - 17,0 mm) ~ Vranac vina (12,1 -
16,8 mm)

Iz ovih podataka se moZe zakljuciti da Cabernet Sauvignon vina imaju jace
antimikrobno delovanje u poredenju sa ostalim ispitivanim vinama. NajaCe delovanje
je pokazao Cabernet Sauvignon - Terra Lazarica i to prema prema gram-pozitivnim
bakterijama: Bacillus subtillis (19,0 mm) i Bacillus subtillis (18,6 mm) i gram-
negativnim bakterijama: Escherichia coli (20, 0 mm) i Shigella sp (18,0 mm), Sto je u
saglasnosti sa njihovom najve¢om koncentracijom ukupnih flavonoida (163,63 mg/L),
ukupnih fenolnih kiselina (143,19 mg/L) i ukupnih antocijana (1480,56 mg/L),

detektovanih HPLC metodom u poredenju sa ostalim analiziranim vinima.

Da bismo odredili prema kojim bakterijskim sojevima testirana vina su antimikrobno
najdelotvornija, odreden je interval inhibicije u mm (Tabela 71). Iz ovih podataka,
moZe se zakljuciti da vina imaju najace antimikrobno delovanje prema gram-
pozitivnim bakterijama: Staphylococus aureus i Bacillus subtillis i prema gram-

negativnoj bakteriji Escherichia coli.
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Tabela 73. Intervale inhibicione zone (mm) nekih uzoraka crvenih vina prema Sest

gram-pozitivnim i Sest gram-negativnim bakterijama

Gram-(-) bakterija Interval inhibicione  Gram-(+)-bakterija Interval inhibicione
zone (mm) zone (mm)

Escherichia coli 12,8 - 20,0 Clostridium perfringens 0- 13,6
Pseud_omonas 12,6-17,1 Bacillus subtillis 13,7 -19,0
aeruginosa

Salmonella enteritidis 0- 16,0 Staphylococus aureus 0- 19,3

Shigella sonnei 13,5-17,5 Listeri inocua 0- 17,5

Klebsiella pneumonia 0- 17,8 Sarcina lutea 14,4 -17,5

Proteus vulgaris 12,1 -15,2 Micrococcus flavus 0- 18,6

Ispitivana je mogucnost korelacije izmedu odredenih koncentracija galne kiseline
(Tabele 7, 23, 39, 51), (+)-katehina (Tabele 11, 27, 43, 54), kvercetina i kvercetin-3-
glikozida (Tabele 13, 29, 45, 56), kao i ukupnih fenolnih kiselina, flavonoida i

antocijana i antimikrobne aktivnosti odredene disk difuzionom metodom nekih

uzoraka vina prema gram-pozitivnoj bakteriji Staphylococus aureus i prema gram-

negativnoj bakteriji Escherichia coli (Tabele 71 i 72). Rezultati su pokazali da postoje

neke korelacije koje su date u Tabeli 74 i grafi¢ki prikazane na Slikama 88 i 89:

Tabela 74. Korelacioni indeksi za koncentracije (+)-katehina, ukupnih kiselina i

antocijana (mg/L), odredenih HPLC metodom i antimikrobne aktivnosti (zone

inhibicije u mm) ispitivanih uzoraka crvenih vina prema Escherichia coli i

Staphylococus aureus

Korelacije R SD P
(+)-Katehin vs Escherichia coli 0,6625 1,5785 0,0101
Ukupne fenolne kiseline vs 0,7333 1,4327 0,0102
Escherichia coli

Ukupni antocijanii vs Escherichia 0,5222 1,7972 0,0099
coli

(+)-Katehin vs Staphylococus 0,7433 1.3273 0,0131
aureus

Ukupne fenolne kiseline vs 0,5121 1,7041 0,0130

Staphylococus aureus

173



(+)-Katehin {mg/L)
1

12 T T T T T T T T T 1
20 22 24 26 28 30 32 34 36 38

Inhibiciona zona (mm)

20 4
-
19 4
L ]

- 184
< "
=
E
= 17 « R=0,7432
£
]
o
4
16+
L

15

" . "a
14 T T T T
20 22 24 26 28 30 3z &2 36 38
Zona inhibicije (mm)

Slika 88. GrafiCki prikaz korelacije izmedu koncentracija katehina (mg/L) i
antimikrobne aktivnosti ( Zone inhibicije u mm) ispitivanih uzoraka crvenih vina

prema Escherichia coli (A) i Staphylococus aureus (B)
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Slika 89. Grafi¢ki prikaz korelacije izmedu koncentracija ukupnih fenolnih kiselina
(mg/L) i antimikrobne aktivnosti (Zone inhibicije u mm) ispitivanih uzoraka crvenih

vina prema Escherichia coli (A) i Staphylococus aureus (B)

Antimikrobno delovanje ispitivanih fenolnih komponenata izrazeno preko zone

inhibicije prema gram-pozitivnih bakterija ima sledeci odnos:

Galna kiselina (19,0— 21,8 mm) > (+)-Katehin (15,8 -20,0 mm) ~ Kvercetin (18,5 —
20,0 mm)
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Dok, antimikrobno delovanje istih jedinjenja prema gram-negativnim bakterijama ima

slededéi odnos:

(+)-Katehin (16,5 -20,5 mm) > Galna kiselina (15,5 — 19,0 mm) > Kvercetin (14,5 —
18,6 mm)

Ovi podatci nam govore da ispitivana bioaktivna fenolna jedinjenja, koja ¢ine veci
deo ukupnih fenolnih jedinjenja u crvenim vinima i veoma su znacajna za njihovu
antioksidacionu aktivnost, kada su izolovana ne pokazuju neku znacajnu jacu

antimikrobnu aktivnost u poredenju sa antimikrobnim delovanjem samog vina.
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5 ZAKLJUCAK

U radu su prikazani rezultati ispitivanja fenolnog sastava, antioksidacione i
antimikrobne aktivnosti Cetrdeset crvenih vina, dobijenih iz vinogradarskih i vinskih
rejona Balkana, odnosno iz Bosne i Hercegovine, Hrvatske, Srbije, Crne Gore,
Makedonije i Bugarske, proizvedenih u periodu od 2007. do 2011. godine od

petnaest razlicitih proizvodaca.

lzabrana su crvena vina internacionalnih Vitis vinifera sorti grozda: Cabernet
Sauvignon, Merlot, Pinot Noir, Frankovka i Game i autohtonih sorti groZzda: Vranac i

KratoSija.

Ispitivanja  fenolnog sastava odabranih uzoraka vina obuhvatila su
spektrofotometrijsko odredivanje sadrzaja ukupnih fenola na 280 nm, estara vinske
kiseline na 320 nm i flavonola na 360 nm, kao i HPLC analizu Cetrdeset pojedinacnih
fenolnih jedinjenja. HPLC identifikacija fenolnih jedinjenja izvrSena je primenom
DAD detektora na 280, 320, 360 i 520 nm i fluoroscentnim detektorom na 275/322
nm, na osnovu retencionih vremena i spektara standardnih supstanci, a kvantifikacija

na osnovu njihovih kalibracionih jednacina.

Na taj nacin identifikovana su jedanaest neflavonoidna jedinjenja najprisutnija u
vinima (galna, vanilinska, siringinska, hlorogenska, elagilna, trans-kaftarna, trans-
kutarna, trans-kafena, para-kumarna i ferulna kiselina) na 280 i 320 nm i trans-

resveratrol na 320 nm.

Na isti na¢in su odredena dvadeset i devet flavonoidna jedinjenja, od kojih Cetiri su
flavan-3-oli: (+)-katehin, procijanidin B;, (-)-epikatehin i (-)-epigalokatehingalat,
detektovani fluorescentim detektorom na 275/322 nm; Sest su flavonoli: kvercetin-3-
glikozid, rutin, miricetin, morin, kvercetin i kemferol; dva flavona: luteolin i apigenin i

jedan flavanon - naringin, odredeni DAD detektorom na 360 nm.
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Kao posebna velika i znacajna flavonoidna grupa koja je odredena u ispitivanim
crvenim vinima su antocijani: malvidin-3-glikozid, peonidin-3-glikozid, delfinidin-3-
glikozid, cijanidin-3-glikozid i petunidin-3-glikozid, njihovi 3-acetilglikozidi i p-

kumaroilglikozidi derivati, kao i Vitisin A i malvidin-3-vinilfenolglikozid, na 520 nm.

Odredena je i pH vrednost svih uzoraka vina i utvrdeno je da se nalazi u intervalu od
3,08 do 3,67 za vina Cabernet Sauvignon, Merlot, Pinot Noir i Frankovku i od 2,80
do 3,65 za vina Vranac i KratoSija. Sva ispitivana vina pripadaju grupi slabo kiselih

vina.

Rezultati ispitivanja svih analiziranih uzoraka vina ukazuju da spektrofotometrijski
odredeni sadrzZaji ukupnih fenola, estra vinske kiseline i flavonola, kao i koncentracija
pojedinacnih HPLC-om identifikovanih fenolnih jedinjenja zavisni od viSe faktora. Pre
svega od sorte Vitis vinifera groZzda, mesta poloZaja vinograda (vinogradarskog i
vinskog rejona Balkana) odnosno od vremenskih uslova vinogorja koji odreduju
vreme sSazrevanja i branja grozda, kao i od godine berbe grozda, pa sve do
primenjene tehnologije proizvodnje od strane razliCitih proizvodaca, nacina ¢uvanja,
Skladistenja i starenja vina, Sto posebno moZe da utiCe na sastav i sadrZaj

antocijana.

U tom cilju, pracen je sadrZaj fenolnih jedunjenja u toku dve uzasastopne godine
zrenja grozda i proizvodnje vina (2008 i 2009 godine) istih vinarija. Cabernet
Sauvignon vina proizvedena od vinarskih proizvodaca: Rubin, Kraljevski vinogradi i
Tikve$; Vranac vina proizvedena od Rubin, Vino Zupa i Tikve$ vinarije, kao i
KratoSija i Merlot vina od vinarije Rubin i Tikves. Odredene koncentracije fenolnih
jedinjenja su pokazale da je 2009 godina bila klimatski povoljnija za njihovu sintezu,
odnosno veci stepen fenolne zrelosti groZzda sto se reflektovalo na fenolni sastav

ispitivanih uzoraka vina.

HPLC analiza neflavonoidnih jedinjenja tj. fenolnih kiselina je pokazala da se
koncentracija hidroksibenzoevih i hidroksicimetnih kiselina veoma razlikuje, Cak i
izmedu istosortnih vina iz razli¢itih vinarija. U Cabernet Souvignon vinima
koncentracija hidroksibenzoevih kiselina se nalazi u intervalu od 19,72 do 130,77
mg/L, koncentracija hidroksicimetnih kiselina od 11,65 do 46,90 mg/L, a

koncentracija ukupnih fenolnih kiselina u intervalu od 38,94 do 176,67 mg/L.
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Procentni odnos izmedu hidroksibenzoevih i hidroksicimetnih kiselina se krece od
41,45 do 67,88 %. MozZe se zakljuciti da Cabernet Souvignon vina iz vinarije
Plantaza (Podgorica) i iz vinarije Laguna (PoreC) imaju vecCi procenat
hidroksicimetnih kiselina (> 50 %) u poredenju sa ostalim ispitivanim Cabernet
Souvignon vinima. Najdominantnija fenolna kiselina - galna kiselina je prisutna do

63,92 65,06 % u Cabernet Sovinjon vinima iz vinarija Tikve$ i Sekulovic.

U ispitivanim uzorcima Vranac vina ukupne fenolne kiseline su viSe zastupljene i to
od 63,25 do 204,60 mg/L, od kojih na koncentraciju hidroksibenzoevih kiselina
pripada od 50,23 do 150,53 mg/L, a na koncentraciju hidroksicimetnih kiselina od
13,19 do 72,94 mg/L. Podatci ukazuju da jedino Vranac vino iz vinarije Plantaza ima
veci procenat (> 50 %) hidroksicimetnih kiselina u poredenju sa ostalim ispitivanim
Vranac vinima. Galna kiselina, kao najdominatnija fenolna kiselina prisutna je do

71,88 75,15 % u Vranac vinima iz vinarija Tikves i Vino Zupa.

Kod ostalih ispitivanih jednosortnih vina: KratoSija, Merlot, Pinot Noir i Frankovka,
procentni odnos koncentracija hidroksibenzoevih i hidroksicimetnih kiselina je veoma
razlicit od 75,04 do 24,95 %, a galna kiselina je prisutna do 88,75 % (KratoSija iz
vinarije TikveS$). Uporedivanjem dva ista proizvodaca iz iste godine proizvodnje
pokazalo se da su vina KratoSija i Merlot dobijena iz vinarije TikveS bogatija fenolnim
kiselinama do 40,55 % u poredenju sa istim vinima dobijena iz istih vinarija (Vino

Zupa i Radmilovac).

U viSesortnim crvenim vinima iz Zupskog vinogradarskog i vinskog rejona,
proizvedenim od proizvodada Rubin i Vino Zupa, odreden je procentni odnos
hidroksibenzoevih i hidroksicimetnih kiselina u sli¢nom intervalu od 71,24 do 28,76
%. Najveci procenat galne kiseline (71,15 72,11 %) je naden u vinima Meda$ i Crno

iz vinarije Vino Zupa .

HPLC analiza trans-rezveratrola, najznacajnijeg stilbena u crvenim vinima je
pokazala da se u svim analiziranim vinima nalazi u intervalu od 0,74 (vino Crno iz

vinarije Vino Zupa) do 2,41 mg/L (vino Merlot iz vinarije Tikve3).
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Kod svih ispitivanih vina odnos sadrZaja detektovanih fenolnih kiselina je sledeci:
galna kiselina > trans-kaftarinska kiselina > trans-kutarinska kiselina > siringinska
kiselina > flagilna kiselina > p-kumarinska kiselina > kafeinska kiselina > hlorogenska

kiselina > ferulinska kiselina > vanilinska kiselina.

HPLC analiza flavonoidnih jedinjenja je pokazala da je njihovo prisutvo veoma
razli¢ito u istosortnim uzorcima crvenih vina. U Cabernet Sauvignon vinima flavan-3-
oli se nalaze od 49,20 do 143,75 mg/L (Cabernet Sauvignon vino iz vinarije
Kraljevski Vinogradi, proizvedeno 2009 godine), u Vranac vinima od 42,88 do 101,13
mg/L (Vranec - Tga za jug iz vinarije Tikves, proizvedenog 2009 godine), u ostalim
jednosortnim vinima od 30,06 mg/L (KratoSija vino iz vinarije TikveS) do 131,30 mg/L
(Merlot vino iz vinarije Tikves) i u viSesortnim Zupskim vinima od 44,79 do 73,13

mg/L u vinu Medas iz Vino Zupe.

U svim ispitivanim uzorcima vina najdominantniji flavan-3-ol je (+)-katehin i njegovo
procentno prisustvo u Cabernet Sauvignon vinima se nalazi u intervalu od 30,96 do
54,01 i 65,30 % (Cabernet Sauvignon vina iz vinarija Pivka i Sekulovi¢); u Vranac
vinima od 30,34 do 51,59 % (Vranac vino iz vinarije Pivka); 22,09 % u vinu Merlot i
52,09 % u vinu KratoSija iz vinarijeTikves, kao i 62,00 % u vinu Frankovka iz vinarije
Vinoprodukt Coka. Dok Zupska visesortna vina su bogatija (+)-katehinom i nadeno je

do 83,13 % u vino Medveda krv iz vinarije Rubin.

Kod svih ispitivanih vina odnos sadrzaja flavan-3-ola je slededi: (+)-katehina > (-)-

epikatehin > procijanidin B2 > (-) - epigallokatehingalat.

Druga znacajna flavonoidna grupa prisutna u vinima su flavonoli, koji u uzorcima
Cabernet Sauvignon vina nalaze se u intervalu od 11,80 do 35,15 mg/L (Cabernet
Sauvignon vino iz vinarije Plantaza); u Vranac vinima od 10,00 do 54,34 i 55,05
mg/L (Vranac - Hercegovacki iz vinarije Vukoje i Vranac - Pro Corde iz vinarije
Plantaza); u ostalim jednosortnim vinima najvecu koncentracija flavonola (53,94
mg/L) je detektovana je u Merlot vinu iz vinarije Tikve$, dok u viSesortnim Zupskim

vinima u vinu Crno iz vinarije Rubin (16,31 mg/L).

U svim ispitivanim uzorcima vina najdominantniji flavonol je kvercetin u obliku

kvercetin-3-glikozida. Njihovo procentno prisustvo u Cabernet Sauvignon vinima se
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nalazi u intervalu od 20,79 do 51,58 i 57,58 % (Cabernet Sauvignon iz vinarije
Plantaza i Cabernet Sauvignon - Terra Lazarica iz vinarije Rubin, 2009 godine); u
Vranac vinima od 26,60 do 60 % (Vranac vina iz Srpskih | Makedonskih rejona); u
ostalim jednosortnim vinama i viSesortnim vinima njihovo procentno ucesce je
veoma razligito (iznad 60 % u Merlotu iz TikveSa, Frankovki iz Vinoprodukt Coka i
Medasu i Crnom iz Rubina).

HPLC analiza je pokazala da ostala flavonoidna jedinjenja: flavoni i flavanoni nisu
Mmnogo prisutni u ispitivanim uzorcima crvenih vina, ali daju svoj doprinos u ukupnim
nadenim flavonoidima. Koncentracija ukupnih detektovanih flavonoida na 360 i
275/322 nm u Cabernet Sauvignon vinima se nalazi u intervalu od 60,88 do 163,63 i
166,63 mg/L (Cabernet Sauvignon vina iz Kraljevskih vinograda i Katarzyna
vinograda); u Vranac vinima od 61,45 do 150,88 i 157,78 mg/L (Vranec - Tga za jug,
2009 iz TikveSa i Vranec - Vilarov, 2011 iz Stobija). U jednosortnim vinima ukupni
flavonoidi su prisutni od 54,68 mg/L u vinu Frankovka do 112,92 mg/L u vinu
KratoSija iz Rubina i do 200,26 mg/L u vinu Merlot iz vinarije TikveS. U viSesortnim
Zupskskim vinima koncentracija flavonoida je manja do 85,12 i 86,25 mg/L u vinima
Medas i As.

Uzorci vina koji imaju iznad 100 mg/L flavonoida su: Cabernet Sauvignon iz
Plantaze, Cabernet Sauvignon iz Radmilovca, Cabernet Sauvignon - Alexandrija iz
TikveSa, Vranac - Hercegovacki iz Vukoje, Vranac iz Citluka, Vranac iz Vinoprodukt
Coka, Vranac (2009 godine) iz Rubina, Vranac (2009 godine) iz Vino Zupe, Vranec -
Tga za jug (2009 godine) iz TikveSa, Vranec (2009 godine iz TikveSa), Vranec -
Vilarov iz Stobija, Kratosija iz Vino Zupe, Merlot iz Radmilovca, a najbogatije vino je
Merlot iz TikveSa (200,26 mg/L).

Veoma znacajna flavonoidna grupa koja utiCe na boju, senzorna i biohemijska
svojstva crvenih vina su antocijani. Njihovo prisustvo u Cabernet Sauvignon vinima
dostize maksimalnu vrednost do 1480,56 mg/L (Cabernet Sauvignon, 2009 godine iz
Kraljevskih vinograda); u Vranac vinima do 972,58 i 1501,79 mg/L (Vranac - Pro
corde iz Plantaze i Vranec - Vilarov iz Stobija); u vinu Merlot iz TikveSa do 607,42
mg/L, dok viSesortna Zupska vina imaju manju koncentraciju do 315,73 mg/L (vino
Medveda krv iz Rubina).
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U svim ispitivanim uzorcima vina najdominantniji antocijan je malvidin-3-glikozid i
njegovi acetil- i p-kumaroil derivati, tako da ukupni procenat malvidin derivata u
Cabernet Sauvignon vinima dostize maksimalnu vrednost do 86,47 % (Cabernet
Sauvignon, 2009 godine iz Rubina); u Vranac vinima do 100,00 % (Vranac iz Vino
Zupe), u KratoSija vino iz Rubina do 83,44 %, u Merlot, Pinot Noir i Frankovka

vinama iznad 50%.

U svim ispitivanim vinima prisustvo tipa antocijana ima sledeci odnos: Glikozidi >

Acetilglikozidi > p-Kumaroilglikozidi > Mv-3-vinilfenolglikozid > Vitisin A.

Ispitivani uzorci crvenih vina pokazuju antioksidaciono delovanje na DPPH radikale u
Sirokom opsegu ECsp vrednosti od 47,17 i 49,24 mL/g (Cabernet Sauvignon vina iz
vinarija Cardak i Kraljevski vinogradi), preko 47,85 i 50,56 mL/g (Merlot i Vranac
vina iz vinarije Tikves) do 145,83 mL/g (Vranac iz vinarije Vino Zupe). lli izraZzeno u
procentima antioksidaciona aktivnost istih vina se nalazi u intervalu od 91,83 do
69,55%.

Korelacionom analizom je utvrdeno da postoji dobra korelacija (konstanta korelacije
do 0,6060) izmedu spektroskopskih nadenih koncentracija ukupnih fenola, estara
vinske kiseline i flavonola i nadene antioksidacione aktivhost ispitivanih vina,
izrazene u ECsp vrednostima. Utvrdena je odlicna korelacija (konstante korelacije do
0,8595) izmedu HPLC detektovanih koncentracija ukupnih fenolnih kiselina, ukupnih
flavan-3-ola, ukupnih flavonola, ukupnih antocijana i nadene antioksidacione
aktivnost uzoraka. Najmanji korelacioni indeks su dali antocijani, Sto ukazuje da
njihovo prisustvo u crvenim vinima zavisi od mnogo razlicitih faktora, pored sorte

groZda i od nacina proizvodnje, od vremna i nacina ¢uvanja tj. starenja vina.

Prethodno date HPLC analize razli¢itih uzoraka crvenih vina su pokazale da je u
svakoj bioloSki znacajnoj grupi fenolnih jedinjenja dominantna odredena
komponenta. Korelaciona analiza je pokazala da postoji veoma dobra korelacija sa
nadenim koncentracijama najdominatnijih fenolnih komponenata: galne kiseline
(0,6917), (+)-katehina (0,6912), kvercetin-3-glikozida (0,7719) i trans-resveratrola
(0,7404).
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Primenom DPPH slobodoradikalske reakcije, zbog IlakSeg utvrdivanja
antioksidacionog kapaciteta ispitivanih crvenih vina, je odredena antioksidaciona
aktivnost i nekih posebnih bioloSko znacajnih jedinjenja, kao $to su: galna kiselina,
askorbinska kiselina, kvercetin, rutin, troloks i BHA. Analiza je pokazala da kvercetin

ima najace izraZzeno antioksidaciono delovanje (ECsg iznosi 24,12 mg/qg).

Ispitivanje antioksidacione aktivnosti crvenih vina, je izvrSeno i novom novom redoks
reakcijom, odnosno primenom bakar (ll)-1,10-fenatrolina kao oksidanta. Dobijeni
rezultati izrazeni preko ekvivalenta potroSnje galne kiseline, kvercetina i rutina (mg/L)
za iste uzorke vina su u saglasnosti sa rezultatima dobijenim DPPH metodom, Sto je
potvrdeno korelacionom analizom. Dobijeni korelacioni indeksi se nalaze u intervalu
od 0,9775 do 0,9776.

Antimikrobna aktivnost izabranih uzoraka crvenih vina je ispitivana primenom disk-
difuzione i mikro-dilucione metode prema Sest gram-pozitivnih bakterija: Clostridium
perfringens ATCC 19404, Bacillus subtilis ATCC 6633, Listeria innocua ATCC
33090, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Sarcina lutea ATCC 9341 and
Micrococcus flavus ATCC 40240 i Sest gram-negativnih: Escherichia coli ATCC
25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Salmonella enteritidis ATCC 13076,
Shigella sonnei ATCC 25931, Klebsiella pneumonia ATCC 10031 i Proteus vulgaris
ATCC 8427), kao i prema kvascu — Candida albicans.
Dobijeni rezultati za minimalnu inhibitornu koncentraciju (MIC) i minimalnu
bakterijsku koncentraciju (MBC) ukazuju da svako vino u zavisnosti od sorte grozda,
sastava, podneblja berbe grozda i proizvodaCa pokazuje razlicito antimikrobno
delovanje prema istoj bakterijskoj vrsti. Redosled MIC/BMC delovanja gram-
pozitivnih- i gram-negativnih bakterijskih sojeva na osnovu sorti groZzda od kojih je
sastavljeno vino je sledeci: Cabernet Sauvignon > Vranac > Merlot > Pinot Noir ~
Frankovka ~ Me$ana vina iz Zupskog regiona.
Antimikrobna aktivnost Vranac vina prema kvascu Candida albicans je
zadovoljavajuca, jer interval MIC/BMC delovanja iznosi od 125/125 do 250/250
puL/mL.
Ispitivana crvena vina pokazuju antimikrobnu aktivnost prema gram-pozitivnim
bakterijama na sledeci nacin: Clostridium perfringens > Bacillus subtillis ~ Listeria
monocytogenes ~ Sarcina lutea > Staphylococus aureus ~ Micrococcus flavus.
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Antimikrobna aktivnost prema testiranim gram-negativnim bakterijama je sledeca:
Proteus vulgaris > Pseudomonas aeruginosa ~ Salmonella enteritidis > Klebsiella
pneumonia > Shigella sonnei.

Ispitivanje MIC/BMC delovanja galna kiseline, trans-kumarne kiseline, kvercetina i
(+)-katehina (u koncentraciji od 10,0 do 0,002 pg/mL) je pokazalo da njihovo
antimiukrobno delovanje ima sledeci odnos: kvercetin > (+)-katehin > trans-kumarna

kiselina > galna kiselina.

trans-Kumarna kiselina je pokazala izrazeno antimikrobno delovanje prema Candida
albicans kvascu (0,63/0,63 pg/mL).

Analiza pokazuje da ispitivana vina (50 uL/disc) imaju inhibicionu zonu delovanja do
20,0 mm prema nekim bakterijskim sojevima, Sto je uporedljivo sa inhibicionom
zonom delovanja standardnih antibiotika (16,0 — 35,0 mm) i nekih fenolnih
jedinjenja, kao Sto su: galna kiselina, kvercetin i (+)-katehin ( 14,5 — 21,8 mm).

Antimikrobno delovanje razliCitih crvenih vina, izraZzeno zonom inhibicije, ima sledeci
odnos: Cabernet Sauvignon vina > Pinot Noir ~ Zupska vina ~ Frankovka ~
Vranac vina. Ovo dovodi do zaklju¢ka da Cabernet Sauvignon vina imaju jace
antimikrobno delovanje u poredenju sa ostalim ispitivanim vinima. Od kojih najace
delovanje pokazuje Cabernet Sauvignon - Terra Lazarica vino i to prema prema
gram-pozitivnim bakterijama: Bacillus subtillis (19,0 mm) i Bacillus subtillis (18,6
mm) i prema gram-negativnim bakterijama: Escherichia coli (20, 0 mm) i Shigella sp
(18,0 mm), Sto je u saglasnosti sa njegovom najvecom koncentracijom ukupnih
flavonoida (163,63 mg/L), ukupnih fenolnih kiselina (143,19 mg/L) i ukupnih
antocijana (1480,56 mg/L), detektovanih HPLC metodom.

Korelacionom analizom je potvrdeno da postoji dobra korelacija izmedu
antimikrobnog delovanja prema Escherichia coli i nadenih koncentracija za (+)-
katehin (0,6625) i ukupnih fenolnih kiselina (0,7333), kao i izmedu Staphylococus
aureus i nadenih koncentracija za (+)-katehin (0,7433) i ukupnih fenolnih kiselina
(0,5121).
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Redosled antmikrobnog delovanja fenolnih komponenata izrazenih zonom inhibicije
prema gram-pozitivnim bakterijama je: galna kiselina (19,0— 21,8 mm) > (+)-
katehin (15,8 -20,0 mm) ~ kvercetin (18,5 —20,0 mm) i prema gram-negativnim
bakterijama je: (+)-katehin (16,5 -20,5 mm) > galna kiselina (15,5 — 19,0 mm) >
kvercetin (14,5 — 18,6 mm).

Uradena analiza antioksidacione i antimikrobne aktivnosti ispitivanih vina je pokazala
da se najbolje korelacije uspostavljaju sa ukupnom koncentracijom detektovanih
flavonoida, pa se moZe zakljuciti da je biohemijsko delovanje crvenih vina, posledica
sinergestickog delovanja veceg broja bioloSkoaktivnih komponenata. Dobijeni
rezultati bi daju mogucnost za proizvodnju kvalitetnih crvenih vina sa povecanim

fenolnim sadrzajem, koji uz bi uz bolji marketing bili konkurentni na svetskom trzistu.
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Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcrBy

Motnucanu-a : mp Anekcangpa HeHag PagosaHosuh

Opoj ynuca

UsjaBmyjem
Ja je AOKTOpCKA AucepTaumja noj HacnoBom

. ,Kapakrepusaumja v kopernaumja G1MoakTUBHUX (DEHOMHMX jeAntbersa LIPBEHNX
BuHa bankaHa u brxosa aHTUOKCUAaUMOHa U aHTUMNKPOBHa cBojcTea"

& pe3ynrtar COnCTBeHOr UCTPaXUBAYKOT paaa,

e Ja npeprioxeHa gucepraunja y LenvHu Hu y AenoBuma Huje 6una npeanoxexa
3a pobujarbe Ouno koje punnome npema CTYAWCKUM nporpamuma Apyrux
BWCOKOLLIKOJICKUX YCTaHOBA,

e [la Cy pe3ynTaTi KOPEKTHO HAaBEAEHU 1
e Ja HucaM Kpwwuo/na ayTopcka npaBa W KOPUCTUO MHTENEKTyanHy CBOjUHY
APYyrux nuua.

MoTtnuc pokropaHTa

Y Beorpagy, 08.02.2014.

Podoveond
o/ VS NS




Mpunor 2.

M3jaBa 0 UCTOBETHOCTHU LUTaAMNaHe U efIeKTPOHCKe
Bep3uje JOKTOPCKOr paga

Wwme n npesume aytopa: mp Anekcangpa HeHap PagosaHosuh

Bpoj ynuca

Cryaujcku nporpam ¢

Hacnos paga: ,Kapakrepusaumja v kopenauyja SnoakTusHux oeHonHux
jeanersa LpseHnx suHa bankaHa n HhuxoBa aHTMOKCUAALMOHA U
aHTUMKKpoOBHa cBojcTBa”

MenTop: npoch ap BpaHumup JoaHyuyesuh
Motnucanum : Anekcavapa PagosaHoBuh

u3jaBrbyjeM Aa je WTaMnaHa Bepanja Mor JOKTOPCKOr Paja UCTOBETHA ENEeKTPOHCKO)]
Bep3uju kojy cam npejao/na 3a objaBrbuBakbe Ha noptany [OururanHor
peno3utopujyma YHuBep3uteta y Beorpaay.

[ossorbaBam pa ce objaBe Moju nNUYHWM NOAALM Be3aHW 3a Aobujarbe akapemckor
3Ba-a AOKTOpa Hayka, Kao LTO Cy uMe U npeanme, roguHa u MecTo pofierwa u gaTym
oabGpaHe paga.

OBu nuuHn nopaum mory ce o6jaBuT Ha MpPEXHUM CTpaHuuama JurntanHe
oubnuoTeke, y €eNeKTPOHCKOM KaTarnory u y nybnukaiuujama Yrusepauteta y beorpagy.

Mornuc gokropaHrta

Y Beorpagy, 08.02.2014.

(Z () N
U IOV GLLOWN C




Mpwunor 3.

UsjaBa o kopuwhery

Osnauhyjem Yuusepautetcky 6ubnuorteky ,Cetosap Mapkosuh* pa y [Aurutantu
penosutopujym YHusepsuteta y beorpagy yHece mojy AOKTOPCKY auceprauujy noa
HacrnoBoM:

»Kapaxkrepusaumja n kopenauuja GroakTMBHMX (DEHONMHUX jeAuHeHba LiPBEHUX
BuHa bankaHa u HuxoBa aHTUOKCUAaLMOHa 1 aHTUMUKPODHa cBojcTBa"

Koja je moje ayTopcko zeno.

AucepTaiujy ca CBUM NpuUnosvuma npejao/na cam y enekTpPoOHCKOM (popMaTy norogHoM
3a TPajHO apXMBUPAHE.

Mojy pokropcky pucepTaumjy noxpameny y [urutanHu penosutopujym YHuBepsuteta
y Beorpapy mory aa kopucte CBM Koju nowiTtyjy ogpende cagpxaHe y oaabpaHom Tuny
nuueHue KpeartusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce opnyuvo/na.

1. AyTopcTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEpPLMjanHo
@AyTOpCTBO — HekomepuujanHo — 6e3 npepage
4. AyTOPCTBO — HEKOMEPLMjanHO — AENUTY NOZ, UCTUM YCTIOBUMA
5. Aytopcteo — ©es npepage
6. AyTOpPCTBO — AENUTY NOA UCTUM YCroBUMA

(Monumo pa 3aokpyxuTe camo jegHy Of LUECT NOHYREHWX FUUEHUM, Kpatak onuc
NUUEeHUM AarT je Ha nonefuHn nucra).

MoTtnuc aokropaHTa

Y beorpagy, 08.02.2014.

;jl(Emc)ch\u e:»bicl




1. AyTtopcTBo - [J03BO/baBaTE YMHOXKaBake, AUCTPUOYLIMjY M jaBHO caonLwTaBakbe Aena, U Npepase, ako
Ce HaBefe MMme ayTopa Ha HauuH oapeheH of cTpaHe ayTopa WAM [aBaola JIMUEHLe, Yak U Y
KomepunjanHe cepxe. OBO je HajcnoboaHMja 04 CBUX NLLEHLM.

2. AyTopcTBO — HeKkomepumjanHo. [o3BosbaBaTe YMHOMaBake, AUCTPUOYLIMjY M jaBHO caomnLiTaBae
Oena, WU npepaje, ako ce HaBege MMe ayTopa Ha HauMH ogpeheH of cTpaHe ayTopa waM AasBaoua
nvueHue. OBa IMLEHL,A He 403BO/baBa KOMepLMjaaHy ynoTpeby aena.

3. AyTOpCTBO - HEKomepunjanHo — 6e3 npepage. [o3Bos/baBaTe YyMHOMXKaBarbe, AUCTPUOYLNjY M jaBHO
caonwTaBare aena, 6e3 npomeHa, NpeobankoBarwa UaM ynotpebe aena y cBOm geny, ako ce Hasege
MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH oz cTpaHe ayTopa MaM gasaoua avueHue. OBa nvLUeHLa He 403BO/baBa
KomepumjanHy ynotpeby aena. Y ogHOCY Ha CBe oOcCTane JIMLEHLE, OBOM JIMLEHLLOM Ce OrpaHuMyaBa
Hajsehu 0bum npasa Kopuwhera aena.

4. AyTOpPCTBO - HEKOMepuMjanHO — AeNuTW Nog WUCTMM YycioBMma. [103BO/baBaTe YMHOMKaBakbe,
ANCTPMBYLMjY 1 jaBHO caomnLiTaBarbe Aena, U Npepage, ako Cce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH
0J, CTpaHe ayTopa WM AaBaoLa JMLEHLEe M aKo ce npepaja AUCTpubympa nog UCTOM WUAN CAUYHOM
nmueHuom. OBa MLEHLa He [03BO/baBa KoMepLMjaHy ynoTpeby Aena v npepaja.

5. AytopcTBo — 6e3 npepage. [lo3Bo/baBaTe YMHOMKaBakbe, AMCTPUBYLM]Y M jaBHO caonluTaBake Aena,
6e3 npomeHa, npeobanKoBarba UM ynotpebe gena y CBOM AeAy, aKO Ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH
oapeheH of cTpaHe ayTopa UM gaBaoua avueHue. OBa AMLEHLa [03BO/baBa KOMepLMjaaHy ynoTpeby
aena.

6. AyTOpCTBO - AenuTy Mof UCTUM yc/ioBuMa. [Jo3BosbaBaTe YMHOXaBawe, AMCTPUOYLMjY W
jaBHO caonwiTaBawe Aena, U npepaje, ako ce HaBeAe UMe ayTopa Ha HauvH ogpeheH of
CTpaHe ayTopa WX [aBaolia NMLEHLE W ako ce npepaja AMCTpuGyvpa nog UCTOM MWK
CNMYHOM nmueHuom. OBa NvuUeHUa A03Bo/baBa KomepuujasiHy ynoTpeby gena v npepaga.
CnunyHa je cothTBEPCKMM NMLEHLLAMA, OAHOCHO /IMLIEHLLAMa OTBOPEHOT KoAa.
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