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1. UVOD

Vino je proizvod alkoholne fermentacije Sire i/ili kljuka grozda koji se karakteriSe
veoma sloZzenim hemijskim sastavom. Hemijski sastav vina zavisi od stepena zrelosti i
kvaliteta grozda, kao i agroekoloskih uslova pod kojima se grozde gaji. Posebno treba istaci
znacaj primenjenih tehnoloskih postupaka u preradi grozda i vinifikaciji. Tehnoloski postupci
primarne prerade grozda, upotrebljena enoloSka sredstva, temperaturni rezim alkoholne
fermentacije maceracija, prisustvo kiseonika, uslovi nege i ¢uvanja vina, obrada i finalizacija
vina, imaju znacajan uticaj na senzorna svojstva i hemijski sastav vina.

Pocetkom XX veka zapazen je blagotvoran uticaj crvenih vina na ljudski organizam.
Jedno od znacajnijih istraZivanja, koje je potvrdilo takva zapazanja je anketa koju je sprovela
Svetska organizacija za zdravstvo na preko 1 000 000 stanovnika iz 18 razvijenih zemalja.
Anketa je obuhvatala 16 razli¢itih faktora bitnih za ljudsko zdravlje. Nakon obrade rezultata
ankete ustanovljeno je da u zemljama gde je vea potroSnja vina, smrtnost od
kardiovaskularnih oboljenja je za 3 - 5 puta manja u poredenju sa zemljama gde je potrosnja
vina mala. U Francuskoj je dokazano da pojava oboljenja, vezanih za konzumaciju alkoholnih
pic¢a, daleko reda u regionima gde se vino koristi kao sastavni deo obroka, u odnosu na
regione u kojima se koriste jaka alkoholna pi¢a. Navedena istrazivanja, kao i mnoga druga,
su ukazala na potrebu da se ustanovi koje su to komponente vina koje ga Cine, kako je Paster
rekao, "najhigijenskijim pi¢em" i koje doprinose boljem zdravstvenom stanju ljudi.

Nauc¢nim istrazivanjima ustanovljeno je da se blagotvorno delovanje vina moze
pripisati fenolnim jedinjenjima. RazliCitim in vivo i in vitro eksperimentima dokazano je da
fenolna jedinjenja pozitivno deluju na krvne sudove, Stite od Stetnog suncevog 1 radioaktivnog
zracenja, deluju kao antiinflamatorni, antivirusni, antikariogeni i antikancerogeni agensi, a
poseduju i znacajnu antioksidativnu aktivnost.

Fenolna jedinjenja su Siroko rasprostranjena heterogena grupa sekundarnih biljnih
metabolita. Posebnu paznju istrazivaca privukli su proantocijanidoli (proantocijanidini ili
kondenzovani tanini) koji se nalaze naj¢esce u lignoceluloznim delovima biljke. Tako se i u
grozdu proantocijanidoli nalaze uglavnom u ¢vrstim delovima, a samo u tragovima u pulpi
bobice. Posmatraju¢i grozd u celini, 70 - 80 % ovih komponenti skoncentrisano je u

semenkama, a preostali deo, u priblizno istom odnosu, rasporeden je u peteljkovini i pokozici.



Crvena vina su bogata fenolnim jedinjenjima koja se iz ¢vrstih delova grozda
ekstrahuju u fazi maceracije. Sadrzaj fenolnih jedinjenja u vinu zavisi od sorte vinove loze,
klimatskih 1 drugih agroekoloskih uslova, kao i od primenjenog postupka vinifikacije.
Tehnoloski uslovi proizvodnje, pH, sumpor-dioksid, etanol, temperaturni uslovi, kao i udeo
¢vrste faze u kljuku od presudnog su znaCaja za ekstrakciju fenolnih jedinjenja. Odnos
fenolnih jedinjenja u vinu, intenzitet i stabilnost boje crvenih vina, osim nacina vinifikacije u
mnogome zavise 1 od na¢ina obrade, uslova ¢uvanja i zrenja vina.

Cilj rada je bio ispitivanje uticaja tehnicko-tehnoloskih uslova proizvodnje na boju i
sadrzaj fenolnih jedinjenja vina dobijenih od grozda dve sorte vinove loze: Cabernet
sauvignon 1 Merlot u toku tri godine (berbe).

U prvoj fazi (berba 2003. godine) ispitan je uticaj temperature i duzine maceracije na sadrzaj
fenolnih jedinjenja, flavan-3-ola, antocijana i boju vina.

U drugom delu (berba 2004. godine) ispitan je uticaj pove¢anog udela Sepurine i semenki u
kljuku na sadrzaj fenolnih jedinjenja, flavan-3-ola, antocijana i boju vina. Maceracija kljuka
sa povecanim udelom ¢vrstih delova grozda vrsena je na temperaturi 30 °C u toku 6 1 9 dana.
Uticaj obrade vina sredstvima za bistrenje 1 stabilizaciju na sadrZaj fenolnih jedinjenja, flavan-
3-ola, antocijana i boju vina, ispitan je u vinima proizvedenim iz kljuka sa povecanim udelom
Sepurine 1 semenki u kljuku (berba 2005). Za obradu vina upotrebljena su dva organska
sredstva (albumin i zelatin) 1 dva neorganska sredstva (bentonit i polivinipolipirolidon).
Primenom elektron spin rezonantne (ESR) spektroskopije ispitana je antiradikalska aktivnost
vina proizvedenih iz kljuka sa povecanim udelom Sepurine i semenki. Istom metodom ispitan

je uticaj obrade vina na antiradikalsku aktivnost vina.



2. PREGLED LITERATURE

Narodi u podrucjima oko Sredozemnog, Crnog i Kaspijskog mora - u Egiptu, Maloj
Aziji, Mesopotamiji, Zakavkazju i severnom Iranu, gajili su vinovu lozu pre devet hiljada
godina. Pisani tragovi o proizvodnji vina datiraju sa pocetka cetvrog milenijuma p.n.e. Prema
nekim autorima vino se u tom periodu proizvodilo u Egiptu, dok drugi istrazivaci, kolevkom
vinarstva smatraju juznu Kavkaziju, severozapadne delove Turske, severne delove Iraka,
Azerbejdzan. Pocetci savremenog vinarstva vezuju se za XIX vek ulaskom nauke u ovu
oblast. Svojim delom "Studija o vinu" Pasteur je, 1866. godine, postavio temelje danasnje
tehnologije vina.

Vino je proizvod dobijen potpunom ili delimi¢nom alkoholnom fermentacijom kljuka
ili Sire od svezeg grozda plemenitih sorti vinove loze. Klasifikacija vina vr$i se prema
razli¢itim kvalitativnim karakteristikama: sadrzaju neprevrelog Secera, sadrzaju alkohola,
sadrzaju ugljen-dioksida, boji, geografskom poreklu. Prema boji, vina se razvrstavaju na:
bela, roze i crvena (crna). Osnovne razlike izmedu belih i crvenih vina poticu od sirovine
upotrebljene za proizvodnju i1 nacina vinifikacije. Belo vino proizvodi se postupkom
vinifikacije grozda, odnosno $ire, od belih sorti vinove loze, a moguce ga je proizvesti i od
grozda crnih sorti vinove loze, kod kojih pulpa ne sadrzi antocijane. Proizvodnja belih vina
nakon operacija primarne prerade grozda, koje podrazumevaju i potpuno odvajanje ¢vrstih
delova grozda, nastavlja se alkoholnom fermentacijom grozdanog soka - Sire. Roze se
proizvodi pretezno od grozda crvenih i crnih sorti vinove loze, dok se crveno (crno) vino
proizvodi vinifikacijom grozda crnih sorti vinove loze. Vinifikacija kljuka je klju¢na operacija
za proizvodnju crvenih vina. Kljuk je izmuljano grozde sa ili bez Sepurine. U toku ove
operacije mnogobrojne komponente grozda iz ¢vrstih delova prelaze u vino. Najvazniju
kvalitativhu razliku izmedu belih i crvenih vina, ¢ini veci sadrzaj fenolnih jedinjenja u
crvenim vinima.

Fenolna jedinjenja se u fazi maceracije ekstrahuju iz ¢vrstih delova grozda i uticu na
boju i senzorna svojstva crvenih vina. Nakon zapaZzanja i nedvosmislenih potvrda o
blagotvornom uticaju fenolnih jedinjenja, pre svega proantocijanidola, na ljudski organizam,
posebna paznja posvecuje se kvalitetu, sastavu 1 iskoriS¢enju fenolnog potencijala crnog

grozda.



Poceci naucnih ispitivanja na temu fizioloskog delovanja fenolnih jedinjenja mogu se
vezati za 1929. godinu, kada je u Francuskoj sprovedena obimna anketa koja je obuhvatila
100 000 ljudi iz razli¢itih regiona. Anketa je bila sprovedena sa namerom da se utvrdi znacaj
vina u ljudskoj ishrani na osnovu duzine zivota stanovnistva u pojedinim regijama. Rezultati
ankete su pokazali da su ljudi dugovecniji u regionima gde je vino tradicionalno pic¢e u
odnosu na regije gde je veca potrosnja jakih alkoholnih pi¢a. Takode je zapazeno da su
posledice Stetnog uticaja alkohola ¢es¢e kod ljudi u regijama gde su jaka pica tradicionalna, u
odnosu na vinogradarsko-vinarske regije (Damiani, P. i sar. 1986). Ova anketa imala je
odredene nedostatke, posto nisu uzeti u obzir drugi faktori kao $to su: nacin zivota, ishrane,
broj stanovnika na jednog lekara itd. Greske i1 nedorecenosti predhodne ankete otklonjeni su
anketom sprovedenom od strane Medunarodne organizacije za zdravstvo, koja je obuhvatila
18 razvijenih zemalja, i ukupno 100 miliona stanovnika. Cilj ove ankete je bio ispitivanje
uticaja 16 parametara na smrtnost od kardiovaskularnih oboljenja (World healt statistics
annual for 1970). Na osnovu rezultata ankete, jedan od zakljucaka je da postoji obrnuta
zavisnost izmedu smrtnosti od infarkta miokarda 1 konzumiranja vina (St Leger, A.S.,1979),
odnosno, vino verovatno sadrzi neke komponente koje imaju zastitni efekat i umanjuju Stetno
delovanje alkohola. Mnogobrojnim istrazivanjima dokazano je pozitivno fiziolosko delovanje
umerenog konzumiranja crvenih vina na ljudski organizam. Kasnijim detaljnim istrazivanjima
dokazano je da je za ovakve rezulatate zasluzna fenolna jedinjenja, kojima su crvena vina
bogata.

Osim kardioprotektivnog delovanja, Cesto u literaturi pominjanog pod nazivom
,Francuski  paradoks®, fenolna jedinjenja ispoljavaju baktericidno, antivirusno,
antikancerogeno delovanje, a imaju sposobnost hvatanja slobodnih radikala (Laparra i sar.

1979, Konowalchuk i sar., 1976, Uchida i sar. 1987).

2.1. PODELA I STRUKTURA FENOLNIH JEDINJENJA

Fenolna jedinjenja predstavljaju Siroko rasprostranjenu grupu biljnih metabolita koja
mogu biti vrlo jednostavne struktura, kao §to su fenolne kiseline, ili vrlo slozene strukture,
odnosno, polikondenzovana jedinjenja kao $to su proantocijanidoli. Zajednicka karakteristika
fenolnih jedinjenja je da sadrze aromati¢an prsten sa jednom ili viSe hidroksilnih grupa
(Robards i sar., 1999). U grozdu i vinu nadena su razlicita fenolna jedinjenja: fenolne kiseline
(derivati benzoeve i cimetne kiseline), flavonoli (glikozidi kampferola i kvercetina), flavan-3-

oli (katehin, epikatehin i njihovi oligomeri), dihidroflavonoli (dihidrokvercetin,



dihidrokemferol, hamnozid) i antocijani (malvidin, cijanidin, peonidin, petunidin i delfinidin)
(German i sar. 1997).

U literaturi se navode razlicite klasifikacije fenolnih jedinjenja, a Spranger (1993) je
ova jedinjenja svrstao u slede¢e grupe:

1. Flavonoidi

2. Fenolna jedinjenja neflavonoidne strukture:

3. Isparljiva fenolna jedinjenja

2.1.1. Flavonoidi

Flavonoidi su jedinjenja sa 15 atoma ugljenika u osnovnoj Cs-Cs-Cg strukturi, od kojih
devet pripada benzopiranskom prstenu (benzenski prsten A kondenzovan sa piranskim
prstenom C) (Cook i Samman, 1996). Ostalih Sest ugljenikovih atoma ¢ine benzenski prsten B
povezan sa benzopiranskim prstenom na poziciji dva (flavoni, flavonoli, flavononi,
dihidroflavoni, flavan-3-oli, flavan-3,4-dioli i antocijanidini), tri (izoflavoni) i Cetiri
(neoflavoni). Strukturne formule osnovnih grupa flavonoida prikazane su na slici 1.

Razli¢ite grupe flavonoida nastaju promenom oksidacionog stanja heterociklicnog
prstena 1 uvodenjem supstituenata na ugljenikove atome u polozaje 2, 3 ili 4. Flavonoli,
antocijani, flavan-3-oli i njihovi kondenzovani proizvodi (tanini ili proantocijanidoli) su
najzastupljeniji flavonoidni molekuli u grozdu i vinu, dok su flavan-3,4-dioli prisutni u
manjoj koli¢ini. Flavonoidi mogu biti slobodni ili polimerizovani sa drugim flavonoidima,

Sec¢erima (glikozidi) 1 neflavonoidima (acilovani derivati).
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Slika 1. Strukture osnovnih grupa flavonoida

2.1.1.1. Flavonoli

Flavonoli su flavonoidi pronadeni u mnogim biljnim vrstama, uglavnom u obliku
glikozida. To su pigmenti Zute boje koji odreduju boju belih vina, dok su u crvenim vinima
maskirani antocijanima-crvenim pigmentima. Sinteza flavonola se uglavnom odvija u
pokozici bobice (Price i sar., 1995). Ekstrakcija flavonola iz pokozice odvija se u fazi
maceracije.

Hidroksilne grupe u B prstenu flavonola mogu se nalaziti na C-4, C-3'1 C-4'1 C-3',
C-4'1 C-5', pa su u grozdu i vinu prisutni kampferol, kvercetin i miricetin. Metilovanjem 3'-
OH kvercetina nastaje izorhamnetin. Kampferol, kvercetin i njihovi derivati, prisutni su kako
u belom tako i crnom grozdu i vinu, dok su miricetin i izorhamnetin i njihovi derivati utvrdeni
samo u crnom grozu i crvenim vinima. Struktura flavonola grozda prikazana je na slici 2. U
grozdu flavonoli egzistiraju isklju¢ivo kao 3-glikozidi, dok se u vinu nalaze i aglikoni kao
tezultat hidrolize u kiseloj sredini. Glukoza je najzastupljeniji SeCer na C-3 ugljenikovom
atomu kempferola, kvercetina, miricetina i izorhamnetina, ali je pronadena i glukuronska

kiselina (Cheynier i Rigaud, 1986). U grozdu pronadene su najveée koli¢ine kvercetin-3-O-



glukozida i kvercetin-3-O-glukuronida (Price i sar., 1995, Downey i sar., 2003). Osim toga,
kvercetin se u grozdu nalazi 1 kao 3-ramnozilglukozid (rutin), 3-glukozilgalaktoza i 3-
glukozilksilozid kao i drugi kampferol 3-glikozidi ukljucujuéi 3-glukozilarabinozid i 3-
galaktozid (Cheynier i sar., 2003). Metilovani trisupstituisani flavonoli ili njihovi triglikozidi

su u grozdu i vinu pronadeni tek u nekoliko uzoraka.

1. (kemferol): R=R'=H
2. (kvercetin): R=H;R'=0H
3. (miricetin): R=R'=0H

4. (izoharmnetin): R =H; R’ = OCH3

5. (laricitrin): R =0OH; R = OCH3

6. (siringetin): R =R =0CH3

Slika 2. Strukture flavonola grozda

Produkt metilovanja miricetina na C-3', poznat je pod nazivom laricitrin. Siringetin je
dimetoksi derivat miricetina sa metoksi grupama na polozajima C-3' i C-5'. Siringetin 3-
glukozid 1 siringetin 3-(6"-acetil)glukozid po prvi put su utvrdeni u gozdu i vinu Cabernet
sauvignon iz Kalifornije (Wang i sar., 2003).

Flavonoli su vazni za kvalitet crvenih vina. Reakcijama kopigmentacije stabilizuju
flavilijum oblike antocijana u mldim crvenim vinima (Boulton, 2001). Vina proizvedena od
grozda sa debljom pokozicom (npr. Cabernet sauvignon) sadrze znatno vece koli¢ine
flavonola od vina dobijenih od grozda sa tanjom pokozicom (Grenache) (McDonald i sar.,
1998). Na sadrzaj flavonola znacajan uticaj ima osuncanost grozda. Grozde iste sorte vinove
loze moze sadrzati i do 10 puta vise flavonola ako je bilo izlozeno suncu, u odnosu na grozde

sa osencenih delova Cokota (Price i sar., 1995, Spayd i sar., 2002).

2.1.1.2. Antocijani

Antocijani su biljni pigmenti crvene, ljubicaste ili plave boje. Hidrolizom antocijana
nastaju antocijanidini (aglikoni) i Seéerna komponenta (ostatak mono- 1ili disaharida).
Antocijanidini se izvode iz hromana, a po hemijskoj strukturi su derivati 2-fenilbenzopirilijum
katjona (flavilijumkatjona).

Svi antocijanidini imaju hidroksilnu grupu na C-3 atomu, a vecina antocijana su penta-
ili heksa-supstituisani, pri ¢emu se supstituenti (hidroksilna ili metoksi grupa) nalaze na C-5,
C-7, C-3', C-4'1 C-5'. U prirodi se javlja mali broj aglikona, a njihove osnovne strukture su

prokazane na slici 3. Na osnovu rasporeda i polozaja hidroksilnih grupa u B prestenu,



razlikuju se tri osnovna jedinjenja antocijana: pelargonidin, cijanidin i delfinidin, a
metilovanjem ovih hidroksilnih grupa nastaju: peonidin, petunidin i malvidin. Metilovanje
hidroksilnih grupa u prstenu B osnovnih antocijana ograniceno je na hidroksilne grupe u

polozaju 3' i 5', a slobodna OH-grupa u polozaju 4' ima znacajnu ulogu u promeni boje

antocijana.
R, R's Naziv aglikona
OH H Cijanidin
OCH; H Peonidin
OH OH Delfinidin
OH OCH,4 Petunidin
OCH; OCH, Malvidin

Slika 3. Struktura antocijanidina grozda i vina

Iako se u prirodi javlja mali broj aglikona, poznat je izuzetno velik broj glikozida.
Glikozidi nastaju vezivanjem ostataka Secera preko hidroksilnih grupa na C-3, C-5 i C-7
atomu. NajCeS€e se Secerna komponenta nalazi na polozaju 3, pri cemu moze biti vezana
jedna ili dve monosaharidne jedinice. Cesto se po jedna monosaharidna jedinieca nalazi u
polozaju 3 1 5, a 3,7-diglikozidi i 3,5,7-triglikozidisu manje zastupljeni. Antocijani sadrze D-
glukozu, D-galaktozu i L-ramnozu.

Jedna od najvaznijih karakteristika antocijana je Sto kiseonik u heterociklicnom
prstenu moze da ima pozitivno naelektrisanje. Zahvaljuju¢i ovoj osobini antocijani se u
kiseloj sredini ponaSaju kao katjoni i grade soli sa kiselinama, a u alkalnoj sredini kao anjoni i
grade soli sa bazama. Mnogi c¢inioci kao $to je pH sredine, kompleksiranje s metalima,
prisustvo tanina i dr. Uti¢u na boju antocijana. Boja antocijana zavisi i od broja hidroksilnih
grupa na prstenu B. Antocijani sa manjim brojem hidroksilnih grupa su crvene, a sa ve¢im
brojem, plave boje. Metilovanjem hidroksilnih grupa na prstenu B povecava se intenzitet boje
(Lajsi¢ i Grujic-Injac, 1998). Tako je, na primer, pelargonidin oranz-crven, cijanidin
tamnocrven, a delfinidin ljubicaste boje.

Antocijani su odgovorni za boju crnih sorti grozda i crvenih vina. Ovi pigmenti se
nalaze u spoljas$njim slojevima pokozice bobica grozda, uglavnom u vakuolama (Ros Barcelo
i sar., 1994) ili u posebnim strukturama — antocijanoplastima (Pecket i Small, 1980). Kod

nekih sorti (bojadisera) antocijani se javljaju i u pulpi bobica. Najznacajniji antocijani grozda



su 3-O-glukozidi cijanidina, delfinidina, peonidina, petunidina i malvidina (Wulf i Nagel,
1978). Monoglikozidi se nalaze u vrstama roda Vitis vinifera dok su u grozdu americkih sorti
vinove loze prisutni i diglikozidi.

Preradom grozda, tokom fermentacije i maceracije pod dejstvom ugljen-dioksida i
alkohola, antocijani se ekstrahuju iz pokozice, prelaze u Siru i vinu daju boju. Od prelaska
bojenih materija u vino zavisi intenzitet njegove boje. S obzirom da uslovi maceracije mogu
biti veoma razliciti, ekstrakcija bojenih materija iz pokoZice je sloZen proces, te se ne dobija
uvek zadovoljavajuéi intenzitet boje crvenih vina.

Crne sorte grozda razlikuju se po sadrzaju i vrsti antocijana, Sto zavisi i od uslova
gajenja grozda, te se vina dobijena od grozda istih sorti vinove loze, sa razliitih geografskih
podrugja, razlikuju po boji. Takode, boja vina moZze biti razli¢ita i u zavisnosti od nacina
prerade kao Sto je trajanje i temperatura maceracije, upotrebljena koli¢ina sumpor-dioksida,
eventualni dodatak bojadisera radi korekcije boje. U zavisnosti od ovih uslova, boja moze
varirati od nijansi blizih plavoj do nijansi blizih crvenoj boji.

Prema Brouillard (1982), u kiseloj sredini (vinu) antocijani se nalaze u pet, dinamicki
uravnotezenih molekulskih oblika: crveno obojeni flavilijum katjoni, ljubicaste hinoidne baze,
hinoidne baze, slabo obojene karbinol baze i halkona (slika 4). U normalnim uslovima
prisutni su flavilijum katjoni i karbinol baze, dok se hinoidne baze i halkoni javljaju pri visSim

temperaturama.
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Slika 4. Dinamicka ravnoteza molekulskih oblika antocijana

Intenzitet boje crvenih vina ne zavisi samo od toga koliko ¢e se bojenih materija
ekstrahovati iz pokozice, ve¢ 1 koliko ¢e se antocijana zadrzati u vinu tokom cuvanja. U
zavisnosti od sorte vinove loze, sadrzaj antocijana u mladim vinima iznosi od 100 mg/1 (Pinot
noir) do oko 1500 mg/l (Sirah, Cabernet sauvignon), a nakon nekoliko godina ¢uvanja u boci
ili buretu, vina sadrze manje od 50 mg/1 ovih jedinjenja.

Ispitivanjem uticaja vremena ¢uvanja (skladiStenja) vina na sadrzaj antocijana i boju
crvenih vina, razli¢itih sorti vinove loze, Jovic¢ i Bukvi¢ (1994) su utvrdili znacajniju razliku u
sadrzaju antocijana, nijansi boje i indeksu hemijske starosti vina starih 1 i 2 godine, u

poredenju sa vinima odlezalim 2 i 3 godine. Do promene boje crvenih vina dolazi zbog
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strukturnih promena antocijana (od jonizovanih antocijana, karbinola i hinoidne baze) do
kondenzovanih antocijana, pa se na osnovu njihovog procentualnog uces¢a u boji vina moze
proceniti starost vina. Tokom Cuvanja vina najveci deo antocijana sa taninima gradi stabilne
tamnomrke komplekse, a manji deo se razlaze pod uticajem temperature, svetlosti i kiseonika
ili se istalozi kao koloidna frakcija.

Takode, antocijani reaguju sa jedinjenjima koja sadrze a-dikarbonilnu grupu, kao $to
je diacetil (CH3-CO-CO-CH3), pri ¢emu nastaju kastavinoli, slabo obojena jedinjenja kojih
nema u grozdu (Castagnino i Vercauteren, 1996). Do nastanka kastavinola dolazi spontano
pod uobicajenim uslovima u kojima se vino ¢uva. U kiseloj sredini iz kastavinola se mogu
regenerisati antocijani (Ribereau- Gayon, vol 2, 1999).

Reakcijama antocijana i nusproizvoda kvasaca, kao Sto su acetaldehid, piruvinska
kiselina 1 vinilfenoli (derivati cinamicne kiseline) nastaju jedinjenja koja se nazivaju
piranoantocijani (Schwarz i sar., 2003) (slika 5). Piranoantocijani imaju piranov prsten
izmedu C4 1 hidroksilne grupe na Cs atomu. Veoma su stabilni na posvetljavanje izazvano
sumpor-dioksidom, 1 znaCajni su za stabilnost boje. Osim nekih portisina, koji su plavicasti,
vedina piranoantocijana je zuto-narandzaste boje (Mateus i sar, 2004).

Vitisin A nastaje ve¢ tokom alkoholne fermentacije reakcijom malvidina i piruvinske
kiseline, dok reakcijom malvidina i acetaldehida nastaje vitisin B. Ovi produkti, kao i
antocijani, mogu biti acilovani ili mogu formirati polimere sa taninima. Do formiranja
pinotina dolazi u postfermentativnoj fazi, reakcijom antocijana i derivata cimetne kiseline,
kao Sto je kafena kiselina. Portisini nastaju iz adukata antocijan-piruvinska kiselina i flavanola

u prisustvu acetaldehida.
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Slika 5. Tri grupe piroantocijana pronadenih u vinu

Reakcije kopigmentacije, samoasocijacije kao 1 nastanak raznih produkata
kondenzacije, od samog pocetka proizvodnje vina, utice na boju. Stabilnost boje u duzem
periodu zavisi od formiranja antocijanin-tanin polimera. Ovi polimeri, u zavisnosti od
hemijske prirode, mogu imati zutu, Zuto-crvenu, Zuto-braon, crvenu i ljubicastu nijansu

(Jackson, 2008).

2.1.1.3. Flavan-3-oli i njihovi oligomeri

Flavan-3-oli su gradivne jedinice kondenzovanih tanina. Tanini su polikondenzovana
jedinjenja velikih molekulskih masa, oporog ukusa. Na osnovu gradisnih jedinica tanini se
mogu podeliti na hidrolizuju¢e (galotanini i elagitanini) i kondenzovane tanine.

Hidrolizuju¢i tanini su poliestri galne kiseline ili njenih derivata i centralnog molekula

Secera, najcesce glukoze. Na slici 6 prikazane su strukturne jedinice galotanina i elagitanina.
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Slika 6. Strukturne jedinice galotanina i elagitanina

Galotanini su estri galne kiseline i glukoze. Galna kiselina je prirodni satojak semenki
i pokozice grozda i uvek je prisutna u vinu. Elagitanini su estri elaginske kiseline,
heksahidroksidifenske ili hebulinske kiseline 1 glukoze. Ovi tanini nisu prirodni sastojci
grozda, ali predstavljaju komercijalne tanine koji se koriste kao aditivi. Elaginska kiselina se u
vinu nalazi ako je vino odlezavalo u drvenim sudovima ili ako su mu dodati komercijalni
tanini. U hrastovini, koja se koristi za izradu buradi, od elagitanina prisutni su: vaskalagin i
kastalagin (slika 7). Ova jedinjenja imaju znacajnu ulogu na sazrevanje vina u drvenim
sudovima, njegovu podloZnost oksidaciji i boju (Vivas i Glories, 1993, 1996, Pocock i sar.,

1994).

Kastalagin( -+OH)
Veskalagin( —OH)
Slika 7. Elagitanini hrastovine

Kondenzovani tanini (proantocijanidoli ili proantocijanidini) se sastoje iz dve ili vise
razli¢ito vezane jedinice flavan-3-ola ili flavan-3,4-diola, pri ¢emu stereohemija supstituenata

na C, 1 C; atomu pojedinih jedinica, kao 1 stereohemija medusobno povezanih jedinica ima
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vaznu ulogu. Najéezée jedinice proantocijanidola su: (-)-epikatehin sa 2,3-cis i (+)-katehin sa

2,3-trans polozajem supstituenata (slika 8).

Katehin serija Epikatehin serija
R’ =H, R” = H:(+)-katehin (2R,38) R’ =H, R” = H:(+)-epikatehin (25,3S)
R’ =H, R"” = H:(-)-katehin (25,3R) R’ =H, R” = H: (-)-epikatehin (2ZR,3R)
R’ =0H, R” = H: galokatchin R’ =OH, R” = H: epigalokatchin
R'=H,R"= Ealna kiselina: R’ =H, R” = galna kiselina:
atehin-3-0-galat epikatehin-3-0-galat

Slika 8. Struktura flavan-3-ola

U zavisnosti od broja OH-grupa u prstenu B i polozaja supstituenata na C, i C3 atomu

razlikuju se tri serije flavan-3-ola (Kovac i sar., 1991) (tabela 1).

Tabela 1. Serije flavan-3-ola u zavisnosti od poloZaja hidroksilnih grupa

Serija Polozaj hidroksilne grupe
afzelenska 57,4
katehinska 57,314

galokatehinska 5,7,3,415

Od navedenih flavan-3-ola najznaCajnija je katehinska serija poSto je
najrasprostranjenija u biljnom svetu. Ova jedinjenja se nalaze u slobodnom obliku, ali mogu
biti 1 esterifikovana, nej¢esée galnom kiselinom. U grozdu i1 vinu se nalaze (+)-katehin, (-)-
epikatehin, epikatehin-3-O-galat (Lea i sar., 1979, Czochanska i sar., 1979) 1 epigalokatehin
(Tsai i sar., 1969; Yang, 1998) i njihovi dimeri, trimeri i oligomeri. Osnovne jedinice
proantocijanidola nemaju svojstva tanina zbog male molekulske mase i1 slabo izraZene
reaktivnosti prema proteinima. Oligomeri flavan-3-ola i flavan-3,4-diola sa proteinima grade
stabilna jedinjenja.

Proantocijanidoli nastaju oksidativnom kondenzacijom flavan-3-ola ili flavan-3,4-
diola koja se najces¢e odigrava izmedu C4 atoma heterocikli¢nog prstena jedne 1 Cg ili Cq

atoma susedne monomerne jedinice.
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U zavisnosti od vrste ostvarene veze izmedu monomernih jedinica, dimeri
proantocijanidola mogu biti razvrstani u dve grupe (Weinges i sar., 1968, Thomposon i sar.,
1972, Vivas i sar., 1996) (slika 9):

- proantocijanidoli B-tipa, nastaju kondenzacijom dva jedinice flavan-3-ola,
vezivanjem na C4-Cg (B - By) ili C4-Cg (Bs - Bg).

- proantocijanidoli A-tipa, koji osim veza C4-Cg ili C4-Cg sadrze i epoksidnu vezu

izmedu Cs ili C; gornjeg dela i1 C, donjeg dela flavan-3-ola.

OH

OH

Interflavanska
veza

HO

HO

Procijanidin: R = H
Prodelfinidin: R = OH OH '
Tip B

Tip A
Slika 9. Struktura dimera proantocijanidola

Trimeri proantocijanidola, takode mogu biti razvrstani u dve grupe:

- proantocijanidoli C-tipa veze kao B-tip diemra proantocijanidola
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- proantocijanidoli D-tipa sadrZe jednu A-tipa i jednu B-tipa diemra proantocijanidola.
Proantocijanidoli su zastupljeni u svim cvrstim delovima grozda. Koli¢ina koja se
rastvori 1 prede u vino zavisi od sorte i na¢ina vinifikacije, a kre¢e se u granicama 1 - 4 g/I.
Sadrzaj polimera veci je od sadrzaja monomera katehina i epikatehina (Revilla, 1997,

Bogdanovié¢, 2000).

2.1.2. Fenolna jedinjenja neflavonoidne strukture

Fenolna jedinjenja neflavonoidne strukture, fenolne kiseline i stilbeni, sadrze Ce-Cy,
C6-Cj 1li C6-Cy-Ce osnovni skelet. Fenolne kiseline su derivati benzoeve 1 cimetne kiseline. U
grozdu 1 vinu se od derivata benzoeve kiseline nalaze: p-hidroksibenzoeva Kkiselina,
protokatehinska, vanilinska, galna, siringinska, salicilna 1 jorgovanska kiselina, a od derivata

cimetne kiseline prisutne su: kumarinska, kafena, ferulna i sinapinska kiselina (slika 10).

Rs COOH Rs OOH
=
R4 Rz R4 Rz
R3 R3
Benzoeva Kkiseline R, R; Ry R;s Cimetna Kiseline
p-hidroksi benzoeva H H OH H Kumarinska
Protokatehinska H OH OH H Kafena
Vanilinska H OCH; OH H Ferulna
Galna H OH OH OH
Siringinska H OCH; OH OCH; Sinapinska
Salicilna OH H H H
Jorgovanska OH H H OH

Slika 10. Fenolne kiseline groza i vina (Ribereau-Gayon, 1999)

Fenolne kiseline su u grozdu prisutne u glikozidnoj formi, iz koje se mogu osloboditi
kiselom hidrolizom, i u obliku estara (galotanini i elagitanini), iz kojih se oslobadaju alkalnom
hidrolizom (Ribereau-Gayon, 1965). Slobodne fenolne kiseline prisutne u crvenim vinima,
uglavnom su nastale reakcijama kiselom hidrolizom glikozida, alkalnom hidrolizom estara
(galotanina 1 elagitanina) ili termiC¢kom degradacijom kompleksa antocijana (Galvin, 1993).
Estri sa vinskom kiselinom, pre svega estar kafene kiseline lako podlezu oksidaciji i
odgovorni su za brzo potamnjivanje Sire.

Hidroksicimetne kiseline su delimi¢no zasluzne za boju crvenih vina. jer njthovom

oksidacijom nastaju zuto obojena jedinjenja. Takode iz derivata cimetne kiseline, pod
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uticajem kvasaca Brettannomyces i nekih mlec¢nih bakterija (Lactobacillus plantarum i
Lactobacillus brevis) nastaju isparljivi fenoli. Isparljivi fenoli su jedinjenja koja i u veoma
malim koncentracijama daju vinu neprijatan miris.

Od stilbena u grozdu i vinu najzastupljeniji je resveratrol, 3,5,4 -trihidroksistilben
(slika 11). Resveratrol je fitoaleksin koji nastaje u grozdu kao odgovor na infekciju izazvanu
plesnima (Langcake, 1981) ili abiotski stres po dejstvom UV-zracenja (Adrian i sar., 2000).
Pretpostavlja se da UV-B zracenje stimuliSe stavarnje enzima odgovornih za biosintezu
stilbena, kako bi se ¢elije bobica grozda zastitile od oStec¢enja izazvanih UV zracima (Cantos i
sar., 2000).

U pokozici, semenkama 1 Sepurini nalaze se trans- i cis-resveratrol, pri ¢emu je
dominantan trans-izomer (Burns i sar. 2002, Pezet i sar., 1996, Melzoch i sar. 2001),

slobodan ili u obliku glikozida. Resveratrol se ekstrahuje tokom vinifikacije crvenih vina.

CH=CH—©LOH

Slika 11. 3,5,4 -trihidroksistilben (resveratrol)

HO
3

3
HO

Ekstrakcija resveratrola u pozitivnoj je korelaciji sa koncentracijom etanola tokom
alkoholne fermentacije. Takode je zapazeno da je koncentracije resveratrola dvostruko veca
nakon zavrSene jabu¢no-mle¢ne fermentacije (46 dana) u odnosu na koncentraciju u vinu
nakon alkoholne fermentacije. Kao razlog za to navodi se da je resveratrol osloboden iz
glikozidnih formi B-glukozidaznom aktivno$¢u jabu¢no-mlecnih bakterija.

U crvenim vinima dokazano je prisustvo cis- 1 trans- izomera resveratrola, pri ¢emu je
trans-izomer dominantan u vecini vina (Goldberg i sar., 1995, Soleas i sar., 1995, Lamuela-
Reventos i sar., 1995). Prema istim autorima vece koncentracije resveratrola utvrdene su u
vinima iz podru¢ja sa hladnijjom klimom, kao §to su Ontario i Bordo, u odnosu na
Kalifornijska ili Australijska vina. Veée koncentracije cis- izomera resveratrola, utvrdene su
samo u vinu Pinot noir, poreklom iz Bordoa (Jeandet i sar., 1993).

Resveratrol se 1 u vinu nalazi u slobodnoj formi i glikozidno vezan. Koncentracije
aglikona su obi¢no nize od glikozidnih oblika resveratrola, uglavnom zavisi od sorte i uslova

vinifikacije (Melzoch i sar, 2001, Gu i sar., 2000).
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2.2. SADRZAJ FENOLNIH JEDINJENJA U GROZDPU

Fenolna jedinjenja sadrZze mnoge biljne vrste. Znacaj fenolnih jedinjenja za biljke je u
zastiti od infekcija 1 obezbedenju uslova za normalan rast. Fenolna jedinjenja igraju vaznu
ulogu u obezbedenju antioksidativne i mikrobioloSke zaStite oStec¢enih biljaka (Karakaya i
sar., 2001).

Sadrzaj fenolnih jedinjenja u grozdu zavisi od sledecih Cinilaca (Singleton i sar., 1969,
Ribereau-Gayon, 1982, Macheix i sar., 1990):

- sorta,

- agroekoloski uslovi,

- region,

- stepen zrelosti.

Visegodisnjim prac¢enjem sadrZaja fenolnih jedinjenja u grozdu Revilla i sar. (1997),
takode su dokazali razli¢itosti u sadrzaju fenolnih jedinjenja kod razli¢itih stonih 1 vinskih
sorti vinove loze, godine proizvodnje odnosno klimatskih uslova i terena. Takode je
konstatovano da su neke bele sorte bogatije po sadrzaju fenolnih jedinjenja od crnih.

U periodu sazrevanja grozda dolazi do brzog nakupljanja fenolnih jedinjenja. Fenolna
jedinjenja se nakupljaju sa porastom bobice, kao sekundarni proizvod katabolizma Secera.
Kondenzacijom eritrozo-4-fosfata, intermedijernog proizvoda pentozofosfatnog ciklusa, sa
fosfoenol pirogrozdanom kiselinom, nastaje benzenov prsten koji predstavlja prekursor
fenolnih jedinjenja. Ovaj put biosinteze poznat je kao put Sikiminske kiseline, a vodi ka
stvaranju benzoeve i cimetne kiseline, kao 1 aromati¢nih aminokiselina, fanilalanina i tirozina.
Kondenzacijom tri molekula acetilCoA nastalih u Krebsovom ciklusu, takode se stvara
benzenov prsten. Na putu biosinteze fenolnih jedinjenja znadajan enzim je
fenilalaninamonijumliaza koji eliminacijom NHj; radikala skrece fenilalanin sa puta sinteze
proteina ka nastajanju transcimetnih kiselina i1 ostalih fenolnih jedinjenja.

Tokom sazrevanja grozda koncentracija antocijana se povecava do pune zrelosti, a
pocinje da opada u fazi prezrelosti. Ova pravilnost vazi za veéinu sorti i regiona, s tim §to
maksimalne koli¢ine antocijana variraju u zavisnosti od klime i1 okruzenja. Maksimalna
koncentracija antocijana u grozdu moZze ne poklapa se uvek sa najpovoljnijim odnosom
Secer/kiseline.

U ekstraktu semenki koncentracija tanina pocinje da opada tokom sazrevanja od
pojave Sarka, a stepen opadanja zavisi od vremenskih uslova i ocigledno je u vezi sa

nakupljanjem antocijana u pokozici (Darne, 1991). Hipoteza o migraciji proantocijanidola od
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semenki u pokozicu, opovrgnuta je ispitivanjima koja su dokazala da ne postoji razlika
koncentracije proantocijanidola u pulpi i da je takva cirkulacija fizioloSki nemogucéa (Amrani-
Joutei, 1993, Amrani-Joutei i sar., 1994, Park i sar., 1995). Ne dolazi do opadanja sadrzaja
proantocijanidola u semenkama, ve¢ usled visokog stepena polimerizacije, ekstrakcija
alkoholno-vodenim rastvara¢ima postaje veoma otezana (Augustin i sar., 1997). Smanjenje
koli¢ine tanina zavisi i od sorte vinove loze. Neke sorte imaju prirodno nizak sadrzaj tanina
(Cabernet sauvignon), dok su kod drugih utvrdene znatno vece koli¢ine (Cabernet franc, Pinot
noir itd) (Ribereau-Gayon i sar.1999. vol 2).

Chochanska i sar., (1979) i Romeyer i sar. (1986) su utvrdili da je sadrzaj
proantocijanidola u ranijim fazama porasta bobice, ve¢i i da naglo pocCinje da opada, da bi se
stabilizovao pocetkom sepetembra meseca. Dnevne temperature od 35 °C, 1 visoke nocne
temperature inhibiraju sintezu antocijana (Kliever, 1972). Odlaganjem berbe od 15 septembra
do pocetka oktobra nije zabeleZzen znacajniji porast sadrzaja antocijana, ali je sadrzaj
proantocijanidola znac¢ajno opao, naroCito u semenkama (Revilla i sar., 1997).

Promene sadrzaja antocijana i tanina pokozice i semenki u grozdu tri sorte vinove

loze, tokom sazrevanja, prikazane su u tabeli 2.

Tabela 2. Koli¢ina antocijana i tanina pokozice i semenki u tri faze sazrevanja za tri

sorte vinove loze (uzorak: 800 bobica) (Glories, 1980)

Sorta Stepen zrelosti Antocijani Tanini pokozice  Tanini semenki

_ (mg/g) (2) (2)

Sarak 310 1,55 3,75

Merlot Srednje zrelo 881 2,40 2,18
Puna zrelost 784 2,14 1,54

Cabernet Sqrak 350 2,10 1,95
sauvignon Srednje zrelo 822 2,10 1,00
Puna zrelost 650 2,05 1,00

Sarak 291 1,66 2,75
Cabernet franc Srednje zrelo 665 2,00 2,60
Puna zrelost 722 1,85 2,10

Izmedu 50 1 70 % fenolnih jedinjenja semenki grozda ¢ine flavan-3-oli, odnosno
proantocijanidoli (Bravo, 1998). Proantocijanidoli semenki su niZzeg stepena polimeraizacije u
odnosu na proantocijanidole pokozice (de Freitas, 1995., Jackson, 2008). Proantocijanidoli
semenki sadrze do 28 jedinica flavanola (Hayasaka i sar., 2003), dok tanini pokoZice mogu
sadrzati oko 70 monomernih jedinica (Labarbe i sar., 1999). Proantocijanidoli semenki imaju

izrazena taninska svojstva (adstringencija). U semenkama se nalazi oko 60 % ukupnih
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fenolnih jedinjenja grozda, u Sepurini oko 20 %, dok se sadrzaj ovih jedinjenja u pokozici
kre¢e u granicama 15 — 20 % (Downey i sar., 2003). Tokom zrenja grozda hemijski sastav
fenola se znac¢ajno menja tako da se sadrzaj monomernih flavan-3-ola u semenkama smanjuje
za 90 %, a proantocijanidola za 60 %. (Kennedy i sar., 2000).

Proantocijanidoli pokozice imaju slozeniju strukturu. Sadrzaj dimera i trimera je
relativno nizak. Ovi molekuli imaju koloidnu prirodu i tokom zrenja njihova reaktivnost
opada Sto rezultuje gubitkom agresivnog taninskog karaktera i adstrigencije. Koli¢ina
proantocijanidola ne opada sa zrenjem tj. proces kondenzacije proantocijanidola se nastavlja.
U radu Augustina i sar. (1997) utvrdena je korelacija izmedu proantocijanidola koji sadrze
samo (-)-epikatehin 1 zrelosti grozda, kao 1 ¢injenica da tokom kondenzacije proantocijanidoli
postaju manje ekstraktibilni. PokoZica sadrzi relativno visoke koncentracije kompleksa
proantocijanidola sa polisaharidima i proteinima S§to vinu daje zaokruzen ukus. Ostali Cvrsti
delovi grozda sadrze visoke koncentracije polimerizovanih proantocijanidola i kondenzovanih
tanina, zbog Cega je izrazen utisak adstrigencije. Proantocijanidoli Sepurine su nekoloidne
prirode, a reaktivnost im je sli¢na proantocijanidolima semenki. Koli¢ina proantocijanidola u
Sepurini je visoka u fazi Sarka 1 veoma malo varira tokom zrenja (Voyatzis, 1984).Svi delovi
grozda sadrze podjednake koli¢ine katehina i nisko polimerizovanih proantocijanidola
(Ribereau-Gayon, 1999).

Pod konceptom "fenolne =zrelosti" grozda podrazumeva se metod odredivanja
tehnoloske zrelosti grozda na osnovu odnosa fenolna jedinjenja/bojene materije.
Tradicionalnim odredivanjem tehnoloske zrelosti, (odnos Secer/kiseline), ne postize se uvek
maksimalno iskoris¢enje antioksidativnog potencijala grozda (de Galulejac i sar., 1998).

Fenolna zrelost obuhvata sadrzaj fenolnih jedinjenja, njihovu strukturu i moguénost
ekstrakcije tokom maceracije. Sadrzaj fenolnih jedinjenja u fazi pune zrelosti grozda, dostiZe
maksimalne vrednosti. U fazi "fenolne zrelosti" grozda isticanje sadrzaja ¢elija pokozice je
najlakse, pod blagim uslovima prerade (muljanje i maceracija). Maksimalni sadrzaj antocijana
1 ukupnih fenolnih jedinjenja u vinu dobija se od grozda obranog u fazi pune zrelosti ili od

veoma blago prezrelog grozda (Ribereau-Gayon, vol.2, 1999).
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2.3. SADRZAJ FENOLNIH JEDINJENJA U CRVENIM
VINIMA
2.3.1. Maceracija

Fenolna jedinjenja, pre svega antocijani i proantocijanidoli, ekstrahuju se u fazi
maceracije, daju¢i crvenom vinu karakteristicnu boju, ukus i trpkost. Tokom maceracije u
teCnu fazu ekstrahuju se 1 druge komponente, kao $to su: aromaticna jedinjenja, polisaharidi,
azotna jedinjenja i mineralne materije. Navedena jedinjenja se ekstrahuju iz ¢vrstih delova
grozda-pokozice, semenki i nekada iz Sepurine. Koli¢ina ekstrahovanih fenolnih jedinjenja
zavisi od uslova maceracije, odnosa ¢vrste i tecne faze u kljuku, intenziteta muljanja grozda,
trajanja 1 uslova pod kojima se maceracija odigrava (temperatura, mesSanje, sadrzaja alkohola,
prisustvo kiseonika i koli¢ina sumpor-dioksida). Stepen ekstrakcije takode zavisi i od sorte
vinove loze 1 zrelosti grozda. Svega oko 20 - 30 % od ukupnih fenolnih jedinjenja grozda
ekstrahuje se u vino (Ribereau-Gayon i sar., 1999 Vol.I)

Proces maceracije protice u tri faze:

- predfermentativna faza maceracije, koja traje relativno kratko vreme (nekoliko sati
do nekoliko dana) i odvija se pre pocetka alkoholne fermentacije.

- faza maceracije koja se odvija u toku alkoholne fermentacije i traje, u zavisnosti od
uslova nekoliko dana (generalno, 2 - 7).

- postfermentativna faza maceracije odvija se nakon zavrSetka alkoholne fermentacije 1
traje od nekoliko dana do nekoliko nedelja. Produzena postfermentativna maceracija
karaketristi¢na je za proizvodnju vina sa potencijalom za sazrevanje i duze odlezavanje.

Koli¢ina antocijana 1 proantocijanidola koji se ekstrahuju zavisi od njihove
koncentracije u grozdu. Zdravo i zrelo grozde daje vino sa visokim sadrzajem fenolnih
jedinjenja. Stepen ekstrakcije fenolnih komponenti zavisi od toga de li se one lakse ili teze
ekstrahuju i1 od uslova ekstrakcije. U pocetnoj fazi maceracije, fenolna jedinjenja se najlakse
ekstrahuju iz pokozice (Meyer i sar., 1970). Medurim, s obzirom da je sadrzaj fenolnih
jedinjenja u pokozici znatno nizi nego u semenkama i Sepurini, semenke 1 Sepurina su osnovni
izvor ovih jedinjenja u vinu.

Ekstrakcija antocijana zapocinje ve¢ u predfermentativnoj fazi maceracije, odmah
nakon muljanja grozda, a pre pocCetka alkoholne fermentacije. Kada koncentracija alkohola
dostigne odredeni nivo ekstrakcija antocijana je skoro kompletno zavrSena. Tanini pokoZzice
ekstrahuju se zajedno sa antocijanima, ali se ekstrakcija nastavlja u duzem periodu, zbog

lokacije tanina u ¢elijama. Maceracijom same pokozice dobija se vino slabe fenolne strukture,
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dok se uobic¢ajenom maceracijom kljuka koji sadrzi semenke i pokozicu dobija izbalansirano
vino.

Znacajne koncentracije fenolnih jedinjenja pronadene su u Sepurini, od ¢ega je 40 - 50
% polimerizovano (Bourzeix i sar., 1986, Kantz i sar., 1990., Kantz i sar., 1991). To je upravo
razlog Sto vina proizvedena uz dodatak Sepurine kljuk, sadrze vece kolicine fenolnih
jedinjenja od vina proizvedenih bez Sepurine. Sun i sar. (1999), pratili su stepen ekstrakcije
fenolnih jedinjenja iz ¢vrstih delova grozda, tako Sto su uporedili sadrzaj fenolnih jedinjenja u
pokozici, semenkama i Sepurini pre i posle alkoholne fermentacije sprovedene u toku 10 dana
na temperaturi od 25 °C. Tokom maceracije 45 % do 50 % katehina i 42 - 54 % oligomernih
proantocijanidola ekstrahovano je u vino bez znaCajnog uticaja prisustva odn. odsustva
Sepurine. Razlika u sadrzaju polimernih proantocijanidola pre i nakon alkoholne fermentacije
iznosila je svega 5 %. Stepen ekstrakcije katehina iz Sepurine kretao se u granicama 87,4 -
90,5 %, oligomera i polimera proantocijanidola 94,7 - 95,3 % i 91,1 - 91,8 %. U nekim
slu¢ajevima prisustvo Sepurine u kljuku tokom maceracije moze dati vinu herbalni ukus, dok
tanini poreklom iz semenki daju vinu oStrinu 1 grubost.

Semenke sadrze visoke koncentracije fenolnih jedinjenja i to uglavnom monomere
flavan-3-ola 1 proantocijanidole (Cheynier i sar., 1997, Ricardo da Silva, 1997, Singleton,
1992). Prema nekim autorima semenke su znacajan izvor proantocijanidola u vinu (Kovac i
sar., 1995., Singleton i sar., 1964), dok drugi smatraju da je uticaj semenki na sadrzaj
fenolnih jedinjenja u vinu mali (Cheynier isar., 1989., Ricardo da Silva i sar., 1993). Tako
opre¢na misljenja mogu se pripisati i razliitim nac¢inima maceracije primenjenim od strane
pojedinih istrazivaca. Proantocijanidoli semenki postaju rastvorljivi tek kada se kutikula
rastvori u etanolu, Sto je negde na polovini alkoholne fermentacije. Ekstrakcija ovih tanina se
nastavlja u toku postfermentativne maceracije. Intenzitet boje vina raste od faze
predfermentativne maceracije i u prvoj fazi korespondira ekstrakciji bojenih materija i
reakcijama kopigmentacije. Etanol u drugoj fazi prekida reakcije kopigmentacije. U trecoj
fazi intenzitet boje raste usled formiranja kompleksa tanin-antocijanin. Postfermentativnu
maceraciju karakteriSe duboka ekstrakcija kao 1 modifikacija strukture pigmenata (nastajanje
kompleksa tanina-antocijana i reakcije polimerizacije).

Za proizvodnju vina sa potencijalom za sazrevanje, sa dobrom taninskom strukturom,
tanini iz semenki su neophodni i vazniji od tanina pokozice. U tom slucaju potrebno je
primeniti odreden stepen aeracije, temperatura u toku i nakon alkoholne fermentacije treba da
bude relativno visoka. Trajanje maceracije moZe biti ¢ak 3 - 4 nedelje. Ovakav postupak moze

se primeniti samo na zdravom, kvalitetnom grozdu obranom u fazi pune zrelosti. Ukoliko je
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grozde nedovoljno zrelo, produzena maceracija daje vinu herbalni karakter. Produzenom
maceracijom delimi¢no prezrelog grozda, grubost i1 hrapavost tanina iz semenki se
minimalizuje.

Ekstrakcija fenolnih jedinjenja u uslovima kada je stepen zrelosti grozda idealan,
relativno je jednostavna operacija. Ako uslovi nisu idealni potrebno je primeniti odredene
postupke kako bi se kompenzovali nedostaci. U vecini slucajeva to su sledeci postupci:
pravilan izbor trajanja maceracije, podeSavanje odnosa ¢vrste i tecne faze, sulfitacija ili
oksigenacija, primena odgovaraju¢ih enzima ili selekcionisanih kvasaca, kontrola i regulacija
temperature, kvaSenje i potapanje klobuka (Ribereau-Gayon, vol2, 1999).

Enzimi koje sadrzi grozde ubrzavaju degradaciju celijskih zidova 1 isticanje sadrzaja
¢elija u Siru. Primenom komercijalnih enzimskih preparata kao §to su pektinaze, celulaze,
hemicelulaze i1 proteaze, ovi procesi se ubrzavaju. Delovanjem ovih preparata favorizuje se
ekstrakcija tanina u odnosu na antocijane ¢ime se dobijaju punija i karakternija crvena vina.
Touzani i sar. (1994) su primenom enzimskog preparata dobijenog iz Botrytis cinerea,
oslobodenog lakaza, uspeo da favorizuje ekstrakciju antocijana, Sto za rezultat ima vino
namenjeno za potroS$nju dok je mlado.

Sastav fenolnih jedinjenja svakog dela grozda zavisi pre svega od sorte i klimatskih
uslova. Proces maceracije treba da bude voden tako da se izvr$i ekstrakcija samo korisnih
sastojaka, a u skladu sa sortom vinove loze kao i1 tipom vina koji se zeli proizvesti.
ProduZzenom maceracijom dobijaju se vina izraZzene fenolne strukture, namenjena
dugotrajnom starenju-sazrevanju. Kra¢a maceracija primenjuje se kod vina namenjenih za
brzu potrosnju. Ako se vino proizvodi od grozda loSijeg kvaliteta (sorta, zrelost, sanitarno
stanje itd.), porces maceracije potrebno je skratiti kako bi se ogranicila ekstrakcije napozeljnih
komponenti. Grubim muljanjem grozda omogucava se ekstrakcija jedinjena koja vinu daju
gorak 1 herbalni ukus. Cedenjem S$ire favorizuju se tanini koji vinu daju puno¢u ukusa.

Uopsteno, ako je potrebno prozvesti vino sa izbalansiranom aromom, mekog i
zaokruzenog ukusa, bez agresivnosti, faza maceracije mora biti kraca, potapanje klobuka
minimalno (u pocetnoj fazi maceracije), a temepartura ispod 30 °C. Za proizvodnju vina sa
potencijalom za sazrevanje i dobrom fenolnom strukturom, proantocijanidoli semenki su
neophodni i vazniji od tanina pokozice. Postupak proizvodnje takvih vina zahteva odreden
stepen aeracije, temperatura u toku i1 nakon alkoholne fermentacije treba da bude relativno
visoka. Trajanje maceracije moZe biti ¢ak 3 - 4 nedelje. Ovakav postupak mozZe se primeniti
samo na zdravom, kvalitetnom grozdu obranom u fazi pune zrelosti. Ukoliko je grozde

nedovoljno zrelo, produzena maceracija daje vinu herbalni karakter. Produzenom
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maceracijom delimi¢no prezrelog grozda, grubost i hrapavost tanina iz semenki se
minimalizuje.

Tokom procesa maceracije dolazi do znac¢ajnog gubitka ekstrahovanih jedinjenja usled
adsorbcije na ¢vrste delove kljuka (semenke, Sepurina) i ¢elije kvasaca. Ve¢ u fazi maceracije
dolazi do promena sadrzaja ekstrahovanih fenolnih jedinjenjima. Delimi¢no smanjenje
sadrzaja antocijana uzrokovano adsorpcijom antocijana na celije kvasaca, Cvrste delove
grozda, promenama strukture (stvaranjem kompleksa antocijanin-tanin) ili zbog reakcija
degradacije. Antocijani mogu biti privremeno redukovani u slabije obojene oblike. Reakcija je
reverzibilna, §to se vidi na osnovu toga da izlaganje novog vina od zdravog grozda,
vazdusnom kiseoniku tokom 24 sata dovodi do porasta intenziteta boje. Za ovu pojavu je
najverovatnije zasluzan kompleks antocijan-Fe*” (Ribereau-Gayon, i sar, 1999, Voll). Etanol
utie na razaranje kompleksa antocijanin-tanin, a slobodni antocijani su slabije obojeni od
kompleksa, koji se ponovo formiraju tokom zrenja vina, uti¢u¢i na stabilnost boje (Somers,

1979).

2.3.1.1. Uticaj trajanja maceracije

Utvrdena je proporcionalna zavisnost izmedu koncentracije fenolnih jedinjenja u vinu
1 trajanja maceracije. Koli¢ina fenolnih jedinjenja intenzivno raste prvih nekoliko dana, a
produZenjem maceracije porast sadrzaja ovih jedinjenja je umereniji (Sudraud, 1963).
Pojedini delovi grozda sadrze specificna fenolna jedinjenja. U toku maceracije prvo se
ekstrahuju antocijani pokozice, za ¢iju ekstrakciju nije neophodan etanol. Zatim, porastom
sadrZzaja etanola, dolazi do ekstrakcije tanina iz pokoZice (Slika 12). Za ekstrakciju tanina iz
semenki potrebna je daleko duza maceracija (Boulton, 1996). Pokozica sadrzi "meke" tanine
koji mogu biti gorki u slu¢aju prezrelog grozda. Proantocijanidoli semenki su ostriji, ali manje

gorki.
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4+ koncentracija

I 1 Il vieme

Slika 12. Dinamika ekstrakcije razli¢itih komponenti grozda tokom maceracije: A -
antocijani, T - tanini, P - polisaharidi, IB - intenzitet boje

I - predfermentativna maceracije, II - fermentativna maceracija, III - postfermentativna

maceracija (Ribereau-Gayon, 1999, vol2)

Maceracijom u trajanju do osam dana dobijaju se vina vo¢ne arome i kvalitetne boje,
ali ogranicenog sadrZaja tanina. Takva vina su namenjena brzoj potroSnji. Produzenom
maceracijom kvalitetnog i zdravog grozda vino se obogacuje u taninima. Takva vina su
namenjena dugotrajnujem sazrevanju (Riberau-Gayon, 1999).

Soleas i saradnici (1998) ispitivali su kinetiku prelaska 16 fenolnih jedinjenja, kod
razlic¢itih sorti vinove loze u toku maceracije od 23 dana, na temperaturei 20 - 22 °C. Pri tome
je pracena predfermentativna faza maceracije, faza alkoholne fermentacije 1 period po
zavrsetku fermentacije. Utvrdeno je da se u kljuku sorte Pinot noir i Gamay brze dostizu
maksimalne koncentracije fenolnih jedinjenja u odnosu na druge sorte. Katehin, kafena,
ferulna, galna, vanilinska, p-kumarninska kiselina, kao 1 izokvercetin su detektovani drugog
dana. Maksimalne koncentracije pojedinih jedinjenja su takode zavisile od sorte vinove loze.
Tako je npr. u Siri Pinot noir zabelezena najveca koncentracije katehina, epikatehina, ferulne
kiseline, vanilinske kiseline, a u slucaju izokvercetina, miricetina, cis-resveratrola, trans-
resveratrola, prednost je imao Cabernet sauvignon.

Ispitivanjem uticaja trajanja maceracije na sadrzaj fenolnih jedinjenja utvrdeno je da
sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja raste produzenjem maceracije do 15 dana. Produzena
maceracije uticala je na uvecanje vrednosti nijanse boje. Sadrzaj antocijana se povecavao do
Sestog dana maceracije, a zatim je poceo da opada (Puskas, i sar. 2005). Produzenom
maceracijom do ¢ak 64 dana od trenutka inokulacije kvasca u kljuk zabelezen je skokovit
porast absorbancije na 520 nm (crvena boja) tokom prvih 4 dana, a zatim postupno opadanje
(Yokotsuka, 2000). Koncentracija ukupnih fenolnih jedninjenja (tanoidnih) dostize maksimum

nakon 36 dana.

25



Kovac i sar. (1992) su takode pratili uticaj trajanja maceracije na sadrzaj fenolnih
jedinjenja u vinu do 14 dana. Zabelezen je progresivni rast koncentracije katehina 1
proantocijanidola tako da suma koncentracija katehina i proantocijanidola od 2 do 7 dana
maceracije raste za 230 %. Koncentracija (-)-epikatehina i proantocijanidola B,, B3, B4 1 C; se
povecava, ali koncentracija (+)-katehina i proantocijanodola B; je relativno stabilna izmedu
drugog 1 Sestog dana maceracije. Od 7 do 14 dana maceracije koncentracije katehina i
proantocijanidola se povecala za 20%.

Ekstrakcija katehina i proantocijanidola odvija se drugacije od ekstrakcije antocijana
¢ija koncentracija posle rasta u prvih nekoliko dana, pocdinje da opada (Ribereau-Gayon,
1982). Produzena maceracija daje vina sa povecanim sadrzajem (+)-katehina, (-)-epikatehina i

dimera proantocijanidola (Revilla i sar., 1997).

2.3.1.2. Uticaj kvaSenja i potapanja klobuka

Vazan uticaj na ekstrakciju fenolnih jedinjenja ima nacin mesanja kljuka. MeSanjem se
kljuk homogenizuje ¢ime se stvaraju uslovi za ravnomernu i potpuniju ekstrakcija fenolnih
jedinjenja. U otvorenim fermentorima, klobuk se potapa mehanicki-potiskivanjem. Vino u
toku fermentacije moze se periodicno prepumpavati sa donjeg dela fermentaora u gornji 1
kvasiti kolbuk (pumping over) ili se vrsi istakanje celokupne te¢ne faze iu fermentaciji sa
donjeg dela fermentora i zatim vracanje u gornji deo, pri ¢emu se potapa klobuk. Za ove
namene c¢esto se koriste i rotacioni fermentori ili poklopci koji klobuk stalno drze
potopljenim. Tehnike meSanja kljuka, odrazavaju se na teksturu i aromu vina i ekstrakciju
fenolnih jedinjenja. U zatvorenim fermentorima nije moguc¢e mehanicki potapati klobuk.
Pretakanje vina (pumping over) moze dati slabiji rezultat, poSto se tecnost protice kroz
formirane kanale (linijjom manjeg otpora) i ne dolazi u kontakt sa celokupnom ¢vrstom fazom
(Zoecklein, 1991). Kontaktni postupci treba da budu blagi kako bi se umanjila ekstrakcija
fenolnih jedinjenja koja vinu daju grub ukus i izrazenu adstringenciju.

Prema nekim uporednim ispitivanjem utvrdeno je da se maceracijom u rotacionim
fermentorima dobijaju intenzivnije obojena i manje adstringentna vina, u odnosu na tehniku
~pumping over (Wilson, 1993). Maceracijom u rotacionim fermentorima takode prema
ekstrahuje se 20 — 30 % viSe fenolnih jedinjenja (Zoecklein, i sar., 1991). Ewart i sar.(1993),
postigli su kvaliteniju ekstrakciju fenolnih jedinjenja i bojenih materija, tehnikom istakanja
vina iz fermentora i ponovnog vraanja sa gornje strane, u odnosu na kombinaciju

mehanic¢kog potapanja klobuka i tehnike ,,pumping over®.
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Prepumpavanje (kvasenje) i potapanje klobuka je veoma vazno radi homogenizacije
kljuka i to kako u pogledu rasporeda temperature i biomase kvasaca, aeracije, tako 1 radi
homogenizacije ekstrahovanih sastojaka. Nakon cedenja kljuka, daleko manje razlike izmedu
samotoka 1 preSevine u pogledu sadrzaja tanina javljaju se kod vina kada je kljuk
prepumpavan odn. potapan klobuk, u odnosu na vina kod kojih to nije ¢injeno (Sudraud,
1963). Takode se primenom ovog postupka dobijaju vina sa izrazenom strukturom i bez
gorcine 1 herbalnih tonova.

Uporednim ispitivanjem nac¢ina maceracije na sadrzaj antocijana, ukupnih fenolnih
jedinjenja, niskomolekularnih i visokomolekularnih proantocijanidola utvrdeno je da sadrzaj
antocijana raste do petog (120 h) dana tradicionalnog postupka maceracije, a zatim pocinje da
opada. Maceracijom u rotacionom fermentoru (rototanku) maksimalan sadrzaj antocijana
dostignut je nakon 44 h maceracije, a zatim je belezen blagi pad. Tradicionalni postupak
maceracije dao je Siru (vino) sa ve¢om maksimalnom koncentracijom antocijana od
maceracije u rototanku. Visoke koncentracije niskomolekularnih i visokomolekularnih
proantocijanidola u rototanku dostizu se nakon 68 h maceracije, 1 reda veliCine su
koncentracijama koje se klasicnom maceracijom postizu nakon 120 h maceracije (Budic¢-Leto

i sar., 2005).

2.3.1.3. Uticaj temperature maceracije

Temperatura je kod klasi¢ne maceracije jedan od najvaznijih faktora kada je u pitanju
ekstrakcija fenolnih jedinjenja. Porastom temeprature znatno se ubrzava ekstrakcija fenolnih
jedinjenja (Merida i sar, 1991). Razlog tome je degradacija ¢elijskih zidova ¢ime se ubrzava
isticanje Celijskog sadrzaja. Uporednim ispitivanjem uticaja vremena i temperature maceracije
zaklju€eno je da kod kratkotrajne maceracije (4 dana) blago raste sadrzaj antocijana i nijansa
boje, a intenzivnije se povecava vrednost intenziteta boje, sadrzaja proantocijanidola i
ukupnih fenolnih jedinjenja. Maceracijom na temperaturi 25 °C, dobijaju se vina lepe boje 1 sa
izrazenim voénim tonovima, namenjena potro$nji dok su mlada, dok maceracijom na 28 °C
dolazi do blagog gubitka voéne arome zbog isparavanja aromati¢nih komponenti sa
formiranim ugljen dioksidom (Zoecklein, 1991). Maceracijom na viSim temperaturama
intenzivira se ekstrakcija tanina, tako da se dobijaju vina namenjena dugotrajnom starenju. Na
temperaturi maceracije od 35 °C dobijena su vina sa vi§im sadrZzajem fenolnih jedinjenja od

vina koja su dobijena na nesto nizim temperaturama (20 - 30 °C). Na viSim temperaturama je
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takode zabelezen najizrazitiji pad sadrzaja antocijana i porast nijanse boje vina (Puskas i sar.,
2005).

Glories (1981), uvodi postupak postfermentativne maceracije na poviSenim
temperaturama (50 - 60 °C) pri ¢emu je tecna faza zagrevana direktno, a klobuk indirektno.
Kao rezultat dobijena su vina sa visokim sadrzajem ukupnih fenolnih jedinjenja, antocijana i
intezitetom boje, ali loSih senzornih svojstava, adstrigentna, rusti¢na. Daleko bolji efekat se
dobija postfermentativnom maceracijom na umerenoj temepraturi (30 °C) u toku nekoliko

dana.

2.3.1.4. Uticaj sumpor-dioksida i etanola

Osim za$titnog, antioksidativnog i antiseptickog dejstva sumpor-dioksida u kljuku,
prisustvo ovog jedinjenja intenzivira ekstrakciju fenolnih jedinjenja, pre svega antocijana iz
pokozice. Sumpordioksid razara ¢elijske opne pokozice Cime olakSava isticanje rastvorljivih
komponenti. Sumpordioksid ima je vaZan ekstrakciju antocijana pri proizvodnji roze vina,
koja sadrze manje koli¢ine fenolnih jedinjenja. Sulfitacijom kljuka od plesnivog grozda ne
intenzivira znacajno se ekstrakcija antocijana, ve¢ se ublazava negativno delovanje fenol
oksidaza, pre svega lakaze, (koju produkuje Botritis cinerea), na bojene materije.

Upotreba sumpor-dioksida u koli¢ini 50 mg/l daje bolje rezultate ekstrakcije fenolnih
jedinjenja u odnosu na kljuk kome nije dodavan sumpor-dioksid. Sa druge strane efekti
dekoloracije prilikom upotrebe sumpor-dioksida u koli¢ini od 100 mg/l su daleko izrazeniji
(Dicey, 1996). Povecanjem koli¢ine sumpor-dioksida (0, 75 i 150 mg/l), intenzivira se
ekstrakcija antocijana, ali se usporavaju reakcije polimerizacije (Dallas i sar., 1994).
Ekstrakcija fenolnih jedinjenja iz semeki pojacava se dodatkom sumpor-dioksida, ali je uticaj
temperature 1 duzine maceracije, u pogledu ekstrakcije, daleko vazniji (Oszmianski i sar.,
1986).

Sumpor-dioksid reverzibilno stupa u reakciju pri ¢emu se bisulfitni jon vezuje za Cy4
flavilijum katjona, stvaraju¢i bezbojan oblik. Vece koncentracije sumpor-dioksida u kljuku,
uzrok su formiranja vecih koli¢ina acetaldehia, koje kvasac stvara kao odgovor na prisustvo
ovog enoloskog sredstva. U toku maceracije, koja se odvija tokom alkoholne fermentacije,
produkcija acetaldehida je intenzivnija kod sojeva kvasaca otpornijih na sumpor-dioksid
(Stratford i sar., 1987). Koli€ina acetaldehida koji se formira tokom alkoholne fermentacije u
proporcionalna je koli¢ini sumpor-dioksida dodatog pre fermentacije. Formirani acetaldehid

na viSim temperaturama lako stupa u reakciju sa sumpor-dioksidom, ¢ime se oslobada
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flavilijum jon i na taj nain indirektno uti¢e na boju vina (Somers i sar., 1987). Koli¢ina
sumpor-dioksida 50 mg/l, pre fermentacije, dala je najbolje rezultate ekstrakcije bojenih i
fenolnih materija, blagi efekat dekoloracije, i umerene koliine acetaldehida u odnosu na
fermentaciju uz dodatak 100 mg/1 (Dicey, 1996, Somers i sar., 1987).

Etanol koji nastaje tokom alkoholne fermentacije pozitivno utice na ekstrakciju
fenolnih jedinjenja. Negativan efekat etanola ogleda se u tome S§to razara kompleks tanin-
antocijanin, usled Cega intezitet boje vina opada ve¢ tokom maceracije (Ribereau-Gayon i

sar., 1999, vol. 1).

2.3.1.5. Uticaj odnosa cvrste i tecne faze u kljuku

Jedan od faktora koji ima veoma znac¢ajan uticaj na koncentraciju fenolnih jedinjenja u
vinu i njegove senzorne karakteristike je odnos ¢vrste i te¢ne faze u kljuku (Scudomore i sar.,
1990, Auw i sar.,1996)

Semenke 1 Sepurina sadrze visoke koncentarcije fenolnih jedinjenja i to: galne kiseline,
(+)-katehina, (-)-epikatehina i dimera B, B,, B3 i B4 (Ricardo da Silva i sar., 1991, Revilla i
sar.,1997). Kovac i sar. (1995,), su dodavanjem dvostruke i trostruke koli¢ine semenki, u
odnosu na prirodnu koli¢inu u grozdu, postigli znacajno uvecanje sadrzaja ukupnih fenolnih
jedinjenja, katehina, proantocijanidola, kao 1 stabilnosti boje vina. Pozitivan uticaj na
intenzitet i stabilnost boje objaSnjen je ekstrakcijom vece koli¢ine feolnih jedinjenja, koji se
ponasaju kao kopigmenti.

Poizvodnja crvenih vina obogacenih dodavanjem dvostruko vece koli¢ine semenki i
pokozice u kljuk, nego Sto ih grozde prirodno sadrzi, tradicionalna je u nekim delovima
Spanije. Na taj na¢in se dobijaju crvena vina obogaéena fenolnim materijama, jake boje i sa
visokim sadrzajem suvog ekstrakta. Takva se vina uglavnom koriste za poravku boje i suvog
ekstrakta u vinima iz severnijih delova Spanije. Vina proizvedena maceracijom kljuka
obogacenog semenkama mogu imati previse naglasen taninski karakter.

Revilla i sar. (1998) proizveli su ogledna vina, postupkom klasi¢ne vinifikacije od
grozda dve sorte vinove loze - Merlot i Frankovka. Takode, pod istim uslovima proizvedena
su vina od kljuka obogacenog sa 25 % semenki 1 30 % semenki 1 pokoZice. Uporedno su
izvrSena ispitivanja uticaja obogacivanja kljuka ¢vrstim delovima grozda i uticaja cedenja, na
sadrzaj fenolnih jedinjenja i senzorne karakteristike vina. Samotok Merlot proizveden od
kljuka sa povecanim sadrzajem semenki, sadrzao je nesto viSe slobodnih antocijana u odnosu

na samotok izdvojen iz kljuka obogacenog semenkama i pokozicom. Sadrzaj slobodnih
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antocijana u presevini je bio nizi. Bez obzira na nizi sadrzaj antocijana, nije zabelezen pad
intenziteta boje. U slucaju vina Frankovka zabelezeni su suprotni rezultati. Vino dobijeno iz
kljuka obogacenog semenkama i pokoZicom sadrZalo je viSe antocijana. Ovakvi rezultati
objasnjeni su sortnim razlikama. Sadrzaj (+)-katehina, (-)-epikatehina i proantocijanidola B i
B,, u vinima Merlot i Frankovka, proizvedenim bez cedenja (samotok) i presevina obogacenih
¢vrstom fazom bio je znatno visi u odnosu na kontrolna vina. Senzornom analizom vina
Merlot utvdeno je da vina dobijena od samotoka obogacena, fenolnim jedinjenjima imaju
kompleksniju aromu i prijatan, mada naglasen, taninski karakter, dok je preSevina imala tesku
aromu 1 naglasenu adstrigenciju. Vino od grozda Frankovke obogacenog cvrstom fazom
ocenjeno je loSije od kontrolnog zbog prenaglasenog taninskog karaktera, dok je presevina
iste sorte imala suviSe teSku aromu i izrazenu astringenciju.

U ogledima izvedenim na veliko sa grozdem sorte Vranac, povecana koliina ¢vrste
faze u kljuku, maceracijom c¢itavog grozda ili dodatkom odredene koli¢ine semenki u kljuk,
vino se znacajno obogacuje u sadrzaju katehina i proantocijanidola, pre svega B; i B, u toku
trajanja maceracije od sedam dana. Slicna je situacija i kada se uporede vina dobijena
maceracijom kljuka u duZem vremenskom intervalu (14 dana). Uporedujuéi vina proizvedena
sa istim odnosom C¢vrste i teCne faze, ali sa razliCitim trajanjem maceracije zapaza se opadanje
koli¢ine katehina, proantocijanidola, antocijana kao i drugih parametara. Uzrok takvoj pojavi
jesu reakcije polimerizacije ¢ime nastaju polimeri velikih molekulskih masa (Revilla i sar.,
1992). Antocijani i acetaldehid su takode ukljuceni u ove reakcije (Ribereau-Gayon, 1982).
Dodatkom semenki dobijaju se vina sa nizim sadrzajem crvenih monomera u odnosu na
crvene i braon polimere, §to moze biti interesantno sa aspekta stabilizacije boje crvenih vina.

Maceracija kljuka sa povecanim sadrzajem semenki vodi srazmernom porastu sadrzaja
ukupnih fenolnih materija, (+)-katehina, (-)-epikatehina i dimera proantocijanidola, bez obzira
na poreklo i sortu grozda. Trostruko veca koli¢ina semenki u kljuku od prirodne, izaziva
smanjenje sadrzaja slobodnih antocijana u odnosu na kontrolno vino. To dovodi do
pretpostavke da je u tom slucaju ekstrakcija bojenih materija znatno intenzivnija od reakcija
stabilizacije fenolnim materijama ekstrahovanim iz semenki (Revilla i sar., 1997).

Neodvajanje Sepurine ili vracanje odredenog procenta Sepurine u kljuk moze se
razliito odraziti na kvalitet vina. Prisustvo Sepurine znacajno povecava koncentraciju tanina,
a ne umanjuje mnogo intenzitet boje (Sudraud i sar., 1963). Odvajanjem Sepurine povecava
se sadrzaj etanola i kiselina u vinu. Prisustvo Sepurine ima pozitivan uticaj na fermentaciju
zbog prisutnog kiseonika, koji utiCe na brzinu rasta kvasaca, ali i ograniCava porast

temperature (Ribereau-Gayon i sar., 1998). Prema istim autorima, pozitivan uticaj Sepurine u
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kljuku belezi se pri preradi plesnivog grozda. Utvrdeno je da tanini Sepurine mogu inhibirati
lakazu poreklom iz plesni Botritis cinerea. Sepurinom se moze obogatiti taninskim
materijama, vino proizvedeno od grozda iz mladih zasada. Potpuno ili delimi¢no odvajanje
Sepurine zavisi pre svega od stepena zrelosti grozda, kvaliteta Sepurine i sorte vinove loze.

Tradicionalni nacin proizvodnje crvenih vina podrazumeva odvajanje Sepurine pre
fermentacije poSto ona moze dati herbelni ton 1 povecanu astrignenciju vina (Ribereau-
Gayon, 1976). Medutim u nekim starijim vinarijama vrsi se maceracija uz dodatak odredenog
dela Sepurine radi dobijanja uravnotezenih i1 "dugovecnih" vina. To se moZze objasniti visokim
sadrzajem flavan-3-ola u Sepurini $to u kombinaciji sa antocijanima daje stabilniju boju u
odnosu na varijacije pH 1 SO,, a takode usporava opadanje sadrzaja tanina uzrokovano
reakcijama polimerizacije (Ribereau-Gayon, 1982., Singleton, 1992., Timberlake, 1976)

Neodvajanje Sepurine izazvalo je blage promene u analitiCkom sastavu vina i to
povecéanje sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja i pepela, a smanjenje koli¢ine vinske kiseline.
Senzorna ocena se znatano razlikovala tako da su najbolje ocenjena vina koja su fermentisala
u prisustvu 50 % Sepurine, a zatim slede varijante sa 25 % 1 75 % dodate Sepurine (Kovac i
sar., 1980). Negativna strana neodvajanja Sepurine je smanjenje korisne zapremine sudova i
mogucénost pojave herbalnog ukusa vina (na travu, zeleno).

Povec¢an udeo cvrste faze (Sepurina, semenke) uzrokovao je smanjenje sadrzaja
antocijana i porast vrednosti nijanse boje vina (Puskas i sar., 2005),. Takode, pove¢an udeo
¢vrste faze daje vina sa neSto viSim sadrzajem ukupnih fenolnih jedinjenja, medutim porast
sadrzaja fenolnih jedinjenja nije srazmeran povecanju sadrzaja ¢vrste faze u kljuku. Puskas i
Ruzi¢ (2000) konstatovali su da prisustvo veée koli¢ine taninskih materija u vinu izlozenom
delovanju niskih temperatura Stitile antocijane od velikih promena.

Neodvajanjem Sepurine u fazi maceracije dobija se vino sa viSim sadrzajem fenolnih
jedinjenja, pre svega (+)-katehina i dimera proantocijanidola, dok je povecanje sadrzaja (-)-

epikatehina neznatno (Revilla i sar., 1997).

2.3.1.6. Uticaj kvasca na fenolna jedinjenja vina

Uticaj vinskog kvasca na sadrzaj fenolnih jedinjenja i boju crvenih vina moze biti od
velikog znacaja (Castino, 1982, Yoncheva i sar., 2004). Upotrebom razlicitih sojeva kvasaca
za fermentaciju kljuka zapazene su znatne razlike u fenolnom sastavu vina. Nacin delovanja
kvasaca na boju i1 fenolna jedinjenja nije u potpunosti poznat, ali je zapazeno nekoliko

mehanizama delovanja. Pre svega dejstvo fizicke prirode, odnosno adsorbcija antocijana na
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¢elijske zidove (Vasserot, 1997, Morata i sar. 2004). Tokom starenja i zrenja vina, razli¢iti
metaboliti kvasca kao piruvinska kiselina (Fulcrand i sar., 1998) i acetaldehid (Dallas i sar.,
1996, Romero i Bakker, 1999, Liu i sar., 2000), reaguju sa razliitim grupama fenolnih
jedinjenja javljajuéi se Cesto kao veoma vazni Cinioci stabilizacije pigmenata (vitisin A i
vitisin B). Takode, enzimatska hidroliza uzrokovana periplazmaticnom antocijanin-f3-D-
glukozidazom, pracena je gubitkom boje i absorbancije na 520 nm (Manzanares i sar., 2000).

Pojedini sojevi uti¢u na povecanje sadrzaja fenolnih jedinjenja, monomera antocijana,
intenziteta boje vina, dok je nakon fermentacije drugim sojevima utvrden visi sadrzaj flavan-
3-ola i proantocijanidola. Sojevi kvasaca, sa slabije izrazenim afinitetom za adsorpciju
antocijana na celijske zidove, produkovali su vina sa viSim sadrzajem flavan-3-ola i
monomera antocijana, $to se pozitivho odrazilo na intenzitet boje (Bartowsky i sar., 2003,
Eglinnton i sar., 2003, Eglinton isar., 2004, Caridi i sar., 2004). Prilikom selekcije kvasaca
vodi se racuna i o njihovom odnosu prema fenolnim jedinjenjima, zbog Cega proizvodaci

selekcionisanih kvasaca vrse selekciju posebno za proizvodnju crvenih vina.

2.3.1.7. Uticaj obrade vina sredstvima za bistrenje i stabilizaciju

Bistrenje 1 stabilizacija vina je neophodan postupak kako bi se iz vina uklonile Cestice
mutnoce 1 materije koje vino Cine nestabilnim i mogu izazvati naknadna zamucenja. Vino
namenjno trziStu mora biti kristalno bistro, stabilno i bez taloga, osim u nekim slucajevima
kada se radi o veoma starim vinima (Glories, 1974, Kovac, 1979, Mennet i sar., 1969).

Sredstva za bistrenje 1 stabilizaciju vina prema poreklu dele se na: neorganska i
organska.

Od neorganskih sredstava za bistrenje i1 stabilizaciju vina najviSe su u upotrebi
bentoniti. Bentoniti su hidratisani aluminijum silikati opste formule AL, O; - 4 SiO, - nH,0.
Bentoniti sadrze izmenjive katjona (Mg”", Ca®" i Na") koji igraju veoma znacajnu ulogu u
njihovim fizicko-hemijskim osobinama. Natrijum bentonit se najviSe primenjuje u enoloskoj
praksi. U tretmanu crvenih vina moze se koristiti radi uklanjanja koloidnih frakcija bojenih
materija i nestabilnih proteina.

Bentoniti uklanjaju iz vina mnoge supstance koloidne prirode, pre svega proteine.
Tretman mladih crvenih vina bentonitom za rezultat ima i znacajno smanjenje koli¢ine
slobodnih antocijana (Singleton, 1969). Tanini se mogu sekundarno vezati za povrsinu flokula
bentonita obloZenih proteinima. Revilla i sar., (1995), su ispitivali uticaj nekoliko vrsta

mineralnih sredstava za bistrenje 1 stabilizaciju vina na vise crvenih vina, proizvedenih od
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grozda razlicitih sorti vinove loze. Primenjena bistrila su smanjila sadrzaj fenolnih jedinjenja
u tretiranim vinima, a stepen smanjenja zavisio je od primenjenog sredstva i1 sortnih
karakteristika vina. Natrijum bentonit je dramati¢no smanjio sadrzaj fenolnih jedinjenja, dok
je negativan uticaj kalcijum bentonita manji. Naravno, primenom vecih koli¢ina bistrila,
negativan efekat na fenolna jedinjenja bio je viSe izraZzen. Uopsteno, smanjenje sadrzaja
ukupnih fenolnih jedinjenja je manje od npr. smanjenja intenziteta boje. To je objasnjeno
veéim afinitetom primenjenih bistrila prema slobodnim antocijanima, katehinima i dimerima
proantocijanidola.

Bentonit se pokazao kao efikasno sredstvo za uklanjanje koloidnih bojenih materija
konstituisanih od flavilijum katjona (jonizovani antocijani), tanina, polisaharida i proteina.
Primenom bentonita radi eliminisanja nestabilnih kompleksa i stabilizaciju vina, dolazi do
znaCajnog gubitka boje vina i ukupnih fenolnih jedinjenja. Bez obzira na to, vina tretirana
bentonitom su stabilna i na niskim temperaturama i ne menjaju se u toku nekoliko meseci
(Ribereau - Gayon i sar. vol.2, 1999).

Upotrebom bentonita za bistrenje mladih vina sorti Cabernet sauvignon i Frankovka,
utvrdeno je veliko smanjenje intenziteta boje, polimera i jonizovanih antocijana do 40 %,
bezbojnih antocijana do 20 % i ukupnih fenolnih materija do 15 %. Upotreba bentonita u
veéim koli¢inama dovodi do odredenog posmedivanja vina. Tretman mladih vina Zelatinom
uzrokuje manje promene fenolnog sastava vina. Takode, smanjuje se udeo zute boje u
intenzitetu, a povecava udeo crvene (Stankovic i sar., 2002). Prema Zoecklinu (1988) bentonit
uklanja vise boje nego Zelatin kod mladih vina, dok je potpuno suprotno kod starih.

Polivinilpolipirolidon (PVPP) je sinteticko sredstvo sa visokim afinitetom prema
fenolnim jedinjenjima. PVPP je beli prah, nerastvoran u vodi i1 vinu, sa izraZenom
adsorptivnom sposobno$¢u. Primena polivinilpolipirolidona se zasniva na redukciji koliine
fenolnih jedinjenja u vinu, sa ciljem "omekSavanja" adstringentnih crvenih vina. Osim toga
PVPP se primenjuje radi spre¢avanja potamnjivanja belih vina i pojave mrke boje kod crvenih
vina (Ribereau-Gayoni sar., vol. 2, 1999).

Obradom vina sa 25 g/hl polivinilpolipirolidona (PVPP), koji se koristi u zastiti vina
od oksidacije i omekSavanju ukusa crvenih vina bogatih u taninima, ustanovljeno je smanjenje
intenziteta boje za oko 2%, antocijana za 5,8 % i taninskih materija za 8 % (Ribereau-Gayon i
sar.,1976).

Organska sredstva koja se najceS¢e primenjuju u proizvodnji vina su: Zelatin, riblji

mehur, albumin i belance jajeta, obrano mleko i kazein, natrijum alginat.
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Zelatin se proizvodi hidrolizom kolagena iz koZe svinja i Zivotinjskih kostiju. Zelatini
se dele prema sposobnosti Zeliranja (izmedu 50 i 300 Bloom-a) i rastvorljivosti. Zelatini za
enoloSku primenu prema nacinu dobijanja, dele se u tri grupe (Lagune, 1994. u Ribereau-
Gayon, vol. 2, 1999):

1. Toplo rastvorljivi zelatin, je Zelatin sa sadrzajem proteina 30 - 50 %, visokih
molekulskoh masa (oko 10%) i visokog naboja.

2. Te¢ni Zelatin, proizveden hemijskom hidrolizom ima molekulsku masu ispod 10’ i
slabijeg naboja.

3. Hladno rastvorljivi zelatin proizvodi se enzimskom hidrolizom, male je molekulske
mase (znatno ispod 10%) i veoma je niskog naboja.

Zelatin visokog naboja, koristi se za "omek$avanje" crvenih vina sa visokim sadrzajem
fenolnih jedinjenja, dok se za tretman manje robustnih vina upotrebljava Zelatin sa nizim
nabojem, koji deluje samo na agresivne (reaktivne) tanine (Ribereau-Gayon, tom 2, 1999).

Veliko snizenje intenziteta boje i koli¢ine slobodnih antocijana zabelezeno je pri
upotrebi zelatina, dok je bentonit na ove parametre uticao blaze. Razlog za takvo ponasanje
moze se naci u ¢injenici da su tretirana vina bila stara 18 meseci. Takode, zapazeno je da su
vina obogacéena proantocijanidolima i taninima iz obradene hrastovine, imala stabilniju boju
(Radi¢ i sar. 2002).

Albumin je sredstvo proteinske prirode, koje se u enologiji koristi veoma dugo.
Preporucuje se za "omeksavanje" vina sa visokim sadrZajem tanina i smanjenje adstrigencije.
Najbolje rezultate daje kada se koristi sveze belance jajeta. SuSeni i spraseni albumin daje
nesto drugacije rezultate usled nestajanja nekih proteina visokih molekulskih masa tokom
procesa obrade (lkonomou-Potiri, 1985 u Ribereau-Gayon, tom 2, 1999).

Uporednim tretmanima vina Na-bentonitom (0,5 g/1), Zelatinom (0,05 g/lI) i PVPP-om
(0,5 g/l) ustanovljeno je smanjenje sadrzaja (+)-katehina, (-)-epikatehina 1 dimera
proantocijanidola pod uticajem zelatina, a naro¢ito PVPP-a, dok uticaj Na-bentonita nije bio
toliko intenzivan (Revilla i sar., 1997). Gubitak katehina i proantocijanodola pod uticajem
sredstava za bistrenje zavisi 1 od pocetne koncentracije ovih jedinjenja. Kod vina bogatijih u
ovim jedinjenjima relativni gubitak je manji u odnosu na vina koja su siromasna u fenolnim

jedinjenjima (Revilla i sar., 1995, Revila i sar., 1993).
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2.4. FENOLNE MATERIJE I SENZORNE OSOBINE CRVENIH
VINA

Osim sorte vinove loze i agroekoloskih uslova, nacin vinifikacije bitno uti¢e na
senzorni kvalitet crvenih vina, poSto razliCiti delovi grozda sadrze razliCite grupe fenolnih
materija. Pokozica sadrzi relativno visoke koli¢ine kompleksno vezanih tanina sa
polisaharidima i proteinima $to doprinosi zaokruZenosti ukusa vina. Sa druge strane semenke i
Sepurina sadrze visoke koncentracije polimerizovanih proantocijanidola i kondenzovanih

tanina koji izazivaju intenzivan osecaj adstrigencije.

2.4.1. Boja crvenih vina

Intenzitet crvene boje vina zavisi pre svega od koli¢ine antocijana. Posto slobodni
antocijani nisu stabilni, polimerizacija je od presudne vaznosti za kvalitet i stabilnost boje.
Osim reakcija kopigmentacije, stabilnost boje veoma zavisi od reakcija kondenzacije sa
flavan-3-olima i proantocijanidolima kao i formiranja piranoantocijana. Takode, boja vina
potice od produkata oksidacije i polimerizacije flavonoida.

Kao §to je ve¢ receno, u mladim crvenim vinima antocijani se nalaze u dinamickoj
ravnotezi pet molekulskih oblika. Crvena boja vina primarno zavisi od udela flavilijum
katjona. Udeo flavilijum katjona u velikoj meri zavisi od pH vrednosti i koli¢ine slobodnog
sumpor-dioksida u vinu. NiZze pH vrednosti usporavaju hidrolizu antocijana, porastom pH
rapidno se uvecava udeo flavilijum katjona. Tako npr. pri pH vrednosti uobi¢ajenoj za crvena
vina (pH=3.4 — 3.6), svega 20 — 25 % antocijana je u obliku flavilijum katjona. Osim
intenziteta boje, antocijani uticu i na nijansu boje. Plavo-ljubicasta boja vina pri visim pH
vrednostima poti¢e od blagog porasta udela hinoidne baze. Na boju crvenih vina znacajno
utice udeo slobodnog sumpor-dioksida. Ravnoteza izmedu vezanog i slobodnog sumpor-
dioksida zavisi od pH. Pri nizim pH vrednostima povecava se udeo slobodnog sumpor-
dioksida, dok se pri visim pH vrednostima ravnoteza pomera na suprotnnu stranu. Malvidin je
najzastupljeniji antocijan u grozdu vecine sorti vinove loze. Podloznost antocijana oksidaciji
zavisi u mnogome od prisustva orto-difenola u na B prstenu. Malvidin teZze podleze
reakcijama neenzimatske i enzimatske oksiadcije zbog prisustva hidroksilne grupe u orto-
polozaju (Jackson, 2008).

Antocijani podlezu reakcijama samoasocijacije i kopigmentacije sa drugim organskim
komponentama, pre svega flavonoidima i neflavonoidima, ali i aminokiselinama (prolin 1

arginin), organskim kiselinama 1 polisaharidima. Ove reakcije povecavaju vrednosti

35



inetnziteta boje. Visoke temperature intenzivno destabilizuju reakcije samoasocijacije, $to
dovodi do ozbiljnog gubitka boje tokom zrenja (starenja) vina. Na niskim temperaturama
favorizuju se reakcije kopigmentacije.

Pored antocijana, izuzetnu ulogu u formiranju boje crvenih vina igraju u druga fenolna
jedinjenja. Osim stabilnosti polimerizovanih oblika, i otpornosti prema reakcijama oksidacije
1 dekoliracije sumpor-dioksidom, polimerizovani oblici su bitni za intenzitet boje. Pri pH
vrednosti 3,4 svega 20 % slobodnih antocijana je obojeno, dok je pri istoj pH obojeno ¢ak 60
% polimerizovanih antocijana (Jackson, 2008).

Osim reakcija samoasocijacije 1 kopigmentacije, na boju vina znacajno utiCe
formiranje polimera antocijanin-tanin, koji u zavisnosti od hemijske prirode vinu daju Zutu,

Zuto-crvenu, Zuto-braon, crvenu ili ljubicastu nijansu (tabela 3).

Tabela 3. Boja i molekulske mase nekih fenolnih jedinjenja vina (Jackson, 2008)

Naziv* Boja Molekulska masa
A" crvena

AOH bez boje

AO ljubicasta 500
AHSO;3 bez boje

P bez boje 600

T Zuta 1000 - 2000
T-A" crvena

T-AOH bez boje

T-AO ljubicasta 1000 - 2000
T-AHSO; bez boje

KT Zuto crvena 2000 - 3000
VKT Zuto braon 3000 - 5000
TP Zuta 5000

A — antocijanin; P-procijanidin; T- Tanin; KT-kondenzovani tanin; VKT-visoko kondenzovani tanin;
TP-tanin kondenzovan sa polisaharidima

Uticaj fenolnih jedinjenja na kvalitet vina je izuzetno velik obzirom da je to grupa
jedinjenja koja crvenim vinima pre svega daje odgovaraju¢i karakter i boju. Fenolna
jedinjenja su, pre svega nosioci boje crvenih vina, a takode i specificnog ukusa, trpkosti,
adstrignencije, reskog mirisa, ponekad i gorCine. Znacaj fenolnih jedinjenja moze biti
izrazeniji od drugih grupa jedinjenja kojih u vinu ima u daleko veéim koncentracijama

(alkohol, vinska kiselina itd.).
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2.4.2. Ukus vina

Katehin 1 njegovi polimeri su glavni nosioci ukusa crvenih vina. Izvori gorcine i
astrigencije su pre svega monomeri katehina. Proantocijanidoli daju utisak hrapavosti i suvoce
u ustima. Galna kiselina ekstrahovana iz semenki daje vinu grub ukus, za razliku od tanina
pokozice. Uticaj antocijana u crvenim vinima na ukus vina je znatno manji nego uticaj tanina.
Polimerizacija antocijana sa taninima povecava rastvorljivost tanina u vinu (Singleton i sar.,
1992).

Tanini reaguju sa proteinima stvaraju¢i vodoni¢ne mostove izmedu hidroksilnih grupa
1 peptidnih veza. Reakcije sa proteinima pljuvacke utiCu na senzoni kvalitet vina 1 stvaraju
utisak adstrigencije. Proantocijanidoli velikih molekulskih masa ne deluju na receptore ukusa
na jeziku, niti taloZe proteine pljuvacke (Jackson, 2008).

Hidrolizujuéi tanini vise doprinose pojavi gorcine i adstrigencije od kondenzovanih
tanina (Pocock i sar., 1994). Medutim, s obzirom na nize koncentracije, ova jedinjenja imaju
manji uticaj na ukus vina u odnosu na kondenzovane tanine i njihove oligomere. U svakom
slucaju vina koja su odlezavala u drvenim sudovima, moraju se neko vreme cuvati u
neutralnim sudovima ili bocama, kako bi doSlo do promena hidrolizuju¢ih tanina i
harmonizacije ukusa. Fenolna jedinjenja daju punocu ukusa, a uti¢u indirektno na percepciju
slatkih i kiselih ukusa. Izbalansiranost ukusa crvenih vina je od izuzetne vaznosti. Percepcija
slatkog ukusa koji poti¢e od alkohola, polisaharida, Secera (ako ga vino sadrzi), mora biti
uravnotezena sa kiselos¢u (ukupne kiseline), adstingencijom i gor¢inom (fenolna jedinjenja).
Oporost, gor¢ina i adstrigencija vina se nikada ne posmatra odvojeno od ukusa drugih

sastojaka vina.

2.5. UTICAJ FENOLNIH MATERIJA GROZPA I VINA NA
ZDRAVLJE LJUDI

Polaze¢i od Cinjenice da alkohol doprinosi patoloSkim promenama u
kardiovaskularnom sistemu St Leger, 1979. godine formulisao je hipotezu po kojoj vino
verovatno sadrzi neke komponente koje umanjuju Stetno delovanje alkohola, unetog sa vinom,
u odnosu na druga alkoholna pic¢a. Masquelier i sar., (1979) su pristupili izolovanju pojedinih
komponenti i ispitivanju njihovog delovanja na organizme zivotinja i ljudi, da bi 1982. godine
saopstili da pozitivno fiziolosko delovanje ispoljavaju odredena jedinjenja iz grupe polifenola,

kasnije nazvanih "proantocijanidoli". Teza izneta na stru¢nom skupu u Kaliforniji koja kasnije
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prerasta u tzv. "Francuski paradoks" (Renaud i sar., 1992) podstakla je mnogobrojna
istrazivanja u celom svetu. Sustina "Francuskog paradoksa" je u tome da se kod Francuza
belezi daleko manji stepen obolevanja od kardivaskularnih bolesti bez obzira na visok unos
animalnih masti (meso, sirevi, maslac), u odnosu na druge razvijene zemlje. To je
protumaceno time da se u Francuskoj redovno uz obrok konzumira crveno vino. Doll (1990) i
Gey (1990) su ukazali na to da umereno konzumiranje crvenih vina smanjuje rizik pojave
kardiovaskularnih oboljenja za 25 - 60 %.

Posto je neophodno da neko jedinjenje dospe u tkiva kako bi ispoljilo delovanje,
potrebno je bilo utvrditi ponaSanje proantocijanidola u organizmu. Kako je utvrdeno da je
aminokiselina prolin osnovni centar vezivanja proantocijanidola za proteinsku strukturu
(Hagerman i Butler, 1981), a pljuvacka je bogata ovom aminokiselinom, predpostavljeno je
da se proantocijanidoli vezuju u ustima i ne dospevaju u tkiva. Masquelier (1989) je
ustanovio da se u pljuvacki zadrzava samo deo oligomera, dok monomeri i dimeri
proantocijanidola prolaze nesmetano. Pra¢enjem izotopa C'* proantocijanidola utvrdeno ja da
se sat vremena nakon oralnog unosenja proantocijanidoli rasporeduju po celom organizmu
(Laparra, 1977). Novija istrazivanja su potvrdila da flavonoidi prolaze kroz Zeludac
nepromenjeni i veoma brzo dospevaju u krvotok (Passamonti i sar., 2003). Fenolne kiseline 1
resveratrol takode veoma brzo prolaze kroz intestinalni trakt i dospevaju u plazmu (Simonetti i
sar., 2001, Soleas i sar., 2001). Vreme za koje antocijani 1 jednostavni flavonoli dospevaju u
mozak, nakon konzumiranja, meri se minutama (Passamonti i sar, 2005., Youdim i sar.,
2004).

Pozitivan uticaj proantocijanidola ogleda se u ekonomisanju vitamina C u organizmu
(Laparra i sar., 1979). Ova jedinjenja sprecavaju degradaciju vitamina C u organizmu S$to
smanjuje potreban unos ovog vitamina.

Inhibicijom enzimskih sistema, proantocijanidoli uzrokuju smanjeno stvaranje
histamina koji izaziva luc¢enje zeluda¢nih kiselina i na taj nacin preventivno deluje u pogledu
pojave c¢ira na zelucu (Barral, 1985). Dokazano je izvesno inhibirajue dejstvo
proantocijanidola na proteoliticke enzime koji su odgovorni za destrukciju vezivnog tkiva
(Gavinet-Jeannin i sar.,1988).

Proantocijanidoli spre¢avaju ukrstanje kolagenih vlakana, kao posledice narusavanja
disulfidnih mostova proteinskih molekula. Time sprecavaju denaturaciju i pojavu smanjene
propustljivosti krvnih sudova (Masquelier i sar., 1981). Barral je (1985) utvrdio da ustedom
vitamina C proantocijanidoli indirektno uticu na smanjenje nivoa holesterola u krvi.

Jedinjenja iz grupe flavonola pokazuju antioksidativnu mo¢ u sprecavanju oksidacije LDL
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(Low Density Lipoproteins), ¢ime preventivno deluju na pojavu arterioskleroze. (Puig, 1993).
Resveratrol, kvercetin, katehin, epikatehin 1 druga fenolna jedinjenja inhibiraju stvaranje
naslaga u krvnim sudovima (Keli i sar., 1994). Sinergistitno delovanje viSe fenolnih
jedinjenja pojacava pozitivan efekat na kardiovaskiularni sistem, u odnosu na pojedinacne
fenole (Wallerath, i sar., 2005). Fenolna jedinjenja nemaju poznatu nutritivnu fuknciju, ali
igraju vaznu ulogu u ocuvanju ljudskog zdravlja zbog visokog antioksidativnog potencijala
(Hertog i sar., 1995, Hollman i sar., 1996).

Znacajno svojstvo proantocijanidola u ,hvatanju® slobodnih radilkala utvrdeno je
sredinom 80-tih godina XX veka (Masquelier, 1987). efikasnost proantocijanidola kao
hvataca slobodnih radikala povecava se sa stepenom pollimerizacije (Uchida i sar., 1987).
Nasuprot ovim rezultatima, Ricardo da Silva i sar. (1991) nisu zapazili neku proporcionalnu
zavisnost izmedu sposobnosti hvatanja O, i "OH radikala i stepena polimerizacije od
monomera do trimera. Esterifikacijom proantocijanidola galnom kiselinom na poziciji 3’,
raste kapacitet kao hvataca slobodnih radikala, a najefikasniji u tom pogledu je
pronatocijanodol B, 3"-0-galat.

Ispitivanjem razli¢itih katehinskih derivata grozda utvrdeno je da su dimeri efikasniji
hvataci slobodnih radikala od monomera i da je ta efikasnost viSestruko veca od vitamina C
(Masquelier, 1987).

Antivirusno 1 antibakterijsko dejstvo proantocijanidola raste sa stepenom
polimerizacije (Masqueulier i sar., 1979). Dokazano je da flavonoidi i1 polifenolne
komponente vina: ferulat, etilgalat, ferulna kiselina, galna kiselina, kafena kiselina, kurkumin
i o-tokoferilsukcinil. o-etil-ferulat inhibiraju do 80 % HIV pojavnih oblika i time inhibiraju
lipoperoksidaciju ¢elija (Edeas, 2001). Modifikacije antocijana tokom alkoholne fermentacije
pojacavaju njihovu toksi¢nost za viruse, protozoe i bakterije. I druga fenolna jedinjenja vina
ispoljavaju antimikrobno delovanje. Tako p-kumarinska kiselina deluje na gram-pozitivne
bakterije, kao na primer Staphylococcus 1 Streptococcus dok druga fenolna jedinjenja vina
inhibiraju gram-negativne bakterije kao Sto su: Escherichia, Shigella, Proteus, 1 Vibrio
(Masquelier, 1988). Mehanizmi antimikrobnog delovanja fenolnih jedinjenja nisu u
potpunosti razjasnjeni. Poznato je medutim, da je delovanje kvercetina usmereneo na DNK,
dok je delovanje epigalokatehina, kao antimikrobnog agensa, usmereneo na celijske
membrane. Antimikrobno delovanje fenolnih jedinjenja pojacano je nepovoljnim uslovima za
razvoj mikroorganizama (niska pH, etanol)

Polifenoli i drugi antioksidanti u vinu smanjuju rizik od kancera (Hertog i sar., 1995).

DNK polimer koji se nalazi u nukleusu svake ¢elije moze biti znac¢ajno osteéen slobodnim
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radikalima. Hidroksil radikal napada guanin stvaraju¢i 8-H-guanin. U uslovima nedostatka
antioksidativnih rezervi, kada su mnoge aminobaze oStec¢ene, nastaje DNK sa greSkom. U fazi
¢elijske deobe formira se izmenjena ¢elija. Smatra se da na ovaj nacin, najverovatnije nastaju
¢elije kancera. Epidemioloska ispitivanja, sprovedena na zivotinjama, ukazuju da vino sadrzi
komponente koje Stite organizam od kancera (Shang i sar., 2009).

Mnogobrojna istrazivanja pozitivnog uticaja fenolnih jedinjenja na ljudski organizam
ukazuju na pozitivan efekat ovih jedinjenja na vid (Fraser-Bell i sar., 2006). Predpostavlja se
da antiinflamatornim delovanjem kao i opustaju¢im dejstvom na misice, fenolna jedinjenja
vina ublazavaju pojavu artritisa. Konzumiranje vina usporava stvaranje kamena u bubrezima
(Curhan i sar., 1998)

Uticaj proantocijanidola na ljudski organizam, Sematski je prikazan na slici broj 13.

Slika 13. Moguca delovanja proantocijanidola (Masquelier, 1992)

Zapazena su odredena pozitivna svosjtva resveratrola na zdravlje ljudi. Preventivno
delovanje resveratrola u pogledu kardiovaskularnih bolesti (4richi i sar., 1982, Orallo i sar.,
2002, Hung i sar., 2002), metabolizma arahidonske kiseline (Kimura i sar., 1985) 1 stvaranja
naslaga na unutrasnjosti krvnih sudova (Shan, 1988, Wang i sar., 2002), a takode i u pogledu
kancerogenih bolesti (Jang i sar., 1997, Athar i sar., {P9Rstl{slepgijeno je da je trans-
resveratrol potencijalni hemopreventivni agens za rak dojke SMIOVBeby i sar., 1998) i rak
prostate (Shankar i sar., 2007). Razlog ovakvog delovanja resveratrola jesu, najverovatnije

njegova antioksidativna svojstva (Olas i Wachowicz, 2002, Stivala i sar., 2001).
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2.6. ANTIOKSIDATIVNI POTENCIJAL CRVENIH VINA

2.6.1. Slobodni radikali i oksidativni procesi

2.6.1.1. Definicija i podela slobodnih radikala

Slobodni radikali su su atomi, joni ili molekuli, koji imaju jedan ili viSe nesparenih
elektrona u svojoj strukturi. Nespareni elktroni uzrok su njihove visoke i neselktivne
reaktivnosti 1 nestabilnosti. Slobodni radikali mogu biti pozitivno (radikal katjon) 1 negativno
naelektrisani (radikal anjon). Nespareni elektron se moze nalaziti na atomima razli¢itih
elemenata, pa se slobodni radikali dele na slobodne radikale (reaktivne slobodnoradikalske
vrste) kiseonika, hlora, azota itd.

Reaktivne vrste se dele na reaktivne slobodnoradikalse i1 neradikalske (oksidaciona
sredstva koja lako prelaze u slobodne radikale). Najvaznije reaktivne vrste kiseonika (ROS -
od engl. reactive oxygen species), hlora (RCS - od engl. reactive chlorine species) i azota
(RNS - od engl. reactive nitrogen species) date su u tabeli 4 (Halliwel i Whiteman, 2004).

Tabela 4. Najvaznije reaktivne slobodnoradikalske 1 neradikalske vrste

Slobodnoradikalske vrste Neradikalske vrste
Reaktivne vrste kiseonika

superoksid anjon radikal, O™ vodonik peroksid, H>O,

hidroksil radikal, OH’ hipobromna kiselina, HOBr

hidroperoksil radikal, HO,' hiphlorna kiselina, HOCI

peroksil radikal, RO, ozon, O3

alkoksil radikal, RO’ singletni kiseonik, 'Ag O,

karbonatni radikal, CO;"~ organski peroksid, ROOH

ugljenoksidni radikal, CO,” peroksinitrit, ONOO

peroksinitritna kiselina, ONOOH

Reaktivne vrste hlora

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

nitroksidni anjon, NO
azot(IV)-oksid, N,O4
azot(Il)-oksid, N,O3
peroksinitrit, ONOO"
peroksinitritna kiselina, ONOOH
nitronijum (nitril) katjon, NO,"
alkilperoksinitriti, ROONO

nitril (nitronijum) hlorid, NO,Cl
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Reaktivni slobodni radikali mogu nastati brojnim reakcijama koje se uglavnom svode
na Cetiri osnovna tipa: termolizu, fotolizu, oksido-redukcione procese i iradijaciju visoke

enrgije (Piletic€ i sar., 1993).

2.6.1.2. Slobodni radikali u ljudskom organizmu

U normalnim uslovima, nastajanje toksi¢nih oblika kiseonika 1 drugih slobodnih
radikala u ravnoteZi je sa antioksidativnim sistemom odbrane organizma. Stanje u kome je
ravnoteza izmedu prooksidanata i antioksidanata pomerena u stranu proksidanata, naziva se
oksidativni stres (Halliwel, 1999,. Zirojevic i sar., 2002)

Nastajanje reaktivnih vrsta kiseonika 1 drugih slobodnih radikala u bioloskim
sistemima moze biti indukovano razli¢itim endogenim (prooksidativni enzimski sistemi,
proces celijske respiracije, fagocitoze, itd) i egzogenim (zracenje, kontaminiran vazduh, itd)
faktorima (Bagchi i Puri., 1998).

Oksidativni stres dovodi do oksidativnih o$teéenja primarnih biomolekula i nastanka
mnogih oboljenja, kao Sto su: arteroskleroza, kancer, kardiovaskularna oboljenja, astma
artitis, gastritis, dermatitis, dijabetes, bolesti jetre, bolesti bubrega, zapaljenski procesi,

Alchajmerova bolest, Parkinsonova bolest itd (slikal4) (Kow, 1999, Lee i sar., 2004)

Endogeni faktori Egzageni faktori

Produkcija ROS

Oksidacija lipida Oksidacija DNK Oksidacija proteina
Kardlovgskglarna Kancer, starenje Neurudegeny&wns
oboljenja bolesti

Slika 14. Povezanost produkcije slobodnih radikala i nastanka mnogih oboljenja
Neki slobodni radikali nastaju i u toku normalnog metabolizma. Preko 90% kiseonika
1z vazduha u organizmu sisara redukuje se do vode primanjem cetiri elektrona od transportnog

sistema elektrona u respiratornom lancu mitohondrija (Acworth, 2003). Do intenzivne
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produkcije slobodnih radikala (superoksid anjon radikala i vodonik peroksida) dolazi i u
procesu fagocitoze, u procesu respiratorne eksplozije u fagocitnim celijama, kao odgovor
imunog sistema na prisustvo bakterija i virusa (Pordevi¢, 2000)

Superoksid anjon radikal (O,”) odnosno njegov protonovani oblik, perhidroksilni
radikal (HO,"), nastaje jednoelektronskom redukcijom molekulskog kiseonika, a moze se
dobiti i1 jednoelektronskom oksidacijom vodonik peroksida. Znacajne koli¢ine produkuju se i
u reakcijama katalizovanim nekim oksidazama (npr. ksantin oksidazom) (Ohara i sar, 1993),
kao 1 u procesu fagocitoze (Choi i sar., 20006)

Hidroksil radikal, (OH) je najreaktivniji od svih ROS i najodgovorniji za citotoksi¢ne
efekte kiseonika. Brzo reaguje sa biomolekulima, pa je njegov poluZivot izuzetno kratak (10”
s). Hidroksil radikal se u ¢elijama stvara kada postoje uslovi za Haber-Vajsovu reakciju:

0," + H,0, — 0, + 'OH + OH" + OH’
ili Fentonovu reakciju:
H,0,+ Fe*" — ‘OH + OH + Fe’'
Takode, nastaje dejstvom y-zracenja na molekul vode, u procesu fagocitoze, troelektronskom
redukcijom iz molekulskog kiseonika u respiratornom lancu mitohondrija, kao i iz hipohlorne
kiseline (Mimic¢-Oka i sar., 1999):
HOCl+ O,” — 'OH + CI' + O,

Vodonik peroksid (H,O;) nije slobodni radikal, ali se ubraja u reaktivne vrste
kiseonika (Wu i Cederbaum., 2003). Najstabilniji je, odnosno najmanje reaktivan intermedijer
redukcije kiseonika. Nastaje direktno dvoelektronskom redukcijom molekulskog kiseonika,
jednoelktronskom redukcijom superoksid anjon radikala ili njegovom enzimskom mutacijom,
dejstvom superoksid dismutaze:

20,"+2H" — H,0, + O,

Proces stvaranja vodonik peroksida odvija se na nivou peroksizoma, mitohondrija,
mikrozoma i ¢elijkse membrane (Gatellier i sar., 1995).

Singletni kiseonik (‘0,) je izrazito reaktivan, nastaje enzimskim putem, u prisustvu
mieloperoksidaza i laktoperoksidaza (Kanofsky i sar., 1988) 1 fagocitoze (Steinbeck i sar.,
1992).

Peroksil i alkoksil radikali (RO;" i RO’) nastaju u lan¢anoj, slobodnoradikalskoj
reakciji lipidne oksidacije (Mimic¢-Oka i sar., 1999).
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2.6.1.3. Oksidativno ostecenje primarnih biomolekula u humanom organizmu

Oksidativni stres dovodi do oSteCenja primarnih biomolekula: proteina, lipida,
nukleinskih kiselina i ugljenih hidrata, $to moze biti uzrok c¢itavog niza poremecaja u
metabolizmu 1 izazvati disfunkciju 1 smrt Celija (Malesevié, 2002.).

Proteini su prirodni makromolekuli koji se sastoje od dugih nerazgranatih nizova
ostatka aminokiselina medusobno povezanih peptidnim vezama. Neki proteini ucestvuju u
izgradnji strukture (keratin, elastin, kolagen, lipoproteini, itd), dok drugi imaju razlicite uloge
u funkcionisanju organizma: hemoglobin (prenos kiseonika), antitela (zastita od virusa i
bakterija), fibrinogen (koagulacija), aktin i miozin (kontrakcija miSi¢a), itd. (Pileti¢ i sar.,
1993). Oksidacija proteina moze dovesti do izmene u signalnom transdukcionom mehanizmu,
transportnom sistemu, enzimskoj aktivnosti i drugim procesima (Hosseinian, 2006).

Lipidi su bioloski veoma znacajna jedinjenja koja se dele na: proste lipide (Ciji se
molekuli sastoje samo od ostataka masnih kiselina i alkohola - najces¢e glicerola), i sloZene
lipide (koji ukljucuju derivate fosforne kiseline - fosfolipide, ostatke ugljenih hidrata -
glikolipide, kao 1 sterole). Lipidi su osnovna komponenta bioloskih membrana, utiCu na
njihovu propustljivost, ucestvuju u predaji nervnih impulsa, ostvaruju kontakt izmedu celija,
¢ine enrgetsku rezervu, Stite organizam od mehanickih povreda, formiraju termoizolacioni
sloj (Piletic¢ i sar., 1993). Oksidacija lipida je proces oksidativnog oSte¢enja koje zahvata
¢elijske membrane, lipoproteine i druge molekule koji sadrze lipide, u uslovima oksidativnog
stresa. Polinezasi¢ene masne kiseline u fosfolipidima i glikolipidima, kao i1 holesterol u
bioloSkim membranama, predstavljaju osnovni supstrat za oksidativno oSte¢enje lipida (4buja
i sar., 2001). Lipidna oksidacija u bioloSkim sistemima moze se odigravati enzimskim
(delovanjem lipoksigenaza) 1 neenzimskim putem. Intenzivan proces lipidne oksidacije naden
je kod aterogeneze, kancerogeneze, neurodegenerativnih i drugih oboljenja (Girotti, 1998).
Lipidna oksidacije predstavlja i najvazniji proces koji dovodi do kvarenja masti i ulja, Sto
dovodi do smanjenja nutritivne vrednosti, pojave neprijatnog ukusa i mirisa i nastajanja
toksi¢nih proizvoda.

Lipidna oksidacija je proces u kome slobodnoradikalske i neradikalske vrste kiseonika
reaguju sa lipidima izazivajuci oksidativnu destrukciju nezasi¢enih odn. polinezasi¢enih
masnih kiselina. Mehanizam kompleksne lan¢ane reakcije lipidne oksidacije koja se odvija u
tri faze, kao i mehanizam delovanja antioksidanata, prikazani su na slici 15. (Yanishlieva-

Maslarova, 2001).
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Inicijacija Inhibicija lipidne oksidacije

LH+R — L +RH L'+AH —->LH+A’
Propagacija LO"+AH — LOH + A’

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

Terminacija L'+A°" =LA

LOO +LOO" — LOOL + O, LO +A"— LOA

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

Sekundarna inicijacija

LOOH — LO" + 'OH

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

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

Slika 15. Mehanizam lancane reakcije lipidne oksidacije 1 mehanizam delovanja
antoksidanata

Dezoksiribonukleinske kiseline (DNK) su primarni molekuli - nosioci naslednih
insformacija. Razli¢iti tipovi slobodnih radikala deluju razli¢itim mehanizmima i pokazuju
razli¢itu toksi¢nost prema DNK. Reaktivni hidroksil radikali mogu izazvati oStecenja na bazi i
na Secernoj komponenti. Inicijacija oSte¢enja Se¢erne komponente odigrava se abstrakcijom
vodonika, vezanog za ugljenig dezoksiriboze, a posledica je prekid u strukturi DNK i
oslobadanje baze i malondialdehida (MDA). Njaces¢i tipovi ostecenja DNK su: prekid lanca,
izmene baza, oduzimanje baza, interakcija sa lipidnim peroksidima (npr. MDA), interakcija sa
proteinima, itd. Slobodni radikali mogu dovesti do promena u strukturi DNK 1 do genetskih
greSaka (mutacija), pa mogu biti odgovorni za nastanak kancerogenog fenotipa i niza

degenerativnih procesa, ukoliko zahvate specifi¢ne protoonkogene (Pordevic i sar., 2000).

2.6.2. Antioksidanti

Najsire prihvaéena definicija bioloskih antioksidanata jeste ona koju je dao Halliwell
(1990), a prema kojoj su antioksidanti "supstance koje prisutne u malim koncentracijama u
odnosu na supstrat (biomolekul) koji se oksiduje, znacajno usporavaju ili sprecavaju
oksidaciju tog supstrata".

Antioksidanti mogu ispoljavati svoju aktivnost razli¢itim mehanizmima zahvaljujuci
njihovoj sposobnosti da: deluju kao "hvataci" (skevindzer) slobodnih radikala, odnosno deluju
kao donori elektrona ili H-atoma peroksil ili hidroksil radikalima ili akceptori elektrona ili H-
atoma ugljenikovih slobodnih radikala (Bragadottir, 2001), kompleksiraju jone metala (Cime

je onemogucena kataliza reakcije stvaranja inicijatora oksidacije lipida, npr. ‘OH) (Vaya i
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sar., 2001), razgraduju hidroperoksied, eliminiSu dejstvo singletnih oblika kiseonika
(Pokorny, 2001), pokazuju sinergetske efekte, itd.

Shi i sar. (2001) klasifikovali su antioksidante prema nivou i nainu delovanja u
ljudskom organizmu na: preventivne antioksidante, "skevindzer" antioksidante i "reparacione"
antioksidante. Preventivni antioksidanti spre¢avaju nastanak slobodnih radikala i iniciranje
lancane reakcije peroksidacije: dekompozicijom vodonik peroksida 1 lipidnih hidroperoksida
(enzimski antioksidanti: katalaza, glutation peroksidaza, glutation-S-transferaza),
kompleksiranjem jona metala (albumin, ceruloplazmin, mioglobin, transferin, itd) i
eliminacijom ROS (superoksid dismutaza). "Skevindzer" antioksidanti poseduju sposobnost
da "hvataju" slobodne radikale i tako inhibiraju inicijaciju i1 prekidaju propagaciju reakcije
lipidne oksidacije, pa se nazivaju i1 "prekidaci" lanCanih radikalskih reakcija. Prema
rastvorljivosti ovi antioksidanti se dele na hidrosolubilne (vitamin C, mokra¢na kiselina,
bilirubin, albumin, glutation, neki polifenoli) i liposolubilne (vitamini E i A, karotenoidi, neki
polfenoli) (Vaya i sar., 2001). "Reparacioni" antioksidanti deluju posebnim mehanizmima,
obnavljaju¢i ili uklanjajuéi oStecene vitalne biomolekule koji nastaju u uslovima oksidativnog
stresa. U "reparacione" antioksidante ubrajaju se fosfolipaze, proteaze, enzimi koji obnavlaju
DNK, transferaze, itd.

Prema mestu nastajanja antioksidanti znacajni za ljudski organizam dele se na:
endogene 1 egzogene. Endogeni antioksidanti predstavljaju antioksidante koji nastaju u
ljudskom organizmu, dok se egzogeni unose putem hrane ili lekova. Neki endogeni
antioksidanti za svoju funkciju unoSenje minerala (koenzima: Se (koenzim glutation
peroksidaze), Cu, Zn, Mn (koenzim superoksid dismutaze). Endogeni antioksidanti su:
enzimski sistemi (superoksid dismutaza, katalaza, glutation peroksidaza), mokra¢na kiselina,
bilirubin, tioli (glutation, lipolna kiselina, N-acetil cistein), NADPH, NADH, koenzim Q10
(ubihinon), proteini koji kompleksiraju jone metala (albumin-bakar, ceruloplazmin-bakar,
feritin-gvozde, mioglobin-gvozde, transferin-gvozde). U egzogene antioksidante ubrajaju se
vitamin C, vitamin E, karotenoidi (pB-karoten), oksikarotenoidi (likopen), polifenolna
jedinjenja (flavonoidi, fenolne kiseline, proantocijanidoli, itd) (Percival, 1998).

Fenolna jedinjenja su jedna od najvaznijih grupa prirodnih egzogenih antioksidanata,
¢ija je aktivnost uslovljena strukturnim karakteristikama. Strukturne karakteristike znacajne
za procenu antioksidativnog potencijala flavonoida su: prisustvo hidroksilnih grupa na Cs 1
Cs-atomima, prisustvo dvostruke veze izmedu C, i Cs-atoma, prisustvo keto grupe na Cs-
atomu, broj hidroksilnih grupa, prisustvo Secernog ostatka, prisustvo metoksi grupa, itd

(Pietta, 2000, Heim, 2002). Flavonoidi mogu ispoljavati antioksidativne osobine zahvaljujuci
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mehanizmu heliranja tragova jona metala, koje omogucavaju 3' i 4'-hidroksi grupe, 3-hidroksi
1 4-oksi grupe, kao i1 4-oksi grupa i 5-hidroksi grupa (slika 16) (Hudson i sar., 1983, Pokorny,
2001).

®
o O—>Me
Me
HO O ‘
‘ /
o]
/
0] O—Me
flavonoli i dihidroflavonoli Metalni kompleksi 3-hidroksifiavonoida

@ e
Me
HO. . o] ‘ HO ] o ‘
OH 0 (0] 0}
M
flavoni Metalni kompleksi 5-hidroksiflavonoida

Slika 16. Heliraju¢i mehanizam flavonoida

Flavonoidi pokazuju antioksidativnu aktivnost kako u hidrofilnim, tako i u lipofilnim
sistemima. Zahvaljuju¢i nizem redoks potencijalu flavonoida (0,23 - 0,75V), oni mogu
redukovati slobodne radikale (R") koji imaju veéi redoks potencijal (2,13 - 1,0V) kao §to su

superoksid anjon radikal, peroksil, alkoksil, hidroksil radikal, odavanjem atoma vodonika.
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Aroksil radikal koji pri tome nastaje moze reagovati sa drugim radikalom, pri ¢emu nastaje

stabilna hinonska struktura (slika 17) (Pietta, 2000).

0 *
OH 5y e
E f' OH
ROH

RO*

»
R* RH
OH :

Slika 17. Mehanizam odavanja atoma vodonika flavonoida

Flavonoidi pod uslovima oksidativnog stresa mogu delovati prooksidativno, pa umesto
"hvatanja", mogu formirati slobodne radikale. Mehanizam prooksidativnig delovanja

flavonoida dat je na slici 18 (Rietjens i sar., 2002).

Flavonoid—d

Flavonoid-OH -

GS® + GS- — ™ GSSG*
GSSG®™ + 02— GSSG + O

Slika 18. Mehanizam prooksidativnog delovanja flavonoida

Antioksidativna aktivnost fenolnih kiselina zavisi od broja hidroksilnih grupa u
molekulu 1 sa povecanjem broja hhidroksilinih grupa raste i antioksidativna aktivnost derivata
fenolnih kiselina. Karboksilna grupa u molekulima derivata benzoeve kiseline, zbog svojih
elektronakceptorskih osobina, umanjuje sposobnost odavanja atoma vodonika iz hidroksilnih
grupa. Hidroksi derivati cimetne kiseline poseduju veéu antioksidativnu aktivnost od
odgovarajuc¢ih hidroksi derivata benzoeve kiseline (Rice-Evans i sar., 1996). Mehanizam

antioksidativnog delovanja derivata benzoeve i cimetne kiseline prikazan je na slici 19 (Zhou i

sar., 2000).
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Slika 19. Nastajanje i formiranje mogucih rezonantnih struktura fenolksi radikala

derivata cimetne i benzoeve kiseline

2.6.2.1. Metode za odredivanje antioksidativne aktivnosti

Metode za odredivanje antioksidativne aktivnosti se mogu podeliti na viSe nacina:
prema sistemu ispitivanja (in vivo 1 in vitro), prema metodi detekcije (hemiluminiscentne,
spektrofotometrijske, fluorometrijske, spektroskopske-ESR), prema direktnosti odredivanja
(direktne 1 indirektne). Najvaznije podele metoda za odredivanje antioksidativne aktivnosti su
prema prisustvu lipida u sistemu i prema mehanizmu reakcije koja se odigrava izmedu
antioksidativnih jedinjenja i slobodnih radikala na koje se antioksidastivna aktivnost odreduje
(Sanchez-Moreno, 2002, Aruoma, 2003). Prema prisustvu lipida u sistemu, metode se dele na:
metode koje se zasnivaju na merenju "skevindzer" sposobnosti slobodnih radikala, a koje se
izvode u sistemima ne sadrze lipide i metode koje se izvode u bioloskim model sistemimna
koji sadrze lipide, a koje se zasnivaju na merenju stepena inhibicije oksidacije lipidnog ili
lipoproteinskog supstrata.

Pri odredivanju antioksidatinve aktivnosti razli¢itim metodama moguce su razlike u
rezultatima, kao posledica: fizicke strukture ispitivanog uzorka, prirode supstrata koji se
oksiduje, prisustva drugih komponenata, nacina inicijacije procesa oksidacije, kao 1 vrste
slobodnih radikala na koje se antioksidativna aktivnost odreduje. Treba imati u vidu da
odredivanje antioksidativne aktivnosti in vitro ne odrazava u potpunosti Celijske fizioloSke
uslove, ne uzima u obzir bioloSku dostupnost (apsorptivnost) i metabolizam antioksidanata
(Liu i Finley, 2005.).

Metodama za odredivanje antioksidativne aktivnosti kao skevindzer sposobnosti

slobodnih radikala meri se sposobnost donacije atoma vodonika ili prenosa elektrona sa
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potencijalnog antioksidanta na slobodni radikal u sistemu koji ne sadrzi lipide. Ove metode se
mogu klasifikovati na: klasi¢na odredivanja antioksidativne aktivnosti, odredivanje
antioksidativne aktivnosti na stabilne radikale i odredivanje antioksidativne aktivnosti na
nestabilne radikale (Becker i sar., 2004).

Odredivanje antioksidativne aktivnosti na stabilne radikale podrazumevaju
odredivanja antioksidativne aktivnosti na stabilne DPPH radikale, Fremijeve soli (kalijum-
nitrozodisulfonat) ili galvinoksil (2,6-di-terc-butil-0-(3,5-di-terc-butil-4-okso-2,5-
cikloheksadien-1-iliden)-p-toliloksi) radikale spektrofotometrijski ili elektron spin
rezonantnom spektroskopijom (ESR). SkevindZer aktivnost stabilnog radikala kao S$to je
DPPH radikal-hromogen (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikal) detektuje se
spektrofotometrijski na 516 nm i1 primenjuje se Siroko za komaparaciju antioksidativne
aktivnosti homologe serije antioksidanata. Stehiometrijski odnos DPPH radikala u odnosu na
antioksidant zavisi od tipa antioksidanta. Za askorbinsku kiselinu, Trolox, a-tokoferol i neka
polifenolna jedinjenja stehiometrijski odnos radikala u odnosu na antioksidant je 2 : 1, za
ruzmarinsku kiselinu (obziroma da sadrzi vise hidroksilnih grupa) 3 : 1, dok neki derivati
cimetne kiseline "hvataju" 1 ve¢i broj DPPH radikala po molekulu. ESR spektroskopija je
relativno nova metoda kojom je moguce direktno odredivanje koncentracije slobodnih
radikala. Antioksidativna aktivnost se odreduje na osnovu relativnog smanjenja intenziteta
ESR signala slobodnih radikala u prisustvu antioksidanta, u odnosu na intenzitet ESR signala
kada antioksidant nije prisutan (Becker i sar., 2004).

Nedostatak metoda za odredivanje antioksidativne aktivnosti na stabilne slobodne
radikale je nepostojanje stabilnih slobodnih radikala u bioloskim sistemima. Kako se kao
reakcioni intermedijeri u oksidativnim procesima javljaju hidroksil 1 peroksil radikali,
odredivanje antioksidativne aktivnosti je potrebno izvesti i na nestabilne radikale. Nestabilni
radikali imaju vrlo kratko vreme Zivota, pa je njihova direktna detekcija prakti¢no nemoguca.
Oni se mogu detektovati jedino ako im se, na poseban nacin, tokom duzeg perioda potrebnog
za ESR merenje, koncentracija odrzava konstantnom. Metode pomocu kojih se to postize su:

- "Spin trapping" metoda kojom se nestabilni slobodni radikali "hvataju" pomocu
odredenih organskih jedinjenja (trapova) i nastaju stabilni radikali (spin adukti) koji se mogu
detektovati ESR spektroskopijom. Najcesce koriSéeni "spin trapovi" su: ferc-nitrozobutan
(tNB), N-terc-butil-a-fenilnitron (PBN), 5,5-dimetilpirolin-N-oksid (DMPO), 2,4,6-tri-terc-
butilnitrozobenzen (BNB) i a-(4-piridil-1-oksid)-N-terc-butilnitron (4-POBN) (Canadanovié-
Brunet, 1997),
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- Tehnika konstantnog protoka - regenerativni postupak kojim se stvara stacionarno
stanje tj. odrzava se koncentracija slobodnih radikala konstantnom u toku odredenog
vremenskog perioda,

- Tehnika zaustavljenog protoka za slobodne radikale ¢ije je vreme poluzivota 0,1s ili
duze,

- "Fles" fotoliza ili pulsna radioliza.

Kod FRBR (eng. Fenton reaction based radical) metode za odredivanje antioksidativne
aktivnosti se primenjuje detekcija hidroksil radikala posle reakcije sa DMPO spin trapom.
Ova metoda se zasniva na kompetitivnosti reakcija u kojima antioksidant "hvata" hidroksil

radikale sa reakcijama koje se odigravaju izmedu hidroksil radikala i dodatog spin trapa.

2.6.3. Antioksidanti u crvenim vinima

Crvena vina ispoljavaju snazan bioloski efekat koji se, pre svega, pripisuje visokim
sadrzajima flavonoida (Cao i sar., 2000). Postoji visok stepen pozitivne korelacije izmedu
sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja, kao i pojedinacno udela galne kiseline, (-)-epikatehina,
(+)-katehina i antioksidativnog potencijala vina (Rosana Minussi i sar, 2003, Campodonico i
sar. 1998, Fogliano i sar, 1999, Henn, 1998, Sanchez-Moreno i sar., 1999a, Sato i sar.,
1996). Vino, kao bogat izvor fenolnih jedinjenja, ispoljava snazan in vitro inhibitorni efekat
na oksidaciju liporpoteina niske gustine (LDL) (engl. low-density lipoprotein) (Frankel i sar,
1995). Veoma visok inhibitorni efekat, vina Merlot, na oksidaciju LDL, utvrden je od strane
Faustino i sar.,(2004).

Najizrazeniju aktivnost u pogledu hvatanja slobodnih radikala ima galna kiselina,
zatim taninska kiselina, kafena kiselina, kvercetin, rutin, ferulna kiselina, a najnizu aktivnost
poseduju DL-a-tokoferol 1 resveratrol (Sanchez-Moreno, 1999b). Testiranjem 17 fenolnih
jedinjenja vina pojedina¢no samo njih sedam je pokazalo pozitivnu korelaciju koncentracije 1
antioksidativne aktivnosti (Soleas i sar, 1997). Pri tome najvisi antioksidativni potencijal
pokazale su vanilinska i galna kiselina. Visok stepen pozitivne korelacije fenolnih jedinjenja i
antioksidativnog potencijala ekstrakata semenki grozda pokazan je i u istrazivanjima Taha i
sar (2008) 1 Mandic i sar., (2008).

Posto je vecina fenolnih kiselina u vinu prisutna u obliku estara, Pascale i sar. (1998)
su elektron spin rezonantnom (ESR) spektroskopijom uporedno odredivali antioksidativni
potencijal fenolnih kiselina i njihovih estara prema superoksid anjon radikalima (O;") i

hidroksil ("OH) radikalima. Izmedu ostalog, utvrdeno je da etil-galat ispoljava ne$to vecu
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aktivnost prema O, od galne kiseline, a vanilin znatno vi$i potencijal pokazuje prema O," u
odnosu na vanilinsku kiselinu. Kada je u pitanju ‘OH radikal, potencijal vanilina i vanilinske
kiseline je priblizno izjednaCen. Snimanjem O,", utvrdeno je da kafena kiselina i etil-kafeat
100 % inhibiraju ESR signal. Smanjenjem koncentracije ovih supstanci deset puta, etil-kafeat
i dalje inhibira ESR signal 100 %, dok je u slucaju kafene kiseline inhibicija ESR signala
opala na 61 %.

Prema Ghiselli i sar., (1998) najvisi stepen antioksidativne aktivnosti pokazuju
antocijani, medutim u tumacenju ovih rezultata autori nisu uzeli u obzir sinergisticno
delovanje razli¢itih grupa fenolnih jedinjenja. de Gaulejac i sar., (1999) su utvrdili da frakcija
antocijana pokazuje veci antioksidativni potencijal u odnosu na frakciju proantocijanidola, ali
antioksidativni efekat se pojacava sinergistiénim delovanjem antocijana i proantocijanidola iz
vina i pokozice, u odnosu na ciste antocijane. Usku povezanost sadrzaja antocijana, u
ekstraktima grozda i razli¢itim vinima, i antioksidativnog potencijala konstatovali su u svojim
istrazivanjima mnogi autori (Meyer i sar., 1997, Sato i sar., 1996, Sanches-Moreno i sar.,
2000). Mlada crvena vina, proizvedena postupkom karbonske maceracije, bogatija su
monomerima antocijana, a siromasnija u taninima. Ta vina su bolji izvor antioksidanata od
starijih vina (Pellegrini i sar., 1998).

Drugi istrazivaci tvrde da je korelacija izmedu sadrzaja antocijana i antioksidativnog
potencijala crvenih vina niska (Frankel i sar., 1995., Burns i sar., 2000), a kao snazni
antioksidanti navode se flavanoli crnog grozda (Teissedre, i sar., 1996., Meyer i sar., 1997) i
crvenih vina (Frankel i sar., 1995., Sato i sar., 1996, Simoneti i sar., 1997., Burns i sar.,
2000) koji uvek ispoljavaju pozitivhu korelaciju izmedu sadrzaja u vinu i antioksidativnog
potencijala.

Autori Anis i sar. (2002) utvrdili su neSto viSi stepen korelacije izmedu
antioksidativnog potencijala vina i sadrzaja flavonola nego u odnosu na sadrzaj ukupnih
fenolnih jedinjenja, dok je stepen korelacije anioksidativnog kapaciteta vina i sadrzaja
antocijana iznosio svega 0,468. To je ponovo pokazalo zavisnost antioksidativnog potencijala
od sadrzaja katehina, epikatehina i1 proantocijanidola. Takode je utvrden nizak stepen
korelacije sadrzaja antocijana, ukupnih fenolnih jedinjenja i flavonola i inhibitornog delovanja
istih na stvaranje hidroksil radilkala.

Za visok antioksidativni potencijal crvenih vina, prema Kerry i sar. (1997)
najzasluzniji su pre svega monomeri katehina, proantocijanidoli, monomeri antocijana i
fenolne kiseline. Ispitivanjem antioksidativnog delovanja epikatehina konstatovano je da (-)-

epikatehin pod dejstvom slobodnih radikala biva konvertovan u antocijanima sli¢na
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jedinjenja, koja takode ima antioksidativnhu funkciju (Kondo i sar., 1999). Visok
antioksidativi potencijal epikatehina utvrdili su 1 Valls-Belles i sar. (2002) koji su za
inicijaciju procesa oksidacije koristili zerc-butylhydroperoksid. Dimeri epikatehina ispoljili su
snazniju antioksidativnu aktivnost u odnosu na antioskidativnu aktivnost dimera katehina
(Muselik i sar., 2007).

Antioksidativno delovanje proantocijanidola posluzilo je kao objasnjenje pojave
"Francuskog paradoksa" (Frankel i sar, 1995). Ova pojava je mnogo puta objasnjavana i
opisivana i to kako primenom vina (Maxwell, 1994), tako i mnogih cistth komponenti
pronadenih u vinu (Urizzi i sar, 1999, Paganga i sar, 1996). Vece antioksidativno delovanje
antioksidanti ispoljavaju u kombinaciji nego svaki pojedinacno (Meyer, 1998, Vivas i sar.,
1997, Teisedre i sar., 1996). Antioksidativno delovanje vitamina C i E viSestruko se povecava
u prisustvu katehina (Cedric i sar., 1999).

Produzeno trajanje maceracije kljuka od grozda sorte Plavac mali uticalo ja na porast
koli¢ine antocijana i proantocijanidola ukljucuju¢i i1 katehin S$to je rezultiralo veéim
antioksidativnim kapacitetom vina (Piljac i sar., 2005). Veéi antioksidativni potencijal u
vinima od iste sorte grozda zabeleZen je u starijim vinima (berba 2001) u odnosu na nova vina
(berba 2003), Sto je objasnjeno razlikama u kvalitetu grozda kao i kondenzovanih tanina
tokom sazrevanja vina.

Uporednim ispitivanjem antioksidativnih aktivnosti mladih vina, proizvedenih
postupkom karbonske maceracije, i1 vina proizvedenih tradicionalnim postupkom,
ustanovljeno je da se tradicionalnim postupkom dobijaju vina sa niZom antioksidativnom
aktivnoSc¢u (Pellegrini i sar.2000).

Ispitivanjem antioksidativnog potencijala vina od istog grozda, koje je sazrevalo u
flasi odnosno hrastovom buretu ustanovljen je znacajan porast antioksidativnog potencijala
vina iz bureta. Tako da je vino od grozda sorte Tempranillo imalo za ¢ak 55 %, a Cabernet
sauvignon za 47 % visi antioksidativni potencijal nakon odlezavanja u buretu od ameri¢kog
hrasta, u odnosu na ista vina ¢uvana u boci. Porast antioksidativnog potencijala u vinima
c¢uvanim u buretu od francuskog hrasta je bio znatno nizi (6 -15 %) (Bartolome i sar., 2004).
Isti autori su utvrdili visok stepen korelacije izmedu antioksidativnog potencijala ekstrakta
pokozice i vina proizvedenog od istog grozda.

Vino je veoma specificna namirnica koja sadrzi alkohol (etanol) 1 antioksidante u
odredenom odnosu, tako da dolazi do sinergijskog delovanja. Delovanjem alkohol
dehidrogenaze (ADH) etanol se transformiSe do acetaldehida, u slede¢em koraku aldehid

dehidrogenaza (AIdDH) transformiSe etanal do acetata produkuju¢i NADH u svakom koraku
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(ukupno dve reduktivne jedinice po jednom detoksifikovanom molekulu etanola). Na taj nacin
NAD" je regenerisan i vraéa se u proces detoksifikacije etanola. Prednosti ovog sinergijskog
delovanja su "recikliranje" antioksidanasa, minimalna produkcija pro-oksidanasa i dostupnost

antioksidanasa u reduktivnom stanju.
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3. MATERIJAL 1 METODE
3.1 MATERIJAL

U ispitivanjima je, kao sirovina, koriS¢eno grozde dve crne vinske sorte: Cabernet
sauvignoni i Merlot. Grozde je poreklom iz oglednih vinograda Departmana za vocarstvo i
vinogradarstvo, Poljoprivrednog fakulteta u Novom Sadu. Vinogradi pripadaju fruskorskom
vinogorju 1 nalaze se u Sremskim Karlovcima.

Prerada grozda, u laboratorijskim uslovima, izvrSena je neposredno nakon berbe.
Mikrovinifikacija je vrSena u koli¢ini od po 5 kg kljuka po svakom pojedina¢nom ogledu. U
grozdu je odreden sadrzaj Secera i ukupnih kiselina. Kljuk je sulfitisan sa 100 mg/kg SO,
dodatkom 10 %-nog rastvora kalijjummetabisulfita. Alkoholna fermentacija izvrSena je
komercijalnim kvascem Saccharomyces cerevisiae, koji je rehidriran 1 inolukiran u kljuk u
koli¢ini 0,2 g/kg. Tokom maceracije mesanje kljuka vrseno je dva puta na dan.

Ogledna vina grupe A, proizvedena su sa ciljem isptivanja uticaja duzine maceracije i
temperature, na boju vina i sadrzaj fenolnih jedinjenja. Grozde Cabernet sauvignon i Merlot,
berbe 2003, preradeno je u laboratorijskim uslovima, a vina proizvedena postupkom

mikrovinifikacije. Maceracija je izvrSena na klasi¢an nacin prema Semi prikazanij u tabeli 5.

Tabela 5. Sema ogleda A za vina Cabernet sauvignon (Cs) i Merlot (M)

Oznaka Temperatura Trajanje maceracije
uzorka maceracije (°C) (dani)
Al 3
A2 6
A3 20 9
A4 12
AS 15
A6 3
AT 6
A8 25 9
A9 12
Al10 15
All 3
Al2 6
Al3 30 9
Al4 12
AlS5 15
Al6 3
Al7 6
Al8 35 9
Al19 12
A20 15
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Ogledna vina grupe B, proizvedena su sa ciljem ispitivanja uticaja dodatka Sepurine u
kljuk, na fenolna jedinjenja i boju vina. Vina Cabernet sauvignon i Merlot, berbe 2003, 2004.
1 2005, proizvedena su u laboratorijskim uslovima, postupkom mikrovinifikacije Maceracija
je izvrSena na klasi¢an nacin. Maceracija je trajala 6 odnosno 9 dana i vr§ena je na temperaturi
30 °C. Odnos ¢vrste i1 tecne faze u kljuku menjan je vra¢anjem, jednog dela ili celokupne

koli¢ine, predhodno odvojene $epurine. Sema ogleda B prikazana je u tabeli 6.

Tabela 6. Sema ogleda B za vina Cabernet sauvignon (Cs) 1 Merlot (M)

Oznaka Trajanje Sepurina
uzorka maceracije vracena u
(dani) kljuk (%)

Bl 0
B2 6 25
B3 50
B4 100
B5 0
B6 9 25
B7 50
B8 100

Ogledna vina grupe C, proizvedena su sa ciljem ispitivanja uticaja dodatka semenki u
kljuk, na fenolna jedinjenja i boju vina. Vina Cabernet sauvignon i Merlot, berbe 2003, 2004.
1 2005, proizvedena su u laboratorijskim uslovima, postupkom mikrovinifikacije Maceracija
je izvrSena na klasi¢an nacin. Maceracija je trajala 6 odnosno 9 dana i vrSena je na temperaturi
30 °C. Odnos ¢vrste i teCne faze u kljuku menjan je dodavanjem semenki od grozda iste sorte

vinove loze. Sepurina je odvojena u potpunosti. Sema ogleda C prikazana je u tabeli 7.

Tabela 7. Sema ogleda C za vina Cabernet sauvignon (Cs) i Merlot (M)

Oznaka Trajanje Dodatak
uzorka maceracije semenki (%)
(dani)

Cl 0
C2 6 100
C3 200
C4 300
(05 0
Cé6 9 100
C7 200
C8 300

Po zavrSetku faze maceracije kljuk je isceden na laboratorijskoj cednici, dobijeno vino
odvajano u staklene balone na koje je montiran vranj, kako bi se spre€io prodor vazduha u
prostor iznad povrSine vina. Nakon zavrSetka faze tihog doviranja i taloZzenja grubog taloga,
vino je otoceno. Prvo pretakanje vina obavljeno je nakon mesec dana. Tokom pretakanja vina

proveren je sadrzaj sumpor-dioksida i izvrSene su potrebne korekcije tako da se sadrzaj
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ukupnog sumpor-dioksida u svim vinima kretao oko 80 mg/l, a slobodnog 20 - 25 mg/l.
Nakon pretakanja vino je razliveno u staklene boce koje su zatvorene krunskim zatvarac¢ima.
Do analize vina su ¢uvana na temeparturi oko 10 - 12 °C. Analize uzoraka novih vina vrene
su oko dva meseca nakon pretakanja.

Mlada vina B i C, su nakon drugog pretakanja, obradena sredstvima za bistrenje i
stabilizaciju vina.

Upotrebljena su dva organska i dva neorgnaska sredstva za bistrenje i stabilizaciju
vina. Od organskih sredstava za bistrenje vina upotrebljeni su:

- Albumin ALBUCLAR, u koli¢ini 0,2 g/l

ALBUCLAR, albumin proizvoden u Italiji (Gruppo Vason) posebnim postupkom
kako bi se sacuvale karakteristike proteina belanceta. Prema deklaraciji proizvodaca, ovo
enolosko sredstvo ima odli¢nu rastvorljivost i visok afinitet prema taninima. Preporucuje se,
prvenstveno za tretman crvenih vina.

- Zelatin GELAXINA ORO, u koli¢ini 0,2 g/l

GELAXINA ORO, zelatin visoke cistoce, italijanskog proizvodaca Gruppo Vason.
Sposobnost Zeliranja iznosi 100 Blooma. Gelaxina ORO ima visoku sposobnost flokulacije za
polifenolna jedinjenja.

Od neorganskih sredstava za bistrenje i stabilizaciju, upotrebljeni su:

- Na-bentonit, PLUSGRAN, u koli¢ini 0,75 g/l

PLUSGRAN, aktivirani granulisani Na-bentonit velike sposobnosti eliminacije
proteina, proizvodata Gruppo Vason iz Italije. Ovaj bentonit proizveden je od
montmorilontnih minerala iz nalaziS§ta u podru¢ju Mediterana. Karakteristike minerala i
postupak aktiviranja omogucuju dobijanje bentonita visoke sposobnosti eliminacije proteina.
Podesan je za stabilizaciju vina u zavr$nim fazama pripreme za flaSiranje.

- Polivinilpolipirolidon (PVPP) u koli¢ini 0,2 g/l

PVPP visoke ¢istoce i adsorptivne sposobnosti, proizvodaca Gruppo Vason, odlikuje
se visokom 1 specificnom sposobnos¢u adsorpcije fenolnih materija, a naroCito tanina
podloznih oksidaciji. Potpuno je hemijski inertan i pogodan za primenu u enologiji.
Proizvoda¢ navodi da PVPP u tremanu crvenih vina uzrokuje minimalno smanjenje
intenziteta boje. Preporucuje se za eliminisanje zuto-narandzastih nijansi kod crvenih vina i
smanjenje sadrzaja tanina kod mladih crvenih vina.

Nakon obrade sredstvima za bistrenje i stabilizaciju, vina su otofena sa formiranog

taloga.
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Nabrojana enoloska sredstva upotrebljena su u skladu sa enoloskom praksom i
preporukama proizvodaca. Upotrebljene su koli¢ine koje odgovaraju prosecnim koli¢inama

koje se uobicajeno koriste u praksi.

3.2 METODE
3.2.1. Sadrzaj ukupnih kiselina

Sadrzaj ukupnih kiselina odreden je volumetrijski, metodom potenciometrijske
titracije (Recueil d OIV, 1990) i izrazen u g/l, kao vinska kiselina. Metoda potenciometrijske
titracije zasniva se na neutralizaciji kiselina i njihovih kiselih soli, do pH = 7,00. Metoda je
pogodna za odredivanje u svim uzorcima §ire 1 vina, bez obzira na boju.

Postupak:

U ¢asu zapremine 100 ml odpipetira se 10 ml Sire i doda oko 50 ml destilovane vode.
Casa se stavi na magnetnu mesalicu i u nju se uroni elektroda pH metra. Magnetna mesalica
se ukljuci pre pocetka titracije. Rastvor natrijum-hidroksida (0,1 M) dodaje se iz birete dok se
ne dostigne vrednost pH = 7,00, §to je zavrsna tacka titracije.

IzraCunavanje:

Sadrzaj ukupnih kiselina u $iri ( g/l), preracunat na vinsku kiselinu, po obrascu:

ukupne kiseline (g/l) =V (NaOH) - F (NaOH) - 0,75

gde je:

- V (NaOH) - utrosak rastvora natrijum-hidroksida za titraciju, izraZen u ml,

- F (NaOH) - faktor molariteta rastvora natrijum-hidroksida,

- 0,75 - faktor koji se izvodi iz mase vinske kiseline koja reaguje sa 1 ml koriS¢enog
rastvora natrijum-hidroksida i zapremine Sire koja se titriSe. Sa 1 ml rastvora natrijum-

hidroksida, koncentracije 0,1 M, reaguje sa 0,0075 g vinske kiseline.

3.2.2. Sadrzaj ukupnog sumpor- dioksida

Sadrzaj ukupnog sumpor-dioksida odreden je jodometrijskom titracijom prema metodi
opisanoj u Recueil d OIV (1990). Prvo se jodometrijskom titracijom odreduje slobodni
sumpor-dioksid. Nakon dvostruke alkalne hidrolize, jodoemtrijskise odredi vezani sumpor-
dioksid. Posto jod oksidiSe druge materije iz vina, u istom uzorku vina potrebno je izvrSiti
korektivnu titraciju kako bi se utvrdila koli¢ina joda koja se utro$i za njihovu oksidaciju.
Slobodni sumpor-dioksid se veze u potpunosti etanalom, a zatim izvrsi titracija jodom.

Postupak:
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U erlenmajer od 500 ml, sa brusenim ¢epom, odmeri se 50 ml vina, doda 5 ml rastvora
skroba (1 % m/V), 30 mg kompleksona III 1 3 ml sumporne kiseline (razblazene 1 : 10).
Odmah po dodatku kiseline vr$i se titracija rastvorom joda (0,02 M) do promene boje.
Utrosak joda je V. U isti erlenmajer odmeri se zatim 8 ml rastvora natrijum-hidroksida (4 M),
erlenmajer zacepi, nakon 5 minuta odmeri se 10 ml razblazene sumporne kiseline i izvrsi
titracija istim ratsvorom joda (utroSak V'). Nakon druge titracije rastvoru u erlenmajeru doda
se 20 ml natrijum hidroksida (4 M) i zacepi. Po isteku 5 minuta u erlenmajer se odmeri 200
ml hladne destilovane vode, promucka, doda 30 ml sumporne kiseline (1 : 10) i titriSe jodom
do promene boje (utrosak V").

Korektivna titracija vrsi se tako S$to se u erlenmajer od 300 ml odmeri 50 ml vina, doda
5 ml rastvora etanala (koncentracije 7 g/l), zatvori i ostavi da stoji 30 minuta. Po isteku
predvidenog vremena, u erlenmajer se doda rastvor skroba i 3 ml razblazene sumporne
kiseline i izvrsi titracija jodom (utroSak V'").

Izra¢unavanje:

Sadrzaj ukupnog sumpor-dioksida u vinu (mg/l) izracunava se po obrascu:

ukupni SOz (mg/l) = 12,8 . (V +V'+V"- Vm)

3.2.3. Odredivanje sadrzaja Secera u siri

Sadrzaj Secera u S§iri odreden je pomocu ruc¢nog refraktometra (Jazi¢, Ruzi¢, 1982).
Ru¢ni refraktometar je opticki instrument ¢iji se rad zasniva na merenju veli¢ine ugla pod
kojim se svetlost prelama pri prolasku kroz sloj Sire. Ugao prelamanja svetlosti zavisi od
gustine Sire, odn. koli¢ine Se¢era. U vidnom polju nalazi se skala po Oechle-u na kojoj se
sadrzaj Secera oCitava izrazen u Oechle-ovim stepenima (°Oe). Radi lakSeg pracenja, ocitane
vrednosti sadrzaja Secera preracunate su u procente (% m/V), po obrascu:

% Secera (m/V) = 0,266 - °Oe - 3

3.2.4. Odredivanje boje vina

Boja vina sastavljena je od tri komponente: zute (A=420 nm), crvene (A=520 nm) i
plave (A=620 nm). Spektrofotometrijskim merenjem absorbancija na ove tri talasne duzine
izraCunava se Sest parametara: intenzitet boje, nijansa boje (Recueil d OIV, 1990), udeo Zute,
crvene i plave boje u intenzitetu boje, kao i oblik spektra (Glories, 1984).

Postupak:

Za spektrofotometrijsko merenje absorbancije na talasnim duzinama 420, 520 1 620

nm koriste se kivete debljine sloja 1 mm. Vino ¢ija se boja meri mora biti bistro. Ako vino
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nije potpuno bistro, potrebno je pre merenje ukloniti Cestice mutnoée centrifugiranjem.
Merenje se vrsi u odnosu na kontrolnu kivetu koja se puni destilovanom vodom.
IzraCunavanje:
Intenzitet boje predstavlja ukupnu boju vina prikazanu kao suma absorbancija:
IB = A4z0 + Aszo + As2o
Nijansa boje izracunava se kao odnos absorbancija:
NB = A0/ Asao

Uces¢e pojedinih boja u intenzitetu:

Zuta boja: A0 (%) = (Agz0/ IB) - 100
crvena boja: Aspo (%) = (Asy / IB) - 100
plava boja: As20 (%) = (Ag20/ IB) - 100

Oblik spektra definisan je (d4 %) vrednosc¢u, koja se izracunava po slede¢em obrascu:

d4 (%) = [1 - (Ag20t As20 )/2 - Asno]

3.2.5. Sadrzaj ukupnih antocijana

Odredivan je spektrofotometrijski (Ribereau-Gayon i Stonestreet, 1965, Rivas-
Gonzalo i sar.,1992). Metoda se zasniva na svojstvu antocijana da pri pH = 1 povecava ju
absorbanciju na A = 520 nm, a da se obezbojavaju dodatkom sumpor-dioksida. Boja koja
ostaje nakon dodatka sumpor-dioksida poti¢e od polimernih pigmenata.

Postupak:

I ml vina doda se 1 ml 96 % - nog etanola koji sadrzi 0,1 % (v/v) hlorovodoni¢ne
kiseline 1 20 ml 2 % -ne (v/v) hlorovodoni¢ne kiseline. U dve odvojene epruvete udmeri se po
10 ml ove smeSe. U prvu epruvetu se zatim doda 4 ml destilovane vode, a u drugu 4 ml 15 % -
nog (m/v) rastvora natrijum - metabisulfita. Nakon 15 minuta meri sa absorbancija na talasnoj
duzini A = 520 nm u odnosu na destilovanu vodu. Za merenje se koriste staklene kivete
debljine sloja 10 mm. Absorbancija A; odnosi se na smeSu kojoj je dodavana destilovana
voda, a A; je absorbancija smese kojoj je dodavan natrijum - metabisulfit.

IzraCunavanje:

Sadrzaj antocijana se izraCunava po slede¢em obrascu:

antocijani (mg/l) = 875 (A1 - Ay)
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3.2.6. ]ndeks Aggo

Koli¢ina tanoidnih materija odredena je spektrofotometrijski prema metodi Ribereau-
Gayon (1971). Metoda se zasniva na direktnom merenju absorbancije uzorka vina,
razblazenog destilovanom vodom, u UV oblasti spektra, na talasnoj duzini A = 280 nm.

Postupak:

Uzorak crvenog vina razblaZi se destilovanom vodom u odnosu 1 : 100. Absorbancija
tako razblaZzenog vina meri se spektrofotometrijski, u kvarcnim kivetama debljine sloja 10
mm, na talasnoj duzini A=280 nm.

Izracunavanje:

Indeks tanoidnih jedinjenja (Indeks Asgp) izracunava se mnozenjem ocitane vrednosti
absorbancije sa faktorom razblazenja, po obrascu:

Indeks Azgo = Azgo - 100

3.2.7. SadrzZaj ukupnih fenolnih jedinjenja

Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja odreden je spektrofotometrijski, po metodi Folin-
Ciocalteu (Singleton i sar., 1999). Metoda se zasniva na oksidaciji fenolnih jedinjenja pomocu
reagensa odn. rastvora Folin-Ciocalteu. Rastvor Folin-Ciocalteu sadrzi smeSu
fosfovolframove (H3PW;,049) 1 fosfomolibdenske kiseline (H3PMo0;,040). Ovaje reagens
oksidiSe fenolna jedinjenja, a sam se redukuje u smesu volfram-oksida (WsO,3) i molbden-
oksida (MogO;3). Rastvor postaje intenzivno plave boje €iji intenzitet je srazmeran koliCini
fenolnih jedinjenja. Plava boja oksida je stabilna. Intenzitet bolje se meri spektrofotometrijski,
na talasnoj duzini: A = 750 nm.

Postupak:

U odmerni sud od 100 ml unosi se 1 ml crvenog vina, razblazenog destilovanom
vodom u odnosu 1:5. Nakon toga se u odmerni sud dodaje 50 ml destilovane vode, 5 ml
rastvora Folin-Ciocalteu (razblazenog 1:3) i 20 ml rastvora natrijum-karbonata (20 % m/V).
Sud se dopuni do oznake, homogenizuje i ostavi 30 minuta kako bi se reakcija odigrala.
Paralelno se postavlja slepa proba na isti nain osim §to se umesto vina koristi destilovana
voda. Absorbancija se meri na talasnoj duzini A = 750 nm, u odnosu na slepu probu. Merenje
se vr$i u staklenim kivetama debljine sloja 10 mm. Ocitane vrednosti absorbancija se
interpoliraju na klibracionu krivu, sadinjenu po istom postupku, sa rastvorima galne kiseline

poznatih koncentracija. Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja izraCunava se mnozenjem
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vrednosti ocitane sa klibracione krive sa razblazenjem vina. Rezultat se izrazava u g/l, galne

kiseline.

3.2.8. Odredivanje flavan-3-ola

Sradzaj ukupnih flavan-3-ola u vinima, odreden je spektrofotometrijski prema
vanilinskoj metodi opisanoj od strane Revilla i sar., 1991, koriS¢enjem (+)-katehina kao
standarda. Uzorci crvenih vina su rzblaZivani u odnosu (1:10). Nakon toga su u serije od po tri

epruvete odmeravani razblazeni uzorci i reaktivi, po slede¢oj Semi:

epruveta A epruveta B epruveta C
vino (razblazeno, 1:10) 1,0 ml 0,0 ml 1,0 ml
redestilovana voda 0,0 ml 1,0 ml 0,0 ml
HCI (35 %) 2,0 ml 2,0 ml 2,0 ml
p-vanilin (1 %-ni rastvor u apsolutnom 1,0 ml 1,0 ml 0,0 ml
etanolu)
96 % alkohol 1,0 ml 1,0 ml 2,0 ml

Nakon 30 minuta, izmerene su absorbancije Aa, Ag 1 Ac, na talasnoj duzini A = 500
nm, u odnosu na kontrolnu kivetu u kojoj se nalazila redestilovana voda. Absorbancije su
merene u staklenim kivetama, debljine sloja 10 mm. Za svaki uzorak izracunata je absorbanca
A:

A=Ax-Ap-Ac

Interpolacijom vrednosti A na kalibracionu krivu, ocitavan je sadrzaj flavan-3-ola za
svaki uzorak vina, a rezultati su iskazanu u g (+) katehina / 1 vina. Kalibraciona kriva
konstruisana je na slede¢i nacin: osnovni rastvor (+)-katehina napravljen je rastvaranjem 0,02
g (+)-katehina u 50 ml apsolutnog etanola, §to je ekvivalentno sadrzaju od 0,4 g/l.
Razblazivanjem osnovnog rastvora apsolutnim alkoholom, dobijena je serija rastvora sledecih
koncentracija (+)-katehina: 0 mg/ml; 0,05 mg/ml, 0,1 mg/ml; 0,16 mg/ml; 0,2 mg/ml i 0,4
mg/ml, §to je ekvivalentno sadrzaju od: 0 g/l, 0,05 g/l, 0,1 g/1, 0,16 g/1, 0,2 g/l 1 0,4 g/l (+)-
katehina. Absorbancija A ovih rastvora (+)-katehina odredena je po predhodno opisanom

postupku.
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3.2.9. HPLC analiza vina

Sadrzaj (+)-katehina 1 (-)-epikatehina odredivan je metodom visokopritisne tecne
hromatografije. Frakcionizacija fenolnih jedinjenja izvrSena je po slede¢em postupku: tacno
odmerena zapremina vina (25 ml) uparena je na rotacionom vakuum upariva¢u do zapremine
oko 15 ml. Temperatura uparavanja kretala se u intervalu 35 - 40 °C. Nakon uparavanja
podesena je pH vrednost na pH = 7 upotrebom 1 M 1 0,1 M natrijum-hidroksida. Vino (pH =
7) kvantitativno je preneto u odmernu tikvicu od 25 ml koja je zatim dopunjena
bidestilovanom vodom (pH = 7). Fenolne komponente su zatim razdvojene primenom
ekstrakcije na ¢vstoj fazi upotrebom dve vezane SEP PAK C ;s kolonice (Waters Associates,
Milford, MA, SAD), predhodno ispirane sa 10 ml metanola zakiSeljenog sa 1 %
hlorovodoni¢ne kiseline, 10 ml ¢istog metanola i1 na kraju bidestilovanom vodom (pH = 7). U
gornju kolonicu unet je 1 ml pripremljenog vina i zatim vrSeno ispiranje bidestilovanom
vodom (10 ml) u manjim alikvotima. Vodom se ispiraju fenolne kiseline. Ispiranje se vrsi pod
blagim vakuumom, podeSenim tako da protok bude oko 20 kapi u minuti. Nakon ispiranja
kolonice su suSene propustanjem azota. Rastvaranje neutralnih fenolnih jedinjenja izvrSeno je
sa 20 ml etil-acetata, pod blagim vakuumom (20 kapi u minuti), rastvara¢ uparen pod
vakuumom, na temperaturi 30 °C, a suvi ostatk rastvoren sa 1 ml smeSe metanola i
bidestilovane vode. Rastvor je do momenta analize ¢uvan u zamrzivacu (-18 °C).

Sadrzaj fenolnih jedinjenja u uzorcima je odreden te€nom hromatografijom visoke
rezolucije (High Performance Liquid Chromatography, HPLC) na aparatu Liquid
Chromatograph HP 1090 (Hewlett-Packard, USA). KoriS¢ena je kolona Zorbax SB-C18, 5
pum, 3.0 x 250 mm i.d. zaSti¢ena predkolonom Zorbax SB-CI18, 5 um, 4.6 x 12.5 mm i.d.
(Agilent, USA). Detekcija razdvojenih pikova je izvrSena pomocu detektora sa serijom dioda
(Diode Array Detector, DAD) na 277 nm, a absorpcioni spektri komponenata su snimljeni u
opsegu od 210 do 400 nm. Kao mobilna faza kori$¢en je sistem rastvaraca: A - 1 % glacijalna
sir¢etna kiselina u vodi (v/v) 1 B — acetonitril. Razdvajanje komponenti je izvedeno primenom
slede¢eg linearnog gradijenta: 0-20 min, 95-87 % A; 20-30 min, 87 % A; 30-45 min, 87-10 %
A; 45-65 min. 10 % A. Kolona je uravnotezena na pocetne uslove, 95 % A, 10 min. Protok
mobilne faze je iznosio 0,300 ml/min. Ru¢no je injektovano 10 pl rastvora uzorka. Kolona je

termostatirana na sobnoj temperaturi (22 °C).

Fenolne komponente prisutne u uzorcima su identifikovane poredenjem njihovih
retencionih vremena 1 spektara sa retencionim vremenom i spektrom standarda za svaku

komponentu. Kori§¢eni su standardi (+)-katehina i (-)-epikatehina. Za potvrdu identifikacije

63



komponente je utvrdena i Cistoca pika. Kvantifikacija komponenata je izvrSena metodom
spoljaSnjeg standarda. Za svaki pojedinacni standard je pripremljen osnovni rastvor standarda
koncentracije 1,0 mg/ml, rastvaranjem u 10 % rastvoru metanola u vodi (v/v). Od ovog
rastvora je pripremljena serija razblaZenih rastvora standarda koncentracija u opsegu 0,005 —
0,200 mg/ml. Konstruisana je kalibraciona kriva, za svaki standard, na osnovu dobijenih
povrsina pikova u zavisnosti od koncentracije standarda. 1z dobijene jednacine linearne
zavisnosti izraunate su koncentracije komponenti u uzorcima. Za komponente vina za koje
nije bio dostupan standard, kvantifikacija je izvrSena na osnovu kalibracione krive za (+)-

katehin.

3.2.10. Antiradikalska aktivnost vina

Antiradikalska aktivnost vina na stabilne DPPH radikale i reaktivne hidroksil
radikale, ispitana je elektron spin rezonantnom (ESR) spektroskopijom.

ESR spektralna analiza DPPH™ (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) radikala odredena je u
reakcionoj smesi dobijenoj mesanjem 200 pl 12 % etanola i 400 pl 0,4 mM metanolnog
rastvora DPPH’ (slepa proba). Uticaj vina na transformaciju DPPH radikala analiziran je u
rastvoru koji je dobijen meSanjem 15 pl uzorka vina, 185 pl 12 % etanola 1 600 pl 0,4 mM
metanolnog rastvora DPPH'. Smesa je intenzivno me$ana u toku 2 minuta i preneta u Bruker
ER-160FC kvarcnu kivetu za vodene rastvore. ESR spektri snimani su na ESR spektrometru
Bruker 300E pod slede¢im uslovima: frekvencija modulacije - 100 kHz, amplituda modulacije
- 0,256 G, vremenska konstanta - 40,96 ms, vremenski opseg merenja - 327,68 ms, centar
polja - 3440,00 G, ukupan opseg merenja - 100,00 G, frekvencija mikrotalasnog podrucja -
9,45 GHz, snaga mikrotalasnog podru¢ja - 7.96 mW, jadina struje 5-10°, temperatura merenja
-23°C.

Antiradikalska aktivnost (AApppy®) vina definisana je izrazom:

AApppn* = (ho - hy)/hg - 100 (%)

gde je: hy - visina drugog pika ESR signala slepe probe; hy - visina drugog pika ESR
signala uzorka

ESR spektralna analiza hidroksil radikala izvrSena je na slede¢i nacina: u Fentonovom
model sistemu koji je dobijen meSanjem 100 ul 10 mM FeCl, x 4H,0, 400 pul 80 mM DMPO
(5,5-dimetilpirolin-N-oksid), 100 pul 10 mM H»0, 1 200 pl 12 % etanola ispitano je nastajanje
hidroksil radikala, nakon reakcionog perioda od 5 minuta (slepa proba). Da bi se ispitao uticaj

uzoraka vina na stvaranje i transformaciju hidroksi radikala uzorci vina su dodavani u
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Fentonov model sistem u zapremini 200 pl. ESR spektralna odredivanja hidroksi radikala u
svim isptivanim model sistemima koji su se nalazili u Bruker ER-160FC kvarcnoj kiveti za
vodene rastvore, izvrSena su na ESR spektrometru Bruker 300E pod slede¢im uslovima:
frekvencija modulacije - 100 kHz, amplituda modulacije - 0,512 G, vremenska konstanta -
81,92 ms, vremenski opseg merenja - 163,84 ms, centar polja - 3440,00 G, ukupan opseg
merenja - 100,00 G, frekvencija mikrotalasnog podrucja - 9,64 GHz, snaga mikrotalasnog
podrugja - 20 mW, ja¢ina struje 2-10*, temperatura merenja - 23 °C.

Antiradikalska aktivnost (AAogy) vina definisana je izrazom:

AA.on= (ho - hy)/hg - 100 (%)
gde je: hy - visina drugog pika ESR signala slepe probe; hy - visina drugog pika ESR

signala uzorka
3.2.11. Statisticka obrada rezultata

Statisticka obrada podataka u ovim ispitivanjima izvedena je kori§¢enjem programa

STATISTICA 8.0, 2009).
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4. REZULTATI I DISKISIJA

4.1. UTICAJ USLOVA MACERACIJE NA BOJU I FENOLNA
JEDINJENJA CRVENIH VINA

U ispitivanjima je, kao sirovina, kori§¢eno grozde dve crne vinske sorte vinove loze:
Cabernet sauvignon i Merlot. Ove sorte vinove loze su rasprostranjene u svetu i kod nas, i
zastupljene su u svim vinogradarskim regionima. Obe sorte daju srednje prinose. Prema
vremenu sazrevanja ubrajaju se u sorte III epohe, $to znaci da uz odgovarajuce agrotehnicke
mere i agroekoloske uslove sazrevaju u prvoj polovini meseca oktobra.

U fruskogorskim vinogradima sorte Cabernet sauvignon i Merlot daju osrednje prinose
grozda 1 relativno dobro nakupljaju Secer. ProseCan sadrzaj Secera u grozdu Cabernet
sauvignon u vinogradu Departmana za vocarstvo 1 vinoigradarstvo je 21,1 %, a sadrZaj
kiselina 9,8 g/l. Grozde Merlot iz istih vinograda u proseku je nakupljalo 19,7 % Secera i 9,1
g/l kiselina. Prosene vrednosti su izracunate na osnovu podataka prikupljanih 18 godina
(Cindric i sar., 2000).

U tabeli 8. prikazane su vrednosti osnovnih pokazatelja kvaliteta grozda koje je

preradeno u tri serije ogleda.

Tabela 8. Sadrzaj Secera i kiselina u grozdu upotrebljenom u proizvodnji oglednih vina

berba 2003. berba 2004. berba 2005.
Cabernet s. Merlot Cabernet s. Merlot Cabernet s. Merlot
Sadrzaj 23,00 25,20 21,00 20,00 20,50 21,00
Secera, %
Ukupne 5.90 5,60 9.10 7,60 9,00 7.00

kiseline, g/l

Agroekoloski uslovi imaju izraZen uticaj na kvalitet 1 zdravstveno stanje grozda. Osim
nakupljanja Secera za proizvodnju crvenih vina, vazan €inilac je fenolna zrelost grozda. U
praksi fenolnu zrelost grozda u vinogradu je teSko pratiti, i uglavnom se momenat berbe
odreduje na osnovu sadrzaja Secera tj. odnosa koli¢ine Secera 1 ukupnih kiselina. Usled
varijacija agroekoloSkih uslova, srednjih tempratura i koli¢ina padavina, dolazi do velikih
oscilacija u kvalitetu crvenih vina. Te oscilacije su prili¢no izraZzene pojedinih godina (berbi),
kada su srednje mesecne temperature nize, a koli¢ina padavina iznad proseka. Vina

proizvedena od grozda koje nije dostiglo fenolnu zrelost imaju nizi intenzitet boje, a pre svega
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nizi sadrzaj fenolnih jedinjenja. Sadrzaj fenolnih jedinjenja u tim vinima je ponekad na
granici prihvatljivog za crvena vina. U tom smislu ispitana je mogucénost promene uslova
maceracije, pre svega duzine i temperature na kojoj se maceracija odvija, na sadrzaj fenolnih
jedinjenja i boju crvenih vina Cabernet sauvignon i Merlot. Akcenat je stavljen na uticaj

odnosa ¢vrste i tecne faze u kljuku na sadrzaj fenolnih jedinjenja i boju crvenih vina.

U tabeli 9. prikazane su vrednosti srednjih mese¢nih temperatura i koliine padavina u
toku cCetiri meseca (juni - septembar). Podaci se odnose na tri godine (berbe) tokom kojih je
vrsena mikrovinifikacija grozda. Vidi se da postoje velike razlike u koli¢ini padavina tokom
tri posmatrane godine. NarocCito velike koli¢ine padavina zabelezene su u junu i julu 2004
godine kao 1 u avgustu 2005 godine. U avgustu 2003 godine zabelezene su najvise prosecne
temperature 1 najniza koli¢ina padavina. Prosene temperature i koli¢ine padavina u
semptembru 2003 i 2005 godine ne razlikuju se mnogo. Medutim, berba 2003. je pocela

znatno ranije zbog visokih avgustovskih temepratura.

Tabela 9. Prosecne mesecne temperature i koli¢ina padavina za period juni - septembar u
oglednim vinogradima (podaci Poljoprivrednog fakulteta u Novom Sadu)

Godina| Mesec— juni juli avgust septembar
temperatura, °C 23,9 22,7 25,4 17,3
berba 2003. 2 2 2 : :
eroa padavine, Um®> 54,1 64,6 25,4 79.3
temperatura, °C 19,9 22,1 21,8 16,6
berba 2004. — Javine, Um® 1022 107,3 48,5 43,5
temperatura, °C 19,7 22,0 20,2 17,6
berba 2005, Javine, Vm® _ 109.0 87.3 1422 74.6

4.1.1. Uticaj trajanja i temperature maceracije na sadrzaj fenolnih jedinjenja
U tabeli 10. prikazan je uticaj duzine i temperature maceracije na sadrzaj ukupnih
fenolnih jedinjenja, antocijana i flavan-3-ola, u zavisnosti od vremena trajanja i temperature

maceracije u vinima Cabernet sauvignon.
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Tabela 10. Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja, antocijana, flavan-3-ola i tanoidnih
materija u vinu Cabernet sauvignon u zavisnosti od duZine i temperature maceracije

. Uk' f en ol‘na Antocijani Flavan-3-oli
Vino jedinjenja (/) (/1) Asgo
(€4)
20 °C
Cs-Al003 1,323 0,376 0,161 28,2
Cs-A25003 1,689 0,573 0,466 36,5
Cs-A32003 1,599 0,481 0,510 33,4
Cs-A4003 1,739 0,425 0,444 37,0
Cs-A52003 1,815 0,402 0,618 36,3
25°C
Cs-A62003 1,681 0,558 0,564 35,9
Cs-A72003 1,612 0,403 0,765 34,6
CS-A82003 1,740 0,253 0,542 34,4
Cs-A92003 2,390 0,352 1,040 39,7
Cs-A105003 2,094 0,296 1,253 38,2
30 °C
Cs-Alls003 1,949 0,548 0,619 39,0
Cs-A125003 2,219 0,661 1,312 46,6
Cs-A135003 2,120 0,251 0,921 38,1
Cs-Al145003 2,345 0,176 1,489 40,3
Cs-A155003 2,680 0,195 1,716 43,0
35°C
Cs-A165003 1,851 0,365 0,878 36,6
Cs-A172003 2,400 0,430 1,488 45,4
Cs-A185003 2,496 0,215 2,037 41,1
Cs-A195003 2,597 0,143 1,661 43,4
Cs-A20,003 3,045 0,210 1,804 52,8

Shodno oc¢ekivanjima sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u vinu Cabernet sauvignon,
povecava se produzenjem vremena trajanja maceracije i povecanjem temperature. Na
temperaturi 20 °C sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja nakon 15 dana maceracije bio je za
svega 37 % veéi u odnosu na sadrzaj u vinu ocedenom nakon tri dana maceracije.
Temperatura od 20 °C se smatra niskom i u proizvodnji crvenih vina u nasoj zemlji se
relativno retko primenjuje. Ekstrakcija fenolnih jedinjenja se na 20 °C odvijala sporo, tako da
je sadrzaj fenolnih jedinjenja tek nakon 9 dana dostigao vrednosti koje su uobicajene za laka
crvena vina. Na temperaturi 25 °C povecéanje sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja bilo je
nesto intenzivnije. Nakon 12 dana maceracije utvrden je najvisi sadrzaj fenolnih jedinjenja u
vinu, koji je za 42 % vi$i od sadrZaja fenolnih jedinjenja u vinu cedenom posle tri dana
maceracije. Sadrzaj fenolnih jedinjenja u vinu cedenog iz kljuka u kome je maceracija vrSena
na 30 °C, ve¢ posle Sest dana bio je veéi od 2 g/l. Najintenzivnija ekstrakcija fenolnih

jedinjenja odigrala se na temperaturi 35 °C. Posle 15 dana maceracije sadrzaj fenolnih
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jedinjenja bio je veéi od 3 g/l, 1 za 64 % vedi od sadrzaja fenolnih jedinjenja u vinu cedenom
nakon tri dana maceracije na istoj temperaturi.

Posto se antocijani rastvaraju u Siri bez etanola (predfermentativha maceracija),
najviSe koncentracije ovih jedinjenja zabeleZzene su u vinu Cabernet sauvignon nakon 3,
odnosno 6 dana maceracije na svim primenjenim temperaturama. Rezultati prikazani od
strane autora Budic-Leto i sar.(2005), pokazuju sli¢an trend. Koli¢ina antocijana se povecava
tokom prvih 5 dana, a zatim postepeno opada. Na temperaturama maceracije, 20 °C, 30 °C i
35 °C najvisi sadrzaj antocijana utvrden je u vinima nakon 6 dana maceracije, dok je na 25 °C
najvise antocijana utvrdeno u vinu ve¢ posle tri dana maceracije. Produzenjem maceracije,
sadrzaj antocijana se smanjivao. Prema literaturnim podacima (Auw isar., 1996, Ribereau-
Gayon, tom 2, 1999) do opadanja sadrzaja antocijana dolazi usled reakcija polimerizacije,
interakcija sa drugim fenolnim jedinjenjima, absorpcije na ¢elijske zidove kvasaca, oksidacije,
itd. PoSto se ekstrakcija antocijana iz pokozice odigrava veoma brzo, udeo antocijana u
koli¢ini ukupnih fenolnih jedinjenja najvisi je upravo nakon tri i Sest dana maceracije. Najveci
udeo antocijana u ukupnim fenolnim jedinjenjima utvrden je nakon 6 dana maceracije na 20
°C 1 3 dana maceracije na 25 °C 1 iznosio je 34% odnosno 33%. U vinu ocedenom posle 6
dana maceracije na 30 °C, udeo antocijana u ukupnim fenolima iznosio je 30 %, a na
temperaturi 35 °C svega 18 %. Najnizi udeo antocijana u ukupnim fenolima utvrden u vinu
proizvedenom iz kljuka ¢ija je faza maceracije bila 12 i 15 dana, na 35 °C, i iznosio je oko 6

% (slika 20).
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Slika 20. Udeo (%) antocijana u ukupnim fenolnim jedinjenjima — vino Cabernet sauvignon

Za ekstrakciju flavan-3-ola potrebno je duze vreme maceracije i viSe temperature.

Sadrzaj flavan-3-ola u vinu Cabernet sauvignon, proizvedenom nakon maceracije na 20 °C u
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toku tri dana, bio je najnizi, a udeo flavan-3-ola u ukupnim fenolima svega 16 %. Sadrzaj

flavan-3-ola, u zavisnosti od duzine maceracije 1 primenjene temperature, menjao se na

priblizno isti na¢in kao i1 sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja. Udeo flavan-3-ola u ukupnim

fenolima dostize vrednost 60 % nakon 15 dana maceracije na 25 °C. Sli¢an udeo utvrden je u

vinima proizvedenim nakon 6, 9, 12 i 15 dana maceracije na 30 °C. Temperatura 35 °C nije

znacajnije promenila udeo flavan-3-ola, osim kod vina Cs-A18,003 (9 dana maceracije), u

kojem je udeo flvan-3-ola, bio 81 % (slika 21).
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Slika 21. Udeo (%) flavan-3-ola u ukupnim fenolnim jedinjenjima — vino Cabernet

sauvignon
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Indeks tanoidnih jedinjenja uglavnom je pratio promene sadrzaja ukupnih fenolnih

jedinjenja i flavan-3-ola, tako da je minimalna vrednost utvrdena u vinu Cs-Aljg3 (tri dana

maceracije na 20 °C), a maksimalna vrednost u vinu Cs-A20503 (15 dana maceracije na 35

°C) u kome je utvrden i najveci sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja.

U tabeli 11. prikazan je uticaj duzine i temperature maceracije na sadrzaj ukupnih

fenolnih jedinjenja, antocijana i flavan-3-ola, u zavisnosti od vremena trajanja 1 temperature u

vinima Merlot.
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Tabela 11. Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja, antocijana, flavan-3-ola i tanoidnih
materija u vinu Merlot u zavisnosti od vremena trajanja i temperature maceracije

. Uk' f en ol‘na Antocijani Flavan-3-oli
Vino jedinjenja (/) (/1) Asgo
(€4)
20 °C
M-A1l5003 1,403 0,333 0,161 35,6
M-A25003 1,313 0,306 0,465 35,2
M-A35003 1,418 0,390 0,510 44,8
M-A45003 1,403 0,269 0,444 38,1
M-A55003 1,456 0,273 0,617 44,1
25°C
M-A62003 1,592 0,437 0,473 354
M-A72003 1,630 0,412 0,536 36,2
M-A85003 1,752 0,368 0,780 38,0
M-A95003 1,809 0,362 1,039 39,1
M-A105903 1,904 0,277 0,981 37,6
30 °C
M-A115903 1,607 0,363 0,360 32,3
M-A125003 1,422 0,309 0,596 30,7
M-A132003 2,015 0,312 0,899 40,2
M-A145903 2,210 0,272 1,651 43,0
M-A155003 2,015 0,266 1,137 38,3
35°C
M-A165903 1,800 0,321 0,694 35,6
M-A172003 1,771 0,222 0,654 352
M-A185003 2,000 0,185 1,039 44,8
M-A192003 2,028 0,150 0,865 38,1
M-A205003 2,399 0,142 1,286 44,1

Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u vinu Merlot proizvedenom iz kljuka na
temepraturi maceracije 20 °C, nije se bitno menjao u zavisnosti od vremena maceracije.
Maksimalan sadrzaj antocijana utvrden je u vinu nakon 9 dana maceracije. U tom vinu udeo
antocijana u ukupnim fenolima bio je neSto visi od 27 %. Na istoj temperaturi maceracije,
najvisi sadrzaj flavan-3-ola utvrden je posle 15 dana maceracije, kada je udeo ove grupe
jedinjenja u ukupnim fenolima iznosio 42 %.

Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja povecava se produzenjem maceracije, na
temperaturama 25 °C, 30 °C i1 35 °C. Maksimalan sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja utvrden
je u vinu Merlot M-A20,03. Maceracijom u toku 9 dana na temperaturama 30 °C i 35 °C,
proizvedena su vina sa identicnim sadrzajem ukupnih fenolnih jedinjenja. Na temperaturi
maceracije 30 °C, posle 12 dana sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u vinu je bio najveci, za

37 % visi od vina ocedenog posle 3 dana maceracije. Kada je primenjena temperatura 35 °C,
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porast sadrzaja fenolnih jedinjenja iznosio je ukupno 33 % u vinu u kome je maceracije trajala
15 dana, u odnosu na vino proizvedeno nakon 3 dana maceracije.

SadrZzaj antocijana u vinu Merlot dobijenom iz kljuka na kome je primenjena
temperatura maceracije bila 25 °C, utvrden je nakon tri dana maceracije. Nakon devet dana
maceracije utvrden je znacajan pad sadrzaja antocijana od 18 %. Udeo antocijana u u
ukupnim fenolima opada sa 27 % (M-A62003) na 14 % (M-A103003). Na slican na¢in menjao
se sadrZaj antocijana i na temperaturi 30 °C, ali je udeo antocijana u ukupnim fenolima bio
nesto nizi nego na 25 °C. Na 35 °C najviSe je smanjen sadrzaj antocijana u funkciji vremena,
odn. duzine trajanja maceracije (slika 22). Najnizi sadrzaj antocijana utvrden je u vinu M-

A20003.
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Slika 22. Promene udela (%) antocijana u ukupnim fenolnim jedinjenjima -vino
Merlot

Flavan-3-oli u vinu Merlot, ocedenom nakon tri dana maceracije na 20 °C, ¢inili su
svega 11 % of ukupnih fenolnih jedinjenja, a nakon 15 dana maceracije udeo flavan-3-ola se
povecao na 42 % (slika 23). Za razliku od sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja, koji je od
treCeg do 15 dana maceracije (na 20 °C) poveéan 4 %, sadrzaj flavan-3-ola povecan je skoro
cetvorostruko. Na temperaturi maceracije 25 °C, sadrzaj flavan-3-ola je nakon 3 dana
maceracije bio pribliZzan sadrZaju nakon 6 dana maceracije na 20 °C. Najvisi sadrzaj flavan-3-
ola bio je u vinima proizvedenim na viSim temperaturama i u toku dugotrajnije faze

maceracije. Na sli¢an an¢in menjao se i indeks Axgo.
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Slika 23. Promene udela (%) flavan-3-ola u ukupnim fenolnim jedinjenjima — vino Merlot

Kada se uporede rezultati za vina Cabernet sauvignon i Merlot primecuje se u oba vina
slicna pravilnost u pogledu promena sadrzaja fenolnih jedinjenja u zavisnosti od vremena i
temperature maceracije. U vecini vina Merlot sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja je nizi nego
u vinima Cabernet sauvignon. SadrZaj antocijana u vecini vina Cabernet sauvignon bio je visi
nego u vinima Merlot, proizvedenim pod identi¢nim uslovima. Tako da je, na primer, udeo
antocijana u ukupnim fenolima u vinu Cabernet sauvingon Cs-A 13503 bio 12 %, dok je u vinu

Merlot M-A13,003 on iznosio 15 %.

4.1.2 Uticaj trajanja i temperature maceracije na boju crvenih vina

Spektar boje crvenih vina ima maksimum na talasnoj duzini A=520 nm (crvena boja),
zahvaljujuéi sadrzaju antocijana i njihovih flavilijum jona. Minimum absorbancije belezi se
na talasnoj duzini A=420 nm (zuta boja). Prema Sudrad-u (1958), intenzitet i nijansa boje
definisani su samo na osnovu ucesc¢a cvrene i1 zute boje. Zbir i/ili odnos absorbancija na ove
dve talasne duzine su prihvatljivi za definisanje boje starijih crvenih vina, ali ne 1 za dublju
analizu boje mladih crvenih vina. Plava boja, koja poti¢e od hinoidnih formi antocijana, mora
se uzeti u obzir prilikom analize boje vina. Merenje absrobancija na 420, 520 i 620 nm, koristi
se da bi se sagledali svi aspekti boje crvenih vina (Glories, 1985).

Zbir absorbancija na 420, 520 1 620 nm, pokazuje intenzitet boje vina. Intenzitet boje
se u zavisnosti od tipa vina i sorte vinove loze, krec¢e u granicama 0,3 - 1,8. Nijansa boje, kao
odnos absorbancija na 420 i 520 nm, pokazuje stepen prelaska boje u narandzastu, za mlada
vina krec¢e se u intervalu 0,5 - 0,7, dok kod starijih vina moze biti 1,2 do 1,3. Udeo boje
(A420%, As20% 1 Ag20%), pokazuje ucesée svake od komponenti boje, izraZzeno u procentima.

Vrednost dA4(%), koja se jo$ naziva: "svetlo¢a" ili "blistavost" crvene boje, vezana je za oblik
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spektra. Vina otvoreno crvene boje imaju jasan i izrazen maksimum absorbancije na talasnoj
duzini 520 nm. Promenom boje u =zatvoreno crvenu ili ciglasto crvenu, maksimum
absorbancije na 520 nm, opada. Vrednosti d4(%) kre¢u uglavnom u intervalu 40 - 60. Vise
vrednosti dA4(%) ukazuju na veéi udeo crvene boje. Osim toga vrednost d4(%) definiSe i
ulogu drugih pigmenata u boji vina (Ribereau-Gayon i sar., 1999. tom. 2).

U tabeli 12. prikazani su intenzitet boje, nijansa boje, udeli boja i dA (%) vrednost
vina dobijenih pod razli¢itim uslovima maceracije kljuka grozda sorte vinove loze Cabernet

sauvignon.

Tabela 12. Uticaj temperature i duZine maceracije na boju crvenog vina Cabernet
sauvignon

Intenzitet ~ Nijansa

Vino A420(%) Aszo(%) AGZO(%) dA(%)

boje boje
20°C
Cs-Alaons 0,702 0,544 34,18 62,82 2,99 70,41
Cs-A25003 1,271 0,511 32,88 64,28 2,83 72,21
Cs-A35003 1,020 0,502 32,55 64,80 2,65 72,84
Cs-Adr003 1,328 0,593 36,14 60,92 2,94 67,92
Cs-AS52003 1,067 0,574 35,52 61,85 2,62 69,16
25°C
Cs-A62003 1,147 0,516 33,04 63,99 2,96 71,86
Cs-AT2003 0,929 0,531 33,80 63,62 2,58 71,40
Cs-A82003 1,119 0,625 37,44 59,87 2,68 66,49
Cs-A92003 1,259 0,633 37,41 59,09 3,49 65,39
Cs-A102003 0,975 0,632 37,64 59,49 2,87 65,95
30 °C
Cs-All03 1,246 0,526 33,46 63,56 2,97 71,34
Cs-A125003 1,442 0,554 34,60 62,41 2,98 69,88
Cs-A132003 1,071 0,672 38,93 57,89 3,17 63,63
Cs-Al4003 1,003 0,702 39,78 56,60 3,59 61,70
Cs-A157003 0,990 0,705 39,39 55,86 4,75 60,49
35°C
Cs-A162003 1,045 0,662 38,46 58,08 3,44 63,92
Cs-A172003 1,337 0,698 39,70 56,84 3,44 62,04
Cs-A185003 0,879 0,691 39,47 57,11 3,41 62,45
Cs-A192003 0,859 0,733 40,74 55,53 3,72 59,96
Cs-A202003 0,943 0,800 41,75 52,13 6,11 54,09

Intenzitet boje vina Cabernet sauvignon bio je najvisi u vinima koja su ocedena nakon
12 dana maceracije na temperaturama 20 °C 1 25 °C. Najintenzivnija boja kod vina
proizvedenih iz kljuka ¢ija maceracija je vrSena na viSim temperaturama u toku 6 dana (30 °C

1 35 °C). Pri tome nijansa boje vina Cs-A 17,03 iznosila je 0,698, znatno viSe od nijanse boje
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Cs-A4,003, Cs-A92003 1 Cs-A12,003. To ukazuje da je temperatura 35 °C, negativno uticala na
kvalitet boje vina.

Najniza nijansa boje utvrdena je u vinu dobijenom od kljuka ¢ija je maceracija trajala
9 dana na temperaturi 20 °C (NB = 0,502), a najviSa u vinu nakon 15 dana maceracije kljuka
na 35 °C (NB = 0,800).

Udeo crvene boje u vinu (As»%), obrnuto je proporcionalan vremenu trajanja
maceracije i temperaturi. Do tih promena boje vina je dolazi usled reakcija izmedu antocijana
i tanina ekstrahovanih u vecoj koli¢ini tokom dugotrajne maceracije, kao i1 usled prelaska
obojenih oblika antocijana u neobojene halkone, na viSim temperaturama maceracije.
(Yokotsuka i sar., 2000., Boulton i sar., 1996). Promene fenolnih jedinjenja crvenih vina u
toku starenja ili usled drugih uzroka, izazivaju lagano opadanje intenziteta boje i1 porast
nijanse boje.

Udeo crvene boje (As20%), bio je iznad 60 % u svim vinima u kojima je nijansa boje
niza od 0,600. Dugotrajnija maceracija i viSe temperature uticale su na povecanje udela zute
boje u boji vina, tako da je A420(%) na temperaturi 35 °C bila blizu 40 % za 3, 6 1 9 dana
maceracije, doka je nokon 12 dana maceracije bila iznad 40 %.

(d4%) vrednost u mladim vinima kreé¢e se izmedu 40 i 60 (Ribereau-Gayon i sar.,
1999. Vol. 2). d4 (%) vrednost opadala je sa porastom nijanse boje, odn. udela zute boje u
boji vina. U vinima dobijenim nakon kra¢e maceracije (3, 6 ili 9 dana) i na nizim
temperaturama (20 °C i 25 °C), vrednost d4 (%), bila je iznad 70 %. Na temperaturi 30 °C,
samo je u vinu ocedenom nakon tri dana maceracije, vrednost dA bila veca od 70 %. Najniza
vrednost d4 utvrdena je u vinu Cs-A20003, 1 iznosila je 54.09 %. U istom tom vinu bio je
najnizi udeo crvene i najvisi udeo zute boje.

Ovakvi rezultati pokazatelja kvaliteta boje crvenog vina u skladu su sa udelom
antocijana u ukupnim fenolnim jedinjenjima, utvrdenom u istim tim vinima. U vinima sa

najvisim udelom antocijana, utvrdene su najvise d4 vrednosti.

U tabeli 13. prikazani su intenzitet boje, nijansa boje, udeli boja i dA (%) vrednost

vina dobijenih pod razli¢itim uslovima maceracije kljuka grozda sorte vinove loze Merlot.
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Tabela 13. Uticaj temperature i trajananja maceracije na boju crvenog vina Merlot
Intenzite  Nijansa

Vino t boje boje A420 (%) A520 (%) A620 (%) dA (%)
20 °C
M-Alg03 0,569 0,613 36,73 59,93 3,34 66,57
M-A25003 0,480 0,643 41,44 55,13 3,42 59,31
M-A35003 0,659 0,587 35,81 61,00 3,19 68,03
M-A4003 0,630 0,645 37,93 58,73 3,34 64,86
M-AS55003 0,628 0,688 39,49 57,32 3,18 62,78
25°C
M-A62003 1,102 0,552 34,48 62,43 3,08 69,91
M-AT72003 1,100 0,580 35.50 61,30 3,20 68,43
M-A85003 1,077 0,617 37,14 60,17 2,70 66,90
M-A9:003 1,074 0.644 37,89 58,75 3,35 64,89
M-A105003 0,945 0,671 38,73 57,67 3,59 63,30
30 °C
M-Allyo; 0,865 0,635 37,45 58,96 3,58 65,19
M-Al125003 0,657 0,648 38,20 58,90 2,89 65,11
M-A135003 1,006 0,697 39,76 57,06 3,18 62,37
M-Aldy0; 1,109 0,705 39,76 56,35 3,88 61,28
M-Al155003; 1,021 0,709 39,76 56,02 4,21 60,75
35°C
M-Al63003 0,847 0,751 41,44 55,13 3,42 59,31
M-Al17203 0,935 0,792 41,60 52,51 5,88 54,78
M-Al8003 1,614 0,832 39,71 47,71 12,58 45,19
M-A19500; 1,150 0,821 40,08 48,78 11,13 52,49
M-A205003 0,978 0,839 42,84 51,02 6,13 52,00

Intenzitet boje vina Merlot proizvedenog maceracijom na 20 °C, bio je relativno nizak.
Maceracijom na 25 °C intenzitet boje bila je iznad 1. NajviSa vrednost intenziteta boje
izmerena je u uzorku vina proizvedenom maceracijom kljuka na temperaturi 35 °C (1,614) u
trajanju od 9 dana. U istom uzorku vina izmeren je i najvisi udeo plave boje (Ag20%), a i
nijansa boje je iznosila ¢ak 0,832.

Iz rezultata prikazanih u tabeli 12 vidi se da je nijansa boje bila je niza u vinima
proizvedenim maceracijom na nizim temperaturama (20 °C 1 25 °C), a veoma visoka u vinima
dobijenim maceracijom na 35 °C. Najvisa nijansa boje izmerena je u vinu M-A20,03 (35 °C,
15 dana) i iznosila je 0,839.

d4 % vrednost opada sa porastom temperature i duZine maceracije. U vinima
proizvedenim maceracijom kljuka na 25 1 30 °C postignut je dobar odnos intenziteta i nijanse
boje. U ovim uzorcima vrednost d4 % je vrlo dobra i bez obzira na trajanje maceracije
vrednost ne pada ispod 60 %. Najniza d4 % vrednost utvrdena je u vinu Merlot u kome je

izmeren najveci intenzitet boje ali 1 udeo plave boje (As20%).
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U vinima Merlot utvrdene su vece vrednosti nijanse boje u odnosu na vina Cabernet
sauvignon, proizvedenim pod identi¢nim uslovima, §to je posledica nizeg sadrzaja antocijana
u vinima Merlot, u odnosu na vina Cabernet sauvignon. Samim tim udeo crvene boje Asyo (%)
bio je veéi u vinima Cabernet sauvignon. Vrednosti d4 (%) vina Merlot su nize od vina
Cabernet sauvignon. Zapazeno je da su najnize d4 vrednosti utvrdene u vinima Merlot (M-

A1820031 M-A19;003) u kojima je udeo plave Ago (%) boje najveci.

4.1.3 Uticaj odnosa cvrste i tecne faze u kljuku na fenolna jedinjenja vina

4.1.3.1. Uticaj dodatka Sepurine na fenolna jedinjenja vina

Vina Cabernet sauvignon i Merlot, proizvedena postupkom klasi¢ne vinifikacije,
maceracijom kljuka sa pove¢anim udelom Sepurine. Maceracija je trajala 6 1 9 dana i vrSena je
na temperaturi 30 °C. Ispitivanjem uticaja duzine i temperature maceracije utvrdeno je da se
kracom maceracijom (3 dana) dobijaju vina sa niskim sadrzajem fenolnih jedinjenja i flavan-
3-ola, dok su duzom maceracijom (12 i 15 dana) dobijena vina sa znatno loSijom bojom.
Takode je procenjeno da su, maceracijom na temperaturi 30 °C, proizvedena vina sa dobrim

karakteristikama boje 1 odgovaraju¢im sadrzajem fenolnih jedinjenja.

Promene sadrZaja fenolnih jedinjenja u vinu Cabernet sauvignon u toku tri godine

proizvodnje, prikazane su u tabeli 14.
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Tabela 14. Sadrzaj fenolnih jedinjenja u vinu Cabernet sauvignon u zavisnosti od
koli¢ine Sepurine u kljuku
Uk. fenolna

Vino [ — Antoc/:lljam Flavar;i3-oh Aoso
(/1) (/) (g/)

2003.
Cs-Blao3 2,219 0,661 1,312 46,6
Cs-B23003 2,047 0,234 1,112 36,7
Cs-B32003 2,293 0,244 1,570 38,8
Cs-B4,03 3,235 0,341 1,878 52,8
Cs-B52003 2,120 0,251 0,921 38,1
Cs-B620os 2,805 0,204 2,028 46,7
Cs-B72003 2,779 0,175 1,631 45,9
Cs-B82003 2,810 0,134 1,834 44,2

2004.
Cs-Bl204 1,678 0,256 1,182 36,6
Cs-B22004 1,195 0,214 0,824 26,7
Cs-B32004 1,370 0,273 1,206 31,4
Cs-B4a004 1,738 0,219 1,626 34,6
Cs-B52004 1,815 0,273 1,579 38,6
Cs-B620o4 1,570 0,205 1,108 33,8
Cs-B72004 1,429 0,152 1,243 30,6
Cs-B82004 1,810 0,134 1,334 34,2

2005.
Cs-Bl2gos 1,239 0,269 0,156 31,50
Cs-B2500s 1,388 0,277 0,247 34,20
Cs-B3200s 1,431 0,248 0,260 32,40
Cs-B4,0s 1,436 0,240 0,383 32,60
Cs-B52005 1,569 0,319 0,268 33,20
Cs-B620os 1,579 0,344 0,281 33,30
Cs-B7200s 1,521 0,245 0,282 32,80
Cs-B820s 1,729 0,115 0,320 36,30

Sadrzaj ukupnih fenolnih materija se povecava sa pove¢anjem udela Sepurine u kljuku.
Najveci sadrzaj fenolnih jedinjenja utvrden u vinu dobijenom cedenjem kljuka sa 100 %
Sepurine i 6 dana maceracije (vino Cs-B4y003). Za 13,13 % nizi sadrzaj ukupnih fenolnih
jedinjenja utvrden je u vinu od iste sorte vinove loze nakon 9 dana maceracije 1 sa sadrzajem
Sepurine 100 %. Ovi rezultati su u saglasnosti sa vrednostima indeksa tanoidnih jedinjenja,
medutim, najvisi sadrzaj flavan-3-ola utvrden je u vinu proizvedenom maceracijom kljuka sa

25 % Sepurine u toku 9 dana i bio je za 2,2 puta visi u odnosu na kontrolno vino (Cs-B50¢3).
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Maceracijom kljuka grozda vinove loze Cabernet sauvignon (2003) sa povecanim
udelom Sepurine u kljuku, dolazi do smanjenja koli¢ine antocijana, u odnosu na kontrolno
vino, za 46,6 % (Cs-B8yy3) do 48,4 % (Cs-B4y003). Najvisi udeo antocijana u ukupnim
fenolnim jedinjenjima, bio je u kontrolnom vinu nakon 6 dana maceracije. U tom vinu udeo
antocijana iznosio je 30 %, od ukupnih fenola. Poveéanjem sadrzaja Sepurine u kljuku, udeo
antocijana opada na oko 10 %. U vinima dobijenim nakon maceracije u trajanju 9 dana, udeo
antocijana je ponovo bio najveci u kontrolnom vinu i iznosio oko blizu 12 %. NajniZi udeo
antocijana u ukupnim fenolima utvrden je u vinu nakon 9 dana maceracije sa celokupnom

Sepurinom u kljuku i bio je nizi od 5 % (slika 24).
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Slika 24. Promene udela (%) antocijana u ukupnim fenolnim jedinjenjima u zavisnosti
od udela Sepurine u kljuku-vino Cabernet sauvignon

Sadrzaj flavan-3-ola se povecava sa povecanjem udela Sepurine u kljuku. Najveca
koli¢ina flavan-3-ola, u vinu Cabernet sauvignon (2003) proizvedenom iz kljuka ¢ija je
maceracije trajala 6 dana, bio je u vinu sa celokupnom Sepurinom (Cs-B4,003). Medutim,
najveci udeo flavan-3-ola u ukupnim fenolima, utvrden je u vinu Cs-B3,¢03, 1znosio je 68 %.
Maceracijom kljuka u koji je vracen deo ili celokupna Seputina, u toku 9 dana, takode je doslo
do povecanja sadrzaja flavan-3-ola u odnosu na kontrolno vino (bez Sepurine). U vinima
berbe 2003, proizvedenim uz predhodno obogacivanje kljuka vracanjem Sepurine, najvisi
sadrzaj flavan-3-ola bio je u vinu Cs-B6,gg3. U isto vreme u tom vinu, udeo flavan-3-ola u
ukupnim fenolnim jedinjenjima je bio ¢ak 72 % (slika 25). Indeks tanoidnih jedinjenja, u

vedini uzoraka pratio promene sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja.
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Slika 25. Promene udela (%) flavan-3-ola u ukupnim fenolnim jedinjenjima u
zavisnosti od udela Sepurine u kljuku-vino Cabernet sauvignon

Losi uslovi sazrevanja i nepotpuna fenolna zrelost grozda Cabernet sauvignon (berba
2004) uzrok su nizeg sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja, antocijana i indeksa tanoidnih
jedinjenja. Utvrden sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja kako u kontrolnim vinima, tako 1
vinima obogacenim Sepurinom, je na granici prihvatljivog za crvena vina. Najvisi sadrzaj
antocijana utvrden je u kontrolnom vinu nakon 9 dana maceracije, a vino proizvedeno nakon
maceracije sa celokupnom koli¢inom Sepurine (Cs-B8,004) sadrzalo je za oko 50 % manje
ovih pigmenata. U ova dva uzorka vina (Cs-B5;p04 1 Cs-B83904) utvrdene su najvise koli¢ine
ukupnih fenolnih jedinjenja i flavan-3-ola. Dodatak Sepurine u kljuk je pozitivno uticao na
sadrzaj flavan-3-ola tokom kra¢e maceracije (6 dana), dok je devetodnevna maceracija uticala
na smanjenje sadrzaja ovih jedinjenja u odnosu na kontrolno vino.

Udeo antocijana u ukupnim fenolnim jedinjenjima bio je nizak. Najve¢i udeo
antocijana bio je u vinu Cs-B3,004 (6 dana maceracije, dodatak 50 % Sepurine). NeSto nizi
udeo antocijana u ukupnim fenolnim jedinjenjima utvrden je u uzorku kontrolnog vina
Cabernet sauvignon (berba 2004) za Ciju je proizvodnju premenjena duzina maceracije od 9
dana, a Sepurine uklonjena u potpunosti. U svim uzorcima vina berbe 2004. udeo flavan-3-ola
u ukupnim fenolnim jedinjenjima je bio visok.

Uslovi sazrevanja grozda 2005. bili su losiji od uslova predhodne dve godine. Znatno
viSe padavina u avgustu i septembru kao i proseéne mesecne temperature koje su bile za oko 1
°C nize od temperature u istim mesecima predhodne godine (2004) bile su uzrok slabe fenolne
zrelosti grozda. Uslovi sazrevanja su se odrazili na kvalitet vina. Sadrzaj ukupnih fenolnih
jedinjenja u vinima proizvedenim sa razli¢itim udelima Sepurine u kljuku, bio je ispod ili tek

neznatno iznad minimuma za crvena vina (1,5 g/l). Maceracija u trajanju 6 dana nije bila
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dovoljna da se sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja poveca iznad 1,5 g/, ¢ak ni kada je u kljuk
vrac¢ena celokupna koli¢ina Sepurine (Cs-B4,9s). Vina proizvedena nakon 9 dana maceracije
sadrZala su nesto viSe fenolnih jedinjenja. Maksimalan sadrzaj utvrden je u vinu Cs-B800s, (9
dana maceracije, 100 % Sepurine).

U svim uzorcima vina sadrzaji antocijana i flavan-3-ola su takode bili niski. Medutim,
udeo antocijana u ukupnim fenolnim jedinjenjima je bio zadovoljavaju¢i. U vinima
proizvedenim uz maceraciju 6 dana, udeo antocijana se kretao od 22 % u kontrolnom vinu, do
oko 17 % u vinu Cs-B4,0s (6 dana maceracije, 100 % Sepurine). Najveci udeo antocijana
utvrden je u vinu iscedenom iz kljuka ¢ija je maceracija trajala 9 dana uz sadrzaj Sepurine 25
%.

Udeo flavan-3-ola u vinima Cabernet sauvignon (2005) bio je veoma nizak. Najveci
udeo flavan-3-ola utvrden je u vinu Cs-B4,os, 1 iznosio je svega 26 %. U svim ostalim vinima
berbe 2005. proizvedenim uz dodatak Sepurine, kao i u kontrolnim vinima, udeo flavan-3-ola

u ukupnim fenolnim jedinjenjima bio je nizi od 20 %.

Promene sadrzaja fenolnih jedinjenja u vinu Merlot u toku tri godine proizvodnje,

prikazane su u tabeli 15.
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Tabela 15. Sadrzaj fenolnih jedinjenja u vinu Merlot u zavisnosti od koli¢ine Sepurine
u kljuku

Vino . U‘k..fel.qolna Antocijani Flavan-3-oli Aoso
jedinjenja (g/1) (g/D) (g/)
2003.
M-B15003 1,422 0,309 0,596 30,7
M-B22003 2,077 0,345 1,207 40,8
M-B32003 2,205 0,312 1,643 43,2
M-B4003 2,764 0,294 2,580 51,6
M-B52003 2,015 0,312 0,899 40,2
M-B62003 2,696 0,260 1,607 45,3
M-B72003 2,670 0,285 1,605 45,7
M-B83003 2,969 0,214 2,655 51,2
2004.

M-B15004 1,200 0,170 0,353 24,0
M-B2;004 1,015 0,109 0,205 20,7
M-B37004 1,260 0,094 0,477 25,9
M-B4:004 1,330 0,117 0,958 26,5
M-B52004 1,165 0,107 0,649 24,6
M-B6204 1,185 0,053 0,477 24,5
M-B72004 1,565 0,083 1,019 29,2
M-B82004 1,465 0,090 1,019 29,0

Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u vinima Merlot (2003), povecan je dodatkom
dela predhodno odvojene Sepurine, u kljuk. Kada je maceracija trajala 6 dana, sadrzaj ukupnih
fenola povecan je od 46 % (25 % Sepurine) do 94 % (100 % Sepurine), u odnosu na kontrolno
vino. Najveéi sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja utvrden je u vinu Merlot M-B8,¢¢3. (9 dana
maceracije, 100 % Sepurine). Sadrzaj ukupnih fenola u vinu Merlot M-B8y¢3, je za 47 %
veciu odnosu na kontrolno vino M-B5503.

Udeo antocijana u ukupnim fenolima bio je najveéi u kontrolnom vinu Merlot,
proizvedenom nakon 6 dana maceracije i iznosio je 22 %. Povecanjem udela Sepurine (100 %)
u kljuku udeo antocijana u vinu opao je za 84 % u odnosu na kontrolno vino. Maceracija u
trajanju 9 dana izazvala je smanjenje udela antocijana u ukupnim fenolima. U kontrolnom
vinu M-B53003, udeo antocijana je bio 15 %, a u vinu M-B8,¢03, svega 7 % u odnosu na

ukupne fenole (slika 26).
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Slika 26. Promene udela (%) antocijana u ukupnim fenolnim jedinjenjima u zavisnosti
od udela Sepurine u kljuku-vino Merlot

I u vinima Merlot sadrzaj flavan-3-ola, takode je povecan, dodatkom Sepurine u kljuk,
u odnosu na vina proizvedena bez Sepurine, odn. kontrolna vina. Poredenjem rezultata za vina
Merlot proizvedena sa istim udelom Sepurine u kljuku, a razli¢itom duzinom maceracije (6
odn., 9 dana) moZe se zapaziti da duza maceracija nije uticala bitno na povecanje koli¢ine
flavan-3-ola. Sadrzaj flavan-3-ola bio je viosok u svim uzorcima vina proizvedenih sa
dodatkom Sepurine u kljuk. U kontrolnim vinima udeo flavan-3-ola bio je 42 % (6 dana) 1 44
% (9 dana), a dodatak 50 % Sepurine u kljuk povecan je udeo flavan-3-ola u ukupnim
fenolima, na 74 % (M-B32003) 1 60 % (M-B72003). Dugotrajnijom maceracijom kljuka Merlot
iz kojeg Sepurine nije izdvajana takode nije postignut znacajan porast sadrzaja ukupnih
fenolnih jedinjenja, kao ni vrednosti indeksa Agy i flavan-3-ola, u odnosu na maceraciju u
trajanju 6 dana. Na osnovu toga se moze zakljuciti da je pod ovim uslovima vinifikacije ve¢
nakon 6 dana maceracije iscrpljen potencijal Sepurine, a da dugotrajnija maceracija rezultuje
opadanjem sadrzaja antocijana i lo$ijim kvalitetom boje vina. Vrednost A,z povecavale se, u
odnosu na kontrlona vina, srazmerno poveéanju udela Sepurine u kljuku.

U vinima Merlot, berbe 2004, sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja bio je nizak, ispod
1,5 g/l, §to je minimalna koli¢ina potrebna da bi se neko vino moglo svrstati u kategoriju
crvenih vina. Tek nakon 9 dana maceracije kljuka sa sadrzajem Sepurine 50 % i1 100 %,
sadrzaj ukupnih fenola je bio oko 1,5 g/l.

Vracanje Sepurine u kljuk Merlot (2004 godina) (tabela 14) dodatno je smanjio, vec i
inaCe nizak sadrzaj antocijana. Udeo antocijana u ukupnim fenolnim jedinjenjima opadao je
sa porastom udela Sepurine u kljuku i duzine maceracije. Maksimalni udeo antocijana utvrden

je u kontrolnom vinu M-B1;004 (6 dana maceracije bez Sepurine), iznosio je 14 %. Kontrolno
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vino Merlot M-B5,¢04. sadrzalo je 9 % antocijana od ukupnih fenola, a sa poveéanjem udela
Sepurine, udeo antocijana se smanjivao.

Udeo flavan-3-ola u vinima Merlot (2004) je uglavnom bio niZi u odnosu na udeo
flavan-3-ola u vinima Merlot (2003). Minimalni udeo flavan-3-ola utvrden je u kontrolnom
vinu Merlot M-Blyys, u kome je iznosio 29 %. Povecanjem udela Sepurine u kljuku
povecavao se 1 ideo flavan-3-ola, tako da je dostigao maksimalne vrednosti u vinu M-B4404
(6 dana maceracije, 100 % Sepurine) gde je iznosio 72 %. Udeo flavan-3-ola u vinu Merlot M-

B82004, (9 dana maceracije, 100 % Sepurine) bio je 69 % (slika 27).
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Slika 27. Promene udela (%) flavan-3-ola u ukupnim fenolnim jedinjenjima u
zavisnosti od udela Sepurine u kljuku-vino Merlot
Vrednosti indeksa Asgy bile su niske i varirale su izmedu 20,7 1 29,2 u skladu sa

promenama sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja i flavan-3-ola.

Ako se uporedo posmatraju rezultati za obe ispitivane sorte, berbe 2003. zapaza se da
je u oba vina sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja povecan u vinima proizvedenim uz dodatak
Sepurine u kljuk. U ve¢ini vina Cabernet sauvignon sadrZaj ukupnih fenolnih jedinjenja bio je
nesto veci u oodnosu na vina Merlot. Najve¢i sadrzaj fenolnih jedinjenja u vinu Cabernet
sauvignon bio je u uzorku Cs-B4,03 (6 dana, 100 % Sepurine), a u vinu Merlot u uzorku M-
B82003. (9 dana, 100 % Sepurine). Udeo antocijana u ukupnim fenolnim jedinjenjima u vinima
Merlot bio je neSto niZi nego u vinima Cabernet sauvignon. U vinima sa pove¢anim udelom
Sepurien, smanjenje sadrZaja antocijana izrazenije je kod Caberneta sauvignon, nego kod vina

Merlot. Udeo flavan-3-ola u ukupnim fenolima, kod vina Cabernet sauvignon i Merlot bio je
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visok ve¢ nakon maceracije kljuka sa 50 % Sepurine, u toku 6 dana. Produzena maceracija (9
dana) u oba vina nije doprinela porastu udela flavan-3-ola.

Berba 2004. godine, bila je voma loSa u pogledu agroekoloskih uslova. Takvi uslovi
doprineli su veoma loSem kvalitetu grozda, narocito u pogledu fenolne zrelosti. Vina Cabernet
sauvignon (2004) i Merlot (2004) sadrzala su male koli¢ine ukupnih fenolnih jedinjenja.
Povecanje udela Sepurine u kljuku nije znacajno pivisilo sadrzaj fenolnih jedinjenja. Ipak
sadrZaj fenolnih jedinjenja u vinima Cabernet sauvignon bio je ve¢i u odnosu na vina Merlot,
kako u kontrolnim tako i u vinima sa poveéanim udelom Sepurine. Sadrzaj antocijana u
ukupnim fenolima bio je nizak u vinima od obe ispitivane sorte. Udeo antocijana u ukupnim
fenolima nizi je u vinima Merlot u odnosu na Cabernet sauvignon. Udeo flavan-3-ola u
ukupnim fenolima bio je veéi u vinima Caberneta sauvignon. Dodatak Sepurine neznatno je
uticao na porast sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja, ali u veéini vina (berba 2004) je bio
ispod 1,5 g/, §to je minimalna granica za crvena vina. Dodatak 100 % Sepurine i maceracija u
duzini 6 dana, povecao je sadrzaj flavan-3-ola za 2,7 puta, ali je koli¢ina ovih jedinjenja za
20,60 % niza u odnosu na vino proizvedeno sa udelom Sepurine 25 % predhodne godine. Tek

nakon 9 dana maceracije, kao i dodatka 50 1 100 % Sepurine, sadrzaj flavan-3-ola je preSao 1

g/l.

4.1.3.2. Uticaj dodatka semenki na fenolna jedinjenja vina

U ranije objavljenim radovima (Cheynier i sar. 1989), Ricardo da Silva i sar. 1993)
mogla su se videti misljenja da semenke nemaju bitan uticaj na sadrzaj fenolnih jedinjenja u
vinu. Kasnija istrazivanja (Revilla i sar., 1997) ustanovila su da maceracija kljuka sa
povecanim sadrzajem semenki vodi srazmernom porastu sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja,
bez obzira na poreklo i sortu grozda. Razlog za to je sastav fenolnih jedinjenja semenki koje
sadrze visoke koncentracije fenolnih jedinjenja i to uglavnom monomerne flavan-3-ole i

proantocijanidole (Cheynier i sar., 1997, Ricardo da Silva, 1997, Singleton, 1992).

U tabeli 16. prikazan je uticaj dodatka semenki u kljuk na fenolna jedinjenja vina

Cabernet sauvignon.
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Tabela 16. Sadrzaj fenolnih jedinjenja u vinu Cabernet sauvignon u zavisnosti od
koli¢ine dodatih semenki u kljuk

Vino . Uk fegolna Antocijani Flavan-3-oli Asso
jedinjenja (g/1) (g/D) (g/)

2003.
Cs-Clygos 2,219 0,661 1,312 46,6
Cs-C25003 2,905 0,282 1,848 43,9
CS-C32003 2,650 0,248 1,496 42,1
Cs-C4r003 3,485 0,287 2,619 57,0
Cs-C55003 2,120 0,251 0,921 38,1
Cs-C62003 2,628 0,274 1,719 43,5
Cs-C72003 2,894 0,167 1,493 48,1
Cs-C82003 3,440 0,230 2,832 58,8

2004.
Cs-Cly004 1,678 0,256 1,182 36,6
CS-C22004 1,573 0,227 1,132 35,2
Cs-C35004 1,671 0,222 1,352 42,1
Cs-C45004 1,814 0,261 1,497 38,2
Cs-C52004 1,815 0,273 1,379 38,6
Cs-C62004 2,140 0,285 1,395 44,9
Cs-CT2004 2,205 0,289 1,641 49,6
CS-C82()()4 2,849 0,175 1,914 49,1

2005.
Cs-Clgos 1,239 0,269 0,156 31,5
Cs-C25005 1,516 0,349 0,292 32,7
Cs-C35005 1,543 0,292 0,333 33,8
Cs-C4r005 3,612 0,232 1,145 62,9
Cs-C52005 1,569 0,319 0,268 33,2
Cs-C62005 1,814 0,420 0,437 37,9
Cs-C72005 2,064 0,244 0,515 40,4
Cs-C82005 3,527 0,210 1,271 61,5

Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u vinima Cabernet sauvignon (berba 2003) bio je
iznad 2 g/l. Porast sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja nije srazmeran dodatoj koli€ini
semenki. Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u vinu Cs-C4,093 (dodata trostruka koliCina
semenki u odnosu na prirodnu, maceracija trajala 6 dana) bio je za 57 % vec¢i nego u
kontrolnom vinu, ocedenom iz kljuka u koji semenke nisu dodavane. Dougotrajnija
maceracija (9 dana) uz dodatak trostruke koli¢ine semenki (Cs-C8003), uticala je na porast
sadrzaja ukupnih fenola za 62 % u odnosu na kontrolno vino (Cs-C5203). Sadrzaj ukupnih

fenolnih jedinjenja u vinu Cs-C83003 bio je priblizno isti kao 1 u vinu Cs-C4y3. Iz rezultata u
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tabeli 15. moze se konstatovati da dugotrajnija meceracija (9 dana) nije opravdana sa aspekta
sadrzaja ukupnih fenola u vinu, bez obzira da li je sadrzaj semenki u kljuku povecan ili ne.
Sadrzaj antocijana smanjio se u vinima sa povec¢anim udelom semenki, u odnosu na
kontrolna vina. Udeo antocijana u ukupnim fenolnim jedinjenjima u kontrolnom vinu Cs-
Cly003 bio je 30 %, a u vinu Cs-C4yy3 (6 dana macrecije, dodata trostruka koli¢ina semenki)
svega 8,2 %. Maceracijom u trajanju 9 dana, udeo antocijana u ukupnim fenolima smanjen je,

u kontrolnom vinu (Cs-C52003) na 12 %, a u vinu Cs-C8¢03, udeo antocijana je bio svega 6,6

% (slika 28).
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Slika 28. Promene udela (%) antocijana u ukupnim fenolnim jedinjenjima u zavisnosti
od dodatka semenki u kljuk-vino Cabernet sauvignon

Sadrzaj flavan-3-ola u vinu Cs-C4,(93, udvostrucen je u odnosu na kontrolno vino Cs-
Cl2003, dobijeno u toku 6 dana maceracije. Vina dobijeno maceracijom u toku 9 dana i sa
dodatkom 1 sa dodatkom trostruke koli¢ine semenki u kljuk imalo je trostruko veci sadrzaj
flavan-3-ola, u odnosu na kontrolno vino (Cs-C5,003). Udeo flavan-3-ola u ukupnim fenolima
u vinu Cs-C4,p03 bio je 75 %, a u vinu Cs-C8,¢03, 82 %. Produzena faza maceracije, u
uslovima klasi¢ne vinifikacije kvalitetnog grozda, nije znac¢ajno povecala udeo flavan-3-ola u
ukupnim fenolima.

Kada se porast sadrzaja flavan-3-ola uporedi sa promenama sadrzaja ukupnih fenolnih
jedinjenja, zapaza se da je povecanje flavan-3-ola daleko izrazenije u slucaju kljuka
obogacenog semenkama, nego Sepurinom. Razlog za to je sastav fenolnih jedinjenja semenki
koje sadrze visoke koncentracije fenolnih jedinjenja i to uglavnom monomerne flavan-3-ole 1
proantocijanidola (Cheynier i sar., 1997, Ricardo da Silva, 1997, Singleton, 1992).

Vina Cabernet sauvignon (2004) proizvedena nakon faze maceracije koja je trajala 6

dana, imala su nizak sadrzaj fenolnih jedinjenja. Dodatak trostruke koli¢ine semenki (vino Cs-
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C4,004) uticao je na povecanje sadrzaja fenolnih jedinjenja za svega 8 %, u odnosu na
kontrolno vino Cs-Cljp04. Nakon 9 dana maceracije sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u
vinu Cs-C8004, bio je za 57 % veci od kontrolnog vina (Cs-C53904). Verovatno je uzrok tome
¢injenica da je za ekstrakciju fenolnih jedinjenja iz semenki grozda koje nije potpuno
tehnoloski zrelo, potrebno duze vreme.

Udeo antocijana u ukupnim fenolima bio je nizak i kretao se izmedu 13 % 1 15 %.
Dodatak semenki nije znacajno umanjio udeo antocijana, osim kod vina CsC8,¢p4. U tom vinu
udeo antocijana bio je svega 6 %.

Sadrzaj flavan-3-ola u vinu Cs-C4;y4, bio je za 26 % veci u odnosu na kontrolno vino
Cs-Clyp04. Dodatak trostruko vece koli¢ine semenki u toku 9 dana maceracije, uticao je na
porast sadrzaja flavan-3-ola za 36 % (vino Cs-C83004) u odnosu na kontrolno vino (Cs-C52004).
Moze se zapaziti da je udeo flavan-3-ola u ukupnim fenolima, u vinima nakon 9 dana
maceracije nizi nego u vinima sa istim udelom semenki, ali nakon 6 dana maceracije. Na slici
29 prikazane su promene udela flavan-3-ola u ukupnim fenolnim jedinjenjima u zavisnosti od

dodatka semenki u kljuk-vino Cabernet sauvignon.
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Slika 29. Promene udela (%) flavan-3-ola u ukupnim fenolnim jedinjenjima u
zavisnosti od dodatka semenki u kljuk-vino Cabernet sauvignon

Uslovi za sazrevanje grozda u posmatrane tri godine bili su najlosiji 2005-te godine. U
vinima od grozda obranog u tako loSim agroekoloskim uslovima, rezultati su se znacajno
razlikovali od rezultata za vina iz predhodne dve godine. Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja
u vinima proizvedenim nakon 6 dana maceracije znacajno je povecan tek dodatkom trostruke
koli¢ine semenki u kljuk (vino Cs-C4,90s). Povecanje sadrzaja ukupnih fenola, u odnosu na
kontrolno vino (Cs-Cl,gs) je bilo trostruko, srazmerno koli¢ini dodatih semenki. Dodatkom

dvostruke koli¢ine semenki u kljuk, u toku 9 dana maceracije, rezultovalo je povecanjem
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sadrzaja fenolnihn jedinjenja za 31 % (vino Cs-C7;p9s). U vinu Cs-C8;0s, sadrzaj ukupnih
fenolnih jedinjenja bio je za 2,2 puta veci od sadrzaja u kontrolnom vinu (Cs-C55¢0s).

Udeo antocijana u ukupnim fenolima u vinima Cabernet sauvignon, berbe 2005. bio je
najnizi u vinima proizvedenim cedenjem kljuka u koji je dodata trostruka koli¢ina semenki.
Najveci udeo antocijana utvrden je u vinima u kojima je koli¢ina semenki udvostrucena (vina
Cs-C25005 1 Cs-CbHy095) 1 1znosio je 23 %. Najmanji udeo antocijana utvrden je u vinima Cs-
C42005 1 Cs-C8:00s, svega 6 %.

Sadrzaj flavan-3-ola u svim vinima Cabernet sauvignon (2005) je bio nizak.
Dodatkom trostruke koli¢ine semenki u kljuk sadrzaj flavan-3-ola poveéan je preko 1 g/l.
Udeo flavan-3-ola u ukupnim fenolima takode je bio nizak. Najve¢i udeo utvrden je u vinima
Cs-C4p0s5 1 Cs-C82005 (32 % 1 36 %). Razlike u sadrzaju ukupnih fenolnih jedinjenja, flavan-3-
ola 1 udela flavan-3-ola izmedu vina Cs-C4,p95 1 Cs-C8,005 su neznatne. Dodatkom trostruke
koli¢ine semenki u kljuk proizvedena su vina za znafajno ve¢im sadrzajem fenolnih
jedinjenja i flavan-3-ola. Indeks Aj,sp u ovim vinima je bio iznad 60. Medutim, i u ovom
slucaju, kada je preradivano nedovoljno zrelo grozde, produzena faza maceracije nije dala

srazmerno bolje rezultate u odnosu na maceraciju u toku 6 dana.

U tabeli 17. prikazan je uticaj dodataka semenki u kljuk na fenolna jedinjenja vina

Merlot.
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Tabela 17. Sadrzaj fenolnih jedinjenja u vinu Merlot u zavisnosti od koli¢ine dodatih
semenki u kljuk

Vino ' Uk fepolna Antocijani  Flavan-3-oli Anso
jedinjenja (g/1) (g/) (g/l
2003.
M-Cl3003 1,422 0,309 0,596 30,7
M-C25003 2,046 0,341 1,135 40,5
M-C3003 2,558 0,338 2,075 51,6
M-C41003 3,290 0,303 2,586 58,5
M-C52003 2,015 0,312 0,899 40,2
M-C62003 2,634 0,299 1,705 43,6
M-C72003 2,696 0,226 2,028 44.4
M-C82003 3,070 0,258 2,718 51,0
2004.

M-Cl2004 1,200 0,170 0,353 24,0
M-C25004 1,195 0,139 0,723 25,0
M-C32004 1,230 0,103 0,699 25,6
M-C4:004 1,950 0,137 1,651 39,0
M-C52004 1,165 0,107 0,649 24,6
M-C62004 1,234 0,106 0,805 26,7
M-C72004 1,365 0,104 1,107 29,2
M-C8:004 1,995 0,113 1,637 32,8

Dodavanjem semenki u kljuk u vinima Merlot (2003) povecan je sadrzaj fenolnih
jedinjenja. SadrZaj fenolnih jedinjenja u vinu Merlot M-C4,p93, povecan je 2,3 puta dodatkom
trostruke koli¢ine semenki u kljuk, u toku 6 dana maceracije, u odnosu na kontrolno vino (M-
Cly003). Kontrolno vino M-C5503 (9 dana maceracije) sadrzalo je za 41 % vise fenolnih
jedinjenja u odnosu na kontrolno vino M-Cl;g03. Povecanje sadrzaja fenolnih jedinjenja u
vinu M-C8y03 (trostruka koli¢ina semenki, 9 dana maceracije) bilo je 52 % u odnosu na
kontrolno vino (M-C55¢3).

Udeo antocijana u ukupnim fenolima, opadao je sa porastom koli¢ine dodatih semenki
u kljuk 1 vremenom trajanja maceracije. Najve¢i udeo antocijana utvrden je u vinu M-Clyg3
iznosio je 22 %. Nizi sadrzaj antocijana bio je u vinima proizvedenim iz kljuka cija
maceracija je trajala 9 dana. Najnizi udeo antocijana utvrden je u vinima M-C72003 1 M-C82003
i iznosio je 8 % (slika 30). Revilla i sar. (1997) ustanovili su da maceracija kljuka sa
povecanim sadrzajem semenki, vodi srazmernom porastu sadrzaja ukupnih fenolnih materija,
bez obzira na poreklo i sortu grozda ali je u isto vreme ustanovljeno je znacajno smanjenje

sadrzaja slobodnih antocijana.
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Slika 30. Promene udela (%) antocijana u ukupnim fenolnim jedinjenjima u zavisnosti
od dodatka semenki u kljuku-vino Merlot

Sadrzaj flavan-3-ola povecan je 4,3 puta u vinu proizvedenom od kljuka obogacenog
trostrukom koli¢inom semenki (M-C4,¢03, 6 dana maceracije) u odnosu na kontrolno vino (M-
Cly003, 6 dana maceracije). Vino proizvedeno maceracijom u trajanju 9 dana i sa dodatkom
trostruke koli¢ine semenki (M-C8,03) sadrzalo je trostruko vecu koli¢inu flavan-3-ola u
odnosu na kontrolno vino (M-C53¢03). Udeo flavn-3-ola u ukupnim fenolima vina, poveéava
se dodatkom semenki u kljuk. Od 42 % (M-Clygp3) 1 44 % (M-C52003), udeo flavan-3-ola
povecava se do 80 % (vino M-C4,403) 1 88 % (vino M-C4,003) (slika 31).

90 - |—®— berba 2003, 6 dana maceracije
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—W— berba 2003, 9 dana maceracije
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Slika 31. Promene udela (%) flavan-3-ola u ukupnim fenolnim jedinjenjima u
zavisnosti od dodatka semenki u kljuk-vino Merlot

Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja i flavan-3-ola u vinima Merlot, proizvedenih sa
dodatkom dvostruke i trostruke koli¢ine semenki u kljuk, nisu se bitno razlikovali nakon 9

dana maceracije u odnosu na vina proizvedena nakon Sest dana maceracije. Sa druge strane
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duzom maceracijom udeo antocijana u ukupnim fenolima smanjen je viSe nego u vinima
proizvedenim nakon maceracije od 6 dana.

Sadrzaj fenolnih jedinjenja u vinima Merlot (berba 2004) je bio nizi od 1,5 g/l osim u
vinima M-C4,004 1 M-C83004 (+300 % semenki, 6 odn. 9 dana maceracije). Dodatkom
trostruke koli¢ine semenki, sadrzaj fenolnih jedinjenja je u vinu M-C4,p4 bio za 62 % visi, u
odnosu na kontrolno vino M-C1;904. Nakon 9 dana maceracije i dodatka +300% semenki (M-
C82004), sadrzaj fenolnih jedinjenja je povecan za 71 % u donosu na kontrolno vino (M-
C52004). Sadrzaj antocijana je bio nizak u svim vinima, a udeo antocijana u ukupnim fenolima
opadao je sa produzenjem maceracije i povecanjem udela semenki u kljuku. Najveéi udeo
antocijana u ukupnim fenolima utvrden je u vinu M-Clgo4 (14 %), a anjnizi u vinu M-C8,¢¢4
(5,6 %). Sadrzaj flavan-3-ola viSestruko je povec¢an dodatkom trostruke koli¢ine semenki.
Odnos sadrzaja flavan-3-ola izmedu vina M-C4,pp4 1 M-Cl,04 iznosi 4,6, a izmedu vina M-
C82004 1 M-C55004, taj odnos je 2,5. Udeo flavan-3-ola je najnizi u vinu bez dodatih semenki
ocedenom nakon 6 dana maceracije (M-Clyy) iznosi 29 %. Najvisi udeo flavan-3-ola

utvrden je u vinima M-C4,404, M-C72004 1 M-C83004, 1 kojima se kretao od 80 do 82 %.

4.1.3 Uticaj odnosa cvrste i tecne faze u kljuku na boju vina

4.1.3.1.Uticaj dodatka sepurine u kljuk na boju vina

U toku maceracije kljuka od grozda sorte vinove loze Cabernet sauvignon (berba
2003) sa odredenim udelom Sepurine (25, 50 i 100 %) utvrden je negativan uticaj Sepurine na
intenzitet boje u vinima Cs-B25003 1 Cs-B82003. U vinima iz berbi 2004. 1 2005. intenzitet boje
nakon 6 1 9 dana maceracije opada sa porastom udela Sepurine i u svim vinima je nizi od

intenziteta boje kontrolnog vina. (tabela 18).
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Tabela 18. Promene boje vina Cabernet sauvignon u zavisnosti udela Sepurine u
kljuku

Vino Intenzitet Nijansa A420 (%) A520 (%) A620 (%) d4 (%)
boje boje

2003.
Cs-Blyoo3 1,442 0,554 34,60 62,41 2,98 69,88
Cs-B22003 0,999 0,670 38,94 58,06 3,00 63,88
Cs-B32003 1,108 0,674 38,81 57,58 3,61 63,16
Cs-B4,003 1,488 0,659 38,30 58,06 3,63 63,89
Cs-B52003 1,071 0,672 38,93 57,89 3,17 63,63
Cs-B62903 1,034 0,674 38,78 57,54 3,67 63,11
Cs-B72003 1,156 0,673 38,93 57,78 3,29 63,47
Cs-B8p03 0,888 0,700 39,41 56,36 4,28 61,20
2004.
Cs-Blyps 0,738 0,795 37,94 47,69 14,36 45,17

Cs-B23004 0,522 0,789 38,12 48,27 13,60 46,43
Cs-B32004 0,497 0,846 39,84 47,08 13,08 43,80
Cs-B4y004 0,502 0,906 40,63 44,80 14,54 38,43
Cs-B53004 0,761 0,740 36,40 49,14 14,46 48,25
Cs-B6ygos 0,642 0,828 38,32 46,26 15,42 41,92
Cs-B72004 0,476 0,985 42,02 42,64 15,33 32,75
Cs-B8yp04 0,446 1,012 43,90 39,80 16,30 24,37
2005.
Cs-Bl2gos 1,311 0,574 36,50 52,58 10,92 45.09
Cs-B23005s 0,988 0,649 37,30 51.50 11.20 52.91
Cs-B300s 1,067 0,619 39,60 47.35 13.05 44.40
Cs-B4yp0s 0,854 0,670 41,20 47.22 14.58 40.93
Cs-B5200s 1,042 0,648 35,00 51.75 13.25 48.90
Cs-B6sgos 0,985 0,734 40,56 46.04 13.40 41.40
Cs-B7200s 0,941 0,635 41,60 45.28 13.12 39.57
Cs-B8yp0s 0,913 0,686 44,10 41.40 14.50 29.22

Kontrolno vino Cabernet sauvignon Cs-Bl,pp; imalo je veoma dobru boju. Visok
intenzitet (1,442) 1 niska nijansa boje (0,554), u skladu je sa visokim udelom crvene boje
(Asz % = 62,41) 1 d4 (%) vrednoscu, (69,88). Dodatkom 25 % Sepurine u kljuk nijansa boje
vina se povecala. Udeo crvene boje je bio ve¢i u vinima dobijenim iz kljuka sa povecanim
udelom Sepurine. Najveca nijansa boje (0,700) i najnizi inatenzitet boje (0,888) utvrdeni su u
vinu proizvedenom nakon maceracije u trajanju 9 dana uz dodatak 100 % Sepurine. Niti u
jednom uzorku vina Cabernet sauvignon (2003) dA4(%) vrednost nije opala ispod 61 %.

Sazrevanje grozda tokom 2004. godine bilo je oteZzano usled relativno niskih

temperatura 1 uopste losijih agroekoloSkih uslova, u odnosu na predhodnu (2003) godinu.
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Grozde je obrano u fazi kada je imalo prosecan sadrzaj Secera, ali u isto vreme i visok sadrzaj
ukupnih kiselina. To ukazuje na Cinjenicu da fenolna zrelost grozda nije bila adekvatna.
Koli¢ina padavina u junu, julu i avgustu je bila dvostruko veéa u odnosu na predhodnu
godinu. Srednje dnevne temperature u avgustu bile su za 4 ° nize u odnosu na 2003. godinu.

Intenzitet boje vina berbe 2004 bio je nizak u svim uzorcima. Najvisi intenzitet boje
utvrden je u kontrolnim vinima (Cs-Blgos 1 Cs-B55004). Povecanje udela Sepurine u kljuku
umanyjilo je intenzitet boje vina. U isto vreme nijansa boje se povacavala sa pove¢anjem udela
Sepurine 1 duzine trajanja maceracije. Najveca vrednost nijanse boje utvrdena je u vinu Cs-
B82004, gde je iznosila 1,012. U tom vinu udeo zute boje (A4x0 +) bio je veci od udela crvene
boje.

Vrednsot d4 (%) u svim uzorcima vina Cabernet sauvignon, berbe 2004, bila je niska,
a u vinu Cs-B8g04 iznosila je svega 24,37 %. U svim uzorcima izmeren je visok udeo plave
boje (A0 %) 1 kretao se u intervalu 13,08 % do 16,30 %.

Los$ kvalitet boje ovih vina mogao bi se objasniti interakcijama izmedu antocijana i
fenolnih jedinjenja Sepurine, ali i razblaZzenjem vina vodom izdvojenom iz nedovoljno zrele
Sepurine. Na boju su verovatno znacajno uticale i mineralne materije ekstrahovane iz Sepurine
(pre svega kalijum), usled ¢ega je doslo do porasta pH vrednosti i promene boje vina.

Boja vina Cabernet sauvignon, berbe 2005, bila je neSto bolja od predhodne berbe
(2004), bez obzira Sto su uslovi za sazrevnje grozda bili loSi. Intenzitet boje kontrolnih vina
(Cs-Blagos 1 Cs-B5200s5) su veéi od intenziteta boje vina sa povecanim udelom Sepurine. Udeo
crvene boje (Asy %) opadao je, a udeli Zute (Asz0 %) 1 plave (Ago %) su se povecavali sa
povecanjem udela Sepurine u kljuku i vremena trajanja maceracije. Najvisa vrednost dA4(%)
utvrdena je u vinu Cs-B2500s5 (25 % Sepurine, 6 dana maceracije). U vinima koja su cedena
nakon 9 dana maceracije, vrdnost dA(%) opadala je sa povecanjem udela Sepurine, tako da je

u vinima sa dodatkom 50 % i 100 % Sepurine bila niza od 40 %.

Uticaj povecanog udela Sepurine u kljuku na boju vina Merlot prikazan je u tabeli 19.
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Tabela 19. Promene boje vina Merlot u zavisnosti od udela Sepurine u kljuku
Vino Intenzitet Nijansa Au (%) Asz (%)  Aso (%) d4 (%)
boje boje

2003.
M-Bl,003 0,657 0,648 38,20 58,90 2,89 65,11
M-B25003 1,064 0,652 38,06 58,36 3,57 64,33

M-B35003 1,058 0,702 39,69 56,52 3,78 61,54
M-B4,003 1,140 0,689 39,29 57,02 3,68 62,31
M-B52003 1,006 0,697 39,76 57,06 3,18 62,37

M-B6,¢03 0,988 0,728 40,48 55,56 3,95 60,02
M-B75003 1,002 0,750 41,02 54,69 4,29 58,57
M-B82003 0,976 0,753 41,08 54,51 4,41 58,27
2004.
M-B 12004 0,387 0,784 38,50 49,09 12,40 48,15
M-B2004 0,364 0,826 39,28 47,53 13,19 44,79
M-B32004 0,430 0,796 38,14 47,91 13,95 45,63
M-B4,004 0,371 0,894 40,97 45,82 13,21 40,88
M-B52004 0,394 0,942 41,62 44,16 14,21 36,78
M-B62004 0,454 0,792 37,00 46,70 16,30 42,92
M-B75004 0,523 0,800 36,71 45,89 17,40 41,04
M-B82004 0,425 1,069 43,29 40,47 16,23 26,45

Dodatak Sepurine u kljuk povecava intenzitet boje u odnosu na kontrolno vino Merlot
M-B 15003, u kome je intenzitet bio najnizi. Najveci inetnzitet boje utvrden je u vinu M-B4,403.
Intenzitet boje vina Merlot berbe 2003, ne menja se znacajno sa povecanjem udela Sepurine u
kljuku, i uglavnom se krec¢e oko 1.

Nijansa boje vina koja su dobijena maceracijom u toku 9 dana je blago porasla, u
odnosu na kontrolno vino. Nijansa boje vina proizvedenih nakon 9 dana maceracije bila je
neznatno veca od nijanse boje vina Merlot nakon 6 dana maceracije. Povecanjem udela
semenki, kao 1 vremena trajanja maceracije (9 dana) blago je opado udelo crvene boje Asyg
(%) 1 vrednost d4 (%).

Intenzitet boje vina Merlot berbe 2004 bio je nizak, §to je u saglasnosti sa rezultatima
ptikazanim u tabeli 16 iz kojih se vidi da je udeo antocijana u ukupnim fenolima nizak.
Nijansa boje svih vina je visoka i povecava se sa povecanjem udela Sepurine u kljuku. U vinu
M-B8,004 (trostruka koli¢ina semenki, 9 dana maceracije), nijansa boje prelazi vrednost 1. U
tom uzorku bio je veci udeo Zute boje Ao (%) od udela crvene boje Asy (%). Povecanjem
udela Sepurine povecava se udeo plave boje vina (Ago %) (Stankovié-Opsenica, 2005). U
vinima Merlot (2004) udeo plave boje bioje izuzetno visok i kretao se u ganicama od 12,40 %

do 17,40 %. Vrednost d4 (%) bila je niska u svim uzorcima. Najnize vrednosti d4 (%)
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zabelezene su u uzorcima M-B5;004 1 M-B8,¢04, 1 bile su nize od 40, Sto je neprihvatljivo za

mlada crvena vina.

4.1.3.2. Uticaj dodatka semenki u kljuk na boju vina

U tabeli 20. prikazani su rezultati parametara boje vina Cabernet sauvignon, u

zavisnosti od dodatka semenki u kljuk.

Tabela 20. Promene boje vina Cabernet sauvignon u zavisnosti udela semenki u

kljuku
Vino Intenzitet Nijansa A420 (%) A520 (%) A620 (%) d4 (%)
boje boje
2003.
Cs-Cl 003 1,442 0,554 34,60 62,41 2,98 69,88
Cs-C22003 1,140 0,657 37,81 57,54 4,65 63,11
Cs-C32003 1,140 0,677 38,60 57,02 4,38 62,31
Cs-C4a003 1,193 0,660 38,47 58,25 3,27 64,17
Cs-C52003 1,071 0,672 38,93 57,89 3,17 63,63
Cs-C62003 1,020 0,710 40,00 56,27 3,72 61,15
Cs-C72003 1,107 0,717 39,84 55,55 4,61 60,00
Cs-C81003 1,073 0,659 38,11 57,80 4,09 63,49
2004.
Cs-Clao4 0,738 0,795 37,94 47,69 14,36 45,17
Cs-C23004 0,807 0,709 35,31 49,81 14,87 54,23
Cs-C32004 0,639 0,902 40,68 44,44 14,88 37,49
Cs-C4r004 0,613 0,855 39,47 46,16 14,37 41,68
Cs-C52004 0,761 0,740 36,40 49,14 14,46 48,25
Cs-C62004 1,033 0,642 33,88 52,76 13,36 55,23
Cs-C72004 0,816 0,724 36,27 50,12 13,61 50,24
Cs-C8004 0,734 0,713 35,28 49,45 14,28 49,89
2005.
Cs-Cl 05 1,311 0,574 36,50 52,58 10,92 45.09
Cs-C22005 0,982 0,603 37,90 50,20 11,90 50,40
Cs-C32005 1,014 0,567 37,90 50,80 11,30 51.57
Cs-C4a005 1,371 0,607 39,60 51,80 8,60 53,47
Cs-C52005 1,042 0,648 35,00 51.75 13.25 48.90
Cs-C62005 1,225 0,594 37,20 53.68 9,12 56,85
Cs-C72005 1,054 0,616 39,60 51,35 9,05 52,63
Cs-C82005 1,260 0,608 39,00 50,90 10,10 51,77

Intenzitet boje vina Cabernet sauvignon berbe 2003, cedenih nakon 6 dana maceracije

sa dodatkom semenki, opao je za 0,25 - 0,3 u odnosu na kontrolno vino (Cs-C1;003). Intnezitet

boje vina proizvedenih nakon 9 dana maceracije samo je blago oscilovao, u zavinsosti od

koli¢ine semenki, ali niti u jednom vino nije opao ispod 1. Nijansa boje blago je povecana kod
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vina proizvedenih sa povecanim udelom semenki u kljuku. Izuzetak je vino Cs-C83003 u
kojem je nijansa boje bila na nivou kontrolnog vina (Cs-C5;003). Pormene intenziteta boje 1
nijanse u skladu su sa promenama udela pojedinih boja (A4 (%), Asz (%) 1 Aeo (%)).
Vrednost d4 (%) je u svim vinima bila visoka (iznad 60), a najviSe vrednosti imala su
kontrolna vina (Cs-Cl903 1 Cs-C52003).

U vinima proizvedenim od grozda koje je sazrevalo u loSijim uslovima (berba 2004),
dodatak + 100 % semenki izazvao je blagi porast intenziteta bije (vina Cs-C23004 1 Cs-C62004),
da bi dodatak vecih koli¢ina semenki (+200% i +300%) osim kod vina Cs-C6,¢94 1 Cs-C72004,
koja su imala intenzivniju boju od kontrolnog vina. U vinima Cs-C25¢04 1 Cs-C62004, utvrden
je najveci udeo crvene boje (Aszo (%)), a nijansa boje je bila niza u odnosu na kontrolna vina
(Cs-Clapo4 1 Cs-C52004). U skladu sa promenama intenziteta i nijanse boje, menjala se i
vrednost d4 (%). Vrednost d4 (%) u vinima berbe 2004, bila je znatno niza od d4 (%)
vrednosti u vinima berbe 2003, a u jednom uzorku niza od 40 (vino Cs-C3;p04). Na osnovu
ovakvih rezultata, moglo bi se zakljuciti da je poveéanje koli¢ine semenki u kljuku za 100 %,
u odnosu na prirodni sadrzaj, pozitivno uticalo na kvalitet boje vina Cabernet sauvignon.

Dodatak semenki u kljuk grozda Cabernet sauvignon, berbe 2005, izazvao je promene
intenziteta boje vina, ali dodatkom +300 % semenki kod vina Cs-C4,40s 1 Cs-C8,¢0s, intenzitet
boje povecan je iznad intenziteta boje kontrolnih vina Cs-C1,9s (6 dana) i Cs-C5,¢05 (9 dana).
Nijansa boje se nezantno menjala a u vinu Cs-C800s5 (9 dana maceracije, +300 % semenki),
bila je niza od nijanse boje kontrolnog vina Cs-C5y005 (9 dana maceracije bez dodatka
semenki). Vrednosti d4(%) bile su uobiCajene za mlada crvena vina i kretale se u intervalu

45,09 (Cs-Cl,005) do najvise 56,85 (Cs-Cb6209s, devet dana maceracije, +100% semenki).

U tabeli 21. prikazani su rezultati parametara boje vina Merlot u zavisnosti od dodatka

semenki u kljuk.
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Tabela 21. Promene boje vina Merlot u zavisnosti udela semenki u kljuku
Uzorak Intenzitet ~ Nijansa A (%) Asz (%) Aeo (%) d4 (%)
boje boje

2003.
M-Clg03 0,657 0,648 38,20 58,90 2,89 65,11
M-C25003 1,033 0,635 37,66 59,24 3,10 65,60
M-C32003 1,295 0,628 37,06 59,00 3,94 65,25
M-C45003 1,364 0,640 37,39 58,36 4,25 64,32
M-C53003 1,006 0,697 39,76 57,06 3,18 62,37
M-C62003 1,140 0,676 38,60 57,10 4,30 62,44
M-C75003 1,027 0,692 38,75 55,99 5,26 60,69

M-C82003 1,085 0,690 39,08 56,59 4,33 61,64
2004.

M-Cl 004 0,387 0,784 38,50 49,09 12,40 48,15

M-C25004 0,341 0,966 42,23 43,62 14,08 35,57

M-C32004 0,354 0,987 42,37 42,94 14,69 33,55
M-C45004 0,516 0,868 39,53 45,54 14,92 40,21
M-C52004 0,394 0,942 41,62 44,16 14,21 36,78
M-C62004 0,426 0,889 40,32 45,38 14,30 39,79
M-CT72004 0,468 0,834 38,88 46,58 14,53 42,66
M-C82004 0,436 0,943 41,74 44,27 14,00 37,05

Intenzitet boje vina Merlot (berba 2003) dvostruko je povecan dodatkom trostruke
koli¢ine semenki u kljuk (vino M-C4,403) u odnosu na kontrolno vino proizvedeno nakon 6
dana maceracije. Nakon 9 dana maceracije, dodatak semenki u kljuk nije bitno uticao na
intenzitet boje vina. Takode, dodatak semenki i duzina maceracije (6 odnosno 9 dana) nisu
imali znacajnog uticaja na nijansu boje vina Merlot, berbe 2003. U svim uzorcima utvrden je
visok udeo crvene boje (Asy %), 1 niski udeli Zute 1 plave boje. Vrednost d4 (%) niti u
jednom vinu nije bila niza od 60. Dodatak semenki u kljuk i porduZena maceracija (9 dana)
dali su lo$ije parametre boje vina u odnosu na maceraciju u trajanju 6 dana. Maceracija u
trjanju od 9 dana doprinela je porastu intenziteta boje samo kod kontrolnog vina (M-C5203) u
odnosu na kontrolno vino (M-Cl5¢3).

Dodatak trostruke koli¢ine semenki (M-C4,904) u kljuk od nedovoljno zrelog grozda
(berba 2004) doveo je do porasta intenziteta boje za 0,129 u odnosu na kontrolno vino, nakon
6 dana maceracije (M-Cl,g4). Medutim u kontrolnom vinu je utvrdena najniza nijansa boje i
najveca vrednost d4(%). U svim izorcima vina udeo plave boje Agzo (%) je povecan u odnosu
na kontrolno vino M-Clyg4. Na osnovu rezultata u tabeli 20 moze se zakljuciti da dodatak
semenki u kljuk i dugotrajnija maceracija, grozda koje je sazrevalo u loSim uslovima, daju

loSe parametre boje crvenog vina.
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Ako se uporede boje vina proizvedenih od grozda koje je sazrevalo u razliitim
uslovima (srednje temperature, koli¢ina padavina), moze se zapaziti da povecan sadrzaj
¢vrstih delova grozda u kljuku zrelog grozda, blago smanjuje intenzitet i povecava nijansu
boje. Kod vina proizvedenog od grozda koje je sazrevalo u lo$ijim uslovima, povecani udeo
Sepurine u kljuku uzrok je losijim parametrima boje vina. Dodatak semenki u kljuk uglavnom

je pozitivno delovao na boju vina od nedovoljno zrelog grozda.

4.2. UTICAJ OBRADE VINA SREDSTVIMA ZA BISTRENJE I
STABILIZACIJU NA FENOLNA JEDINJENJA 1 BOJU

Bistrenje i stabilizacija vina je neophodan postupak kojim se iz vina uklanjaju Cestice
mutnoce i materije koje vino ¢ine nestabilnim i mogu izazvati naknadna zamuéenja. Vino
namenjno trziStu mora biti kristalno bistro, stabilno i bez taloga, osim u nekim sluc¢ajevima
kada se radi o veoma starim vinima. Proces bistrenja i stabilizacije vina podrazumeva vrSenje
odredenih tehnoloskih operacija (pretakanja, filtracije), obrada niskim 1 visokim
temperaturama, ,,plavo™ bistrenje vina, i obradu sa jednim ili viSe enoloskih sredstava.
NajcCeS¢e se obrada vina, u fazi finalizacije, vr$i kombinacijom nekoliko postupaka i
enoloskih sredstava.

Ogledna vina proizvedena metodom klasi¢ne vinifikacije, dobijena od kljuka sa
povecanim udelom Sepurine odnosno, semenki obradena su uobiCajenim sredstvima za
bistrenje i stabilizaciju vina. Od organskih sredstava upotrebljen je Zelatin visoke Cistoce Cija
sposobnost Zeliranja iznosi 100 Blooma. Zelatin, komercijalnog naziva Gelaxina ORO, ima
visoku sposobnost flokulacije za polifenolna jedinjenja. Albumin ALBUCLAR, je proizveden
posebnim postupkom kako bi se saCuvale karakteristike proteina belanceta. Prema deklaraciji
koju daje proizvodac, ovo enolosko sredstvo ima odlicnu rastvorljivost 1 visok afinitet prema
taninima. Preporucuje se, prvenstveno za tretman crvenih vina.

Od neorganskih sredstava upotrebljen je jedan tip bentonita i polivinilpolipirolidon
(PVPP). Polivinilpolipirolidon visoke Cistoce i adsorptivne sposobnosti, odlikuje se visokom i
specificnom sposobnos¢u adsorpcije fenolnih materija, a naro€ito tanina podloznih oksidaciji.
Potpuno je hemijski inertan i pogodan za primenu u enologiji. Proizvoda¢ navodi da PVPP u
obradi crvenih vina uzrokuje minimalno smanjenje intenziteta boje. Preporucuje se za
eliminisanje zuto-narandzastih nijansi kod crvenih vina i smanjenje sadrzaja tanina kod

mladih crvenih vina. Drugo neorgansko enoloSko sredstvo upotrebljeno za bistrenje i
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stabilizaciju vina je aktivirani granulisani Na-bentonit velike sposobnosti eliminacije tanina,
PLUSGRAN, bentonit proizveden je od montmorilontnih minerala iz nalazista u podrucju
Mediterana. Karakteristike minerala 1 postupak aktiviranja omogucuju dobijanje bentonita
visoke sposobnosti eliminacije proteina. Podesan je za stabilizaciju vina u zavr$nim fazama
pripreme za flaSiranje.

Uticaj obrade vina sredstavima za bistrenje 1 stabilizaciju na koli¢inu fenolnih
jedinjenja u vinima Cabernet sauvignon proizvedenim od kljuka sa povecanim udelom
Sepurine, prikazan je u tabeli 22.

Tabela 22. Promena sadrzaja fenolnih jedinjenja vina Cabernet sauvignon proizvedenih sa
dodatkom Sepurine u zavisnosti od primenjenog sredstva za bistrenje i stabilizaciju

Vino Pre obrade Albumin Zelatin Bentonit PVPP
Cs-B1lygos 1,239 1,271 1,209 0,936 1,372
Cs-B25005 1,388 1,415 1,406 1,053 1,316
Cs-B32005 1,431 1,303 1,463 1,111 1,346
Cs-B4,g0s 1,436 1,223 1,484 1,245 1,457
Cs-B55005 1,569 1,578 1,606 1,426 1,596
Cs-B62gos 1,579 1,377 1,558 1,351 1,468
Cs-B72005 1,521 1,346 1,489 1,319 1,473
Cs-B80s 1,729 1,521 1,628 1,617 1,750

U pojedinim vinima proizvedenim iz kljuka sa povec¢anim udelom Sepurine, nakon
obrade sredstvima za bistrenje i stabilizaciju, utvrdene su promene sadrzaja ukupnih fenolnih
jedinjenja u odnosu na isto vino pre obrade. NajviSe fenolnih jedinjenja iz vina uklonjeno je
nakon obrade albuminom i bentonitom. Tako je albumin iz vina Cs-B4,09s (6 dna maceracije,
100 % sepurine) uklonio 15 % fenolnih jedinjenja. Nakon obrade albuminom, vina Cs-B70¢s
(9 dana maceracije, 50 % Sepurine), sadrZaj ukupnih fenolnih materija smanjen je za 12,5 %.

Nakon obrade vina bentonitom, u kontrolnom vinu Cs-Bl,gps (6 dana maceracije bez
Sepurine) i Cs-B2590s (6 dana maceracije, 25 % Sepurine), sadrzaj ukupnih fenolnih materija
smanjen je za oko 25 %. Bentonit je najmanje uticao na sadrzja fenolnih jedinjenja u vinu Cs-
B82005 (9 dana maceracije, 100 % Sepurine). Obrada vina sa Zelatinom i PVPP-om nije bitno
umanjila sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja niti u jednom uzorku.

Uticaj obrade vina sredstvima za bistrenje i stabilizaciju na koli¢inu fenolnih
jedinjenja u vinima Cabernet sauvignon proizvedenim od kljuka sa poveéanim udelom

semenki, prikazan je u tabeli 23.
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Tabela 23. Promena sadrzaja fenolnih jedinjenja vina Cabernet sauvignon proizvedenih sa
dodatkom semenki u zavisnosti od primenjenog sredstva za bistrenje i stabilizaciju

Ogledno vino  Pre obrade Albumin Zelatin Bentonit PVPP
Cs-Clgos 1,239 1,271 1,209 0,936 1,372
Cs-C2;005 1,516 1,287 1,484 1,245 1,457
Cs-C32005 1,543 1,066 1,681 1,223 1,553
Cs-C4r005 3,612 2,692 3,197 2,819 3,133
Cs-C52005 1,569 1,578 1,606 1,426 1,596
Cs-Cb2005 1,814 1,596 1,691 1,617 1,750
Cs-C72005 2,064 1,814 2,005 1,835 1,941
Cs-C8200s 3,527 3,048 2,500 3,064 3,080

U skladu sa ve¢inom citiranih literarnih navoda (Revilla i sar., 1995) upotrebljena
enoloska sredstva smanjila su koli¢inu fenonih jedinjenja. Bentonit je veoma intenzivno
smanjivao koli¢inu fenolnih jedinjenja, narocito u vinima koja su proizvedena kratkotrajnijom
maceracijom (6 dana). Koli¢ina ukupnih fenolnih jedinjenja u vinima proizvedenim
maceraciojom u trajanju 6 dana, nakon tretmana albuminom, smanjena je za najvise 25,50 %.
Kako je u literaturi navedeno (Revilla i sar., 1993), vece smanjenje sadrzaja fenolnih
jedinjenja zabelezeno je u vinima bogatijim tim jedinjenjima, tj. u vinima proizvedenim uz
dodatak semenki u fazi maceracije. Koli¢ina fenolnih jedninjenja u vinu sa dodatkom
trostruke koli¢ine semenki i maceracijom u trajanju 9 dana (Cs-C8;ys), opala je za 29 %
nakon obrade Zelatinom. U kontrolnim vinima, samo je bentonit znacajnije umanjio sadrzaj
fenolnih jedinjenja, u vinu proizvedenom maceracijom kljuka u toku 6 dana.

Uticaj obrade vina Cabernet sauvignon sredstavima za bistrenje i stabilizaciju na
koli¢inu antocijana u vinima proizvedenim od kljuka sa pove¢anim udelom Sepurine, prikazan
je u tabeli 24.

Tabela 24. Promena sadrZaja antocijana vina Cabernet sauvignon proizvedenih sa dodatkom
Sepurine u zavisnosti od primenjenog sredstva za bistrenje i stabilizaciju

Vino Pre obrade Albumin Zelatin Bentonit PVPP
Cs-B1gos 0,269 0,231 0,194 0,223 0,156
Cs-B25005 0,277 0,242 0,208 0,208 0,207
Cs-B32005 0,248 0,201 0,164 0,189 0,161
Cs-B4005 0,240 0,203 0,162 0,179 0,151
Cs-B52905 0,319 0,264 0,220 0,248 0,241
Cs-B62gos 0,344 0,303 0,187 0,281 0,208
Cs-B72005 0,245 0,186 0,136 0,182 0,161
Cs-B82g0s 0,115 0,091 0,053 0,103 0,073

Evidentno je da obrada vina PVPP-om i Zelatinom intenzivno smanjuje koli¢inu
antocijana u vinu, proizvedenim od kljuka obogacenog Sepurinom. Posledice obrade vina

albuminom i zelatinom su blaze. Kada se uporede sadrzaji antocijana pre i nakon obrade
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svakog pojedinacnog vina, vidi se da je najviSe antocijana (43%) uklonjeno iz kontrolnog vina
Cs-Blygps (6 dana maceracije), dok je isto sredstvo iz kontrolnog vina Cs-B5;p0s (9 dana
maceracije) uklonilo 25 % antocijana. Obradom vina Zelatinom sadrZaj antocijana je smanjen
viSe u vinima proizvedenim od kljuka sa ve¢im udelom Sepurine. Takode, viSe antocijana je
uklonjeno iz vina u toku ¢ije proizvodnje je primenjena duza maceracija. Obradom vina Cs-
B800s (9 dana maceracije), uklonjeno je ¢ak 54 % antocijana u odnosu na isto vino pre
obrade. Obrada vina albuminom i bentonitom podjednako je uticala na sadrZaj antocijana u
vinima. Obradom vina Cs-B8;ps (9 dana maceracije) bentonitom uklonjeno je 11 %
antocijana, ali to vino je i pre obrade saadrzalo najmanju koli¢inu antocijana.

Uticaj obrade vina sredstavima za bistrenje 1 stabilizaciju na koli¢inu antocijana u
vinima Cabernet sauvignon proizvedenim od kljuka sa pove¢anim udelom semenki, prikazan
je u tabeli 25.

Tabela 25. Promena sadrzaja antocijana vina Cabernet sauvignon proizvedenih sa dodatkom
semenki u zavisnosti od primenjenog sredstva za bistrenje i stabilizaciju

Vino Pre obrade Albumin Zelatin Bentonit PVPP
Cs-Clgos 0,269 0,231 0,194 0,223 0,156
Cs-C25005 0,349 0,300 0,238 0,252 0,220
Cs-C3005 0,292 0,248 0,213 0,227 0,208
Cs-C4r005 0,232 0,183 0,094 0,182 0,093
Cs-C55005 0,319 0,264 0,220 0,248 0,241
Cs-C62005 0,420 0,327 0,179 0,312 0,202
Cs-C72005 0,244 0,187 0,095 0,190 0,171
Cs-C82005 0,210 0,161 0,083 0,183 0,129

Obrada vina proizvedenih od kljuka sa povec¢anim sadrzajem semenki, sredstvima za
bistrenje 1 stabilizaciju, daje sli¢ne rezultate kao i1 obrada vina obogacenih fenolnim
jedinjenima Sepurine. U pogledu sadrzaja antocijana, najveée smanjenje utvrdeno je nakon
obrade vina Zelatinom i PVPP-om. Zelatin blaze deluje na antocijane u vinima Cs-C2;0s 1 Cs-
C3,005 (6 dana maceracije) nego u vinima sa dodatkom iste koli¢ine semenki, cedenim nakon
9 dana maceracije (Cs-C62095 1 Cs-C72905). Nakon obrade kontrolnog vina Cs-Cl,g0s (6 dana
maceracije) PVPP-om uklonjeno je znatno viSe antocijana nego nakon obrade kontrolnog
vina Cs-C5005 (9 dana maceracije). Obradom vina (6 dna maceracije) bentonitom uklonjeno
je nesto vise antocijana u odnosu na obradu istih vina albuminom. Kada se posmatraju vina
proizvedena nakon 9 dana maceracije, moze se zapaziti da su rezultati obrade sa ova dva
sredstva, sli¢ni u pogledu uticaja na sadrzaj antocijana. Izuzetak je vino Cs-C8390s (+300 %
semenki, 9 dana maceracije) iz kojeg je obradom bentonitom uklonjen najmanji procenat

antocijana. Treba ipak ukazati da je to vino i1 pre obrade sadrzalo najmanje antocijana.Uticaj
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obrade vina sredstavima za bistrenje i stabilizaciju na koli¢inu flavan-3-ola u vinima Cabernet
sauvignon proizvedenim od kljuka sa pove¢anim udelom Sepurine, prikazan je u tabeli 26.

Tabela 26. Promena sadrzaja flavan-3-ola vina Cabernet sauvignon proizvedenih sa
dodatkom Sepurine u zavisnosti od primenjenog sredstva za bistrenje i stabilizaciju

Vino Pre obrade Albumin Zelatin Bentonit PVPP
Cs-B1gos 0,156 0,073 0,060 0,086 0,148
Cs-B2905 0,247 0,151 0,165 0,215 0,177
Cs-B32005 0,260 0,190 0,177 0,225 0,184
Cs-B4005 0,383 0,112 0,151 0,281 0,188
Cs-B52905 0,268 0,242 0,151 0,268 0,190
Cs-B62gos 0,281 0,268 0,112 0,250 0,112
Cs-B72005 0,282 0,281 0,125 0,203 0,138
Cs-B82g0s 0,320 0,216 0,138 0,225 0,130

Obradom vina albuminom uklonjena je velika koli¢ina flavan-3-ola. Ovo organsko
sredstvo snaznije je delovalo u vinima Cs-Blygs - Cs-B4,gs (6 dana maceracije). Najvise
flavan-3-ola uklonjeno je obardom kontrolnog vina i vina proizvedenog od kljuka sa 100 %
Sepurine, a najmanje iz vina Cs-B300s (6 dana maceracije, 50 % Sepurine). Sli¢an rezultat
dobije je nakon obrade vina Zelatinom. Obradom vina bentonitom uklonjeno je 45 % flavan-
3-ola iz kontrolnog vina (Cs-B1290s). U vinima oboga¢enim fenolima Sepurine, taj procenat je
znatno manji u odnosu na ista vina pre obrade. Rezultat obrade neorganskim sredstvom
visokog afiniteta prema fenolnim jedinjenjima, bio je donekle ocekivan. Sadrzaj flavan-3-ola
nakon obrade PVPP-om smanjen je najviSe u vinima najbogatijim u ovim jedinjenjima. MozZe
se zapaziti da je smanjenje sadrZaja flavan-3-ola najmanje, obradom vina proizvedenih nakon
maceracije u trajanju 9 dana. Zelatin i PVPP uklonili su veéi procenat flavan-3-ola iz vina
koja su 1 pre obrade sadrzala vece koli¢ine fenolnih jedinjenja Sepurine.

Uticaj obrade vina sredstavima za bistrenje 1 stabilizaciju na koli¢inu flavan-3-ola u
vinima Cabernet sauvignon proizvedenim od kljuka sa pove¢anim udelom semenki, prikazan
je u tabeli 27.

Tabela 27. Promena sadrzaja flavan-3-ola vina Cabernet sauvignon proizvedenih sa
dodatkom semenki u zavisnosti od primenjenog sredstva za bistrenje i stabilizaciju

Ogledno vino  Pre obrade Albumin Zelatin Bentonit PVPP
Cs-Clagos 0,156 0,073 0,060 0,086 0,148
Cs-C2005 0,292 0,190 0,130 0,320 0,130
Cs-C3:005 0,333 0,151 0,193 0,359 0,294
Cs-C42005 1,145 0,645 0,333 1,035 0,606
Cs-C52005 0,268 0,242 0,151 0,268 0,190
Cs-C6200s 0,437 0,203 0,130 0,359 0,138
Cs-C72005 0,515 0,294 0,151 0,346 0,229
Cs-C8,00s 1,271 0,788 0,430 0,684 0,450
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Obrada vina obogacenih fenolnim jedinjenjima semenki dala je slicne rezultate u
pogledu sadrzaja flavan-3-ola, kao 1 obrada vina obogacéenih fenolima Sepurine. Koli¢ina
flavan-3-ola koja je uklonjena obradom vina Zelatinom, veéa je kod vina sa povecanim
sadrzajem semenki u kljuku. Albumin je ispoljio nesto blaZzi uticaj na sadrzaj flavan-3-ola kod
vina obogacéenih fenolima semenki (Cs-C259s5 do Cs-C4,9s 1 Cs-C62095 do Cs-C8;9s). Obrada
bentonitom uzrokovala je neSto umerenije smanjenje sadrzaja flavan-3-ola, u donosu na
obradu organskim sredstvima. [zuzetak je vino Cs-C8,¢9s (9 dana maceracije, 300 % semenki)
iz kojeg je nakon obrade bentonitom uklonjeno 47 % flavan-3-ola. PVPP je pokazao visok
afinitet prema ovim jedinjenjima. Obradom vina ovim neorganskim sredstvom sadrzaj flavan-
3-ola smanjen je najviSe u vinima sa najve¢im sadrzajem flavan-3-ola pre obrade. Sadrzaj
flavan-3-ola u vinima proizvedenim od kljuka obogacenog sa 300 % semenki, 1 nakon obrade
zelatinom i PVPP-om bio je skoro dvostruko ve¢i od sadrzaja flavan-3-ola u kontrolnom vinu
pre obrade.

Ako se uporede rezultati obrade vina obogacenih fenolnim jedinjenjima Sepurine i vina
obogacenih fenolnim jedinjenjima semenki, moZe se konstatovati da je delovanje primenjenih
sredstava za obradu vina slicno. Efekti sredstava za bistrenje i stabilizaciju vina, u pogledu
promena sadrZaja antocijana, sli¢ni su, bez obzira da li se radi o vinima obogac¢enim fenolnim
jedinjenjima iz Sepurine ili semenki. Obradom vina obogacenih fenolnim jedinjenjima
semenki Zelatinom, uklonjena je veca koliCina flavan-3-ola nego obradom vina obogacenih
fenolnim jedinjenjima Sepurine. Albumin je blaze delovao na fenolna jedinjenja semenki nego
Sepurine. Obrada vina bentonitom i polivinilpolipirolidonom dala je sli¢ne rezultate, u
pogledu sadrzaja flavan-3-ola, bez obzira na to da li su vina obogacena fenolnim jedinjenjima
Sepurine ili semenki.

Obradom mladih vina bentonitom uklanja se viSe boje nego obradom Zelatinom
(Zoecklinu, 1988). Upotrebom bentonita za bistrenje mladih vina sorti Cabernet sauvignon i
Frankovka, utvrdeno je veliko smanjenje intenziteta boje (Stankovic¢ i sar., 2002). Obradom
vina sa 25 g/hl polivinilpolipirolidona (PVPP), koji se koristi u zastiti vina od oksidacije 1
omekSavanju ukusa crvenih vina bogatih u taninima, ustanovljeno je neznatno smanjenje
intenziteta boje, antocijana i taninskih materija (Ribereau-Gayon i sar.,1976).

Vrednosti intenziteta boje vina, kako kontrolnog tako i vina dobijenih od kljuka sa
povecanim udelom Sepurine 1 semenki, pre 1 nakon obrade enoloSkim sredstvima, prikazani su

u tabelama 28 1 29.
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Tabela 28. Promena intenziteta boje vina Cabernet sauvignon proizvedenih sa dodatkom
Sepurine u zavisnosti od primenjenog sredstva za bistrenje i stabilizaciju

Vino Pre obrade Albumin Zelatin Bentonit PVPP
Cs-B1lygos 1,311 1,292 1,252 1,195 1,300
Cs-B25005 0,988 0,972 0,936 0,883 0,978
Cs-B32005 1,067 1,022 0,970 0,968 1,027
Cs-B400s 0,854 0,776 0,795 0,737 0,816
Cs-B55005 1,042 0,946 0,969 0,882 1,004
Cs-B62gos 0,985 0,929 0,926 0,856 1,044
Cs-B72005 0,941 0,876 0,907 0,824 0,978
Cs-B8500s 0,913 0,895 0,761 0,859 0,932

Tabela 29. Promena intenziteta boje vina Cabernet sauvignon proizvedenih sa dodatkom
semenki u zavisnosti od primenjenog sredstva za bistrenje i stabilizaciju

Vino Pre obrade Albumin Zelatin Bentonit PVPP
Cs-Clagos 1,311 1,292 1,252 1,195 1,300
Cs-C25005 0,982 0,918 0,962 0,820 0,981
Cs-C35005 1,014 1,016 0,994 0,939 1,026
Cs-C4005 1,371 1,374 1,297 1,314 1,374
Cs-C55005 1,042 0,946 0,969 0,882 1,004
Cs-C62005 1,225 1,087 1,164 0,940 1,229
Cs-C72005 1,254 1,236 1,197 1,164 1,231
Cs-C85005 1,360 1,364 1,290 1,391 1,327

Intenzitet boje svih vina, kontrolnih i vina proizvedenih od kljuka obogaéenog
Sepurinom, opao je nakon obrade sredstvima za bistrenje i stabilizaciju vina, u odnosu na
intenzitet boje pre obrade. Obrada vina polivinilpolipirolidonom, skoro da nije uticala na
intenzitet boje svih vina, bez obzira na duzinu maceracije i udeo Sepurine. Obrada vina
albuminom, najviSe je umanjila intenzitet boje vina Cs-B4pps 1 Cs-B500s. Albumin je
minimalno umanjio intenzitet boje kontrolnog vina Cs-B1,¢s, vina proizvedenog od kljuka sa
dodatkom 25 % Sepurine (Cs-B2,¢9s) 1 vina proizvedenog nakon 9 dana maceracije kljuka od
celog grozda (Cs-B8y0s). Obrada Zelatinom, najblaze je uticala na intenzitet boje vina sa Cs-
B1j0s (kontrola, 6 dana) i Cs-B2;00s5 (25 % Sepurine, 6 dana maceracije). Zelatin je najvise
smanjio intenzitet boje vina Cs-B8,p0s (ceo grozd, 9 dana maceracije). Obrada vina Na-
bentonitom bitno je smanjila intenzitet boje vina, najviSe u sluCaju vina Cs-B4yps 1
kontrolnog vina Cs-B5,¢ps. Intenzitet vina dobijenog od kljuka celog grozda, nakon 9 dana
maceracije Cs-B8,00s, najmanje je smanjen upotrebom bentonita.

Intenzitet boje vina proizvedenih od kljuka obogac¢enog fenolnim jedinjenjima
semenki pretrpeo je manje promene nakon obrade srestvima za bistrenje i stabilizaciju. PVPP
skoro da uopSte nije menjao intenzitet boje. Albumin je blago smanjio intenzitet boje

kontrolnih vina i vina sa dodatkom 100 % semenki. Uticaj zelatina je, takode bio blag, nesto
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izrazeniji u vinima proizvedenim nakon 9 dana maceracije. Uticaj bentonita na intenzitet boje
bio je najvec¢i, od svih primenjenih enoloSkih sredstava. Slicno albuminu, bentonit je
minimalno uticao na intenzitet boje vina proizvedenih sa dodatkom 200 1 300 % semenki.

Vrednosti nijanse boje vina, kako kontrolnog tako i vina dobijenih od kljuka sa
povecanim udelom Sepurine i semenki, pre i nakon obrade enoloskim sredstvima, prikazani su
u tabelama 301 31.

Tabela 30. Promena nijanse boje vina Cabernet sauvignon proizvedenih sa dodatkom
Sepurine u zavisnosti od primenjenog sredstva za bistrenje i stabilizaciju

Vino Pre obrade Albumin Zelatin Bentonit PVPP
Cs-B1gos 0,574 0,585 0,591 0,594 0,583
Cs-B25005 0,649 0,631 0,646 0,676 0,633
Cs-B32005 0,619 0,623 0,614 0,637 0,615
Cs-B4005 0,670 0,669 0,682 0,713 0,677
Cs-B52905 0,648 0,643 0,642 0,668 0,647
Cs-B62gos 0,634 0,647 0,639 0,678 0,630
Cs-B72005 0,635 0,669 0,672 0,700 0,669
Cs-B8:gos 0,686 0,719 0,712 0,749 0,712

Tabela 31. Promena nijanse boje vina Cabernet sauvignon proizvedenih sa dodatkom
semenki u zavisnosti od primenjenog sredstva za bistrenje i stabilizaciju

Vino Pre bistrenja Albumin Zelatin Bentonit PVPP
Cs-Clgos 0,574 0,585 0,591 0,594 0,583
Cs-C200s 0,603 0,617 0,612 0,642 0,609
Cs-C3005 0,567 0,572 0,567 0,594 0,570
Cs-C4y0s 0,607 0,626 0,625 0,633 0,620
Cs-C52005 0,648 0,643 0,642 0,668 0,647
Cs-C6200s 0,594 0,611 0,608 0,641 0,631
Cs-CT200s 0,616 0,594 0,598 0,607 0,570
Cs-C8x005 0,608 0,609 0,620 0,630 0,625

Primenjena enoloska sredstva izazvala su neznatne oscilacije nijanse boje kontrolnih
vina i vina ,,obogacenih® fenolnim jedinjenjima Sepurine. Obrada vina bentonitom izazvala je
blago ,,posmedivanje* vina odnosno povecanje nijanse boje svih obradenih vina. Najvece
povecanje nijanse boje, u odnosu na ista vina pre obrade, bentonit je izazvao u vinima Cs-
B72005 1 Cs-B82¢0s (50 1 100 % Sepurine, 9 dana maceracije).

Promene nijanse boje vina proizvedenih od kljuka oboga¢enog fenolnim jedinjenjima
semenki bile su neznatne. Porast nijanse boje vina sa pove¢anim udelom fenola semenki je jo$

blazi nego u slucaju obrade vina proizvedenih od kljuka sa povecanim sadrzajem Sepurine.
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4.3. ESR SPEKTROSKOPSKO ODREDIVANJE
ANTIRADIKALSKE AKTIVNOSTI VINA

Antiradikalska aktivnost vina Cabernet sauvignon i Merlot, kao i vina obogacenih
fenolnim jedinjenjima iz Sepurine i semenki odgovarajuce sorte grozda, na stabilne 1,1-
difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH’) i na reaktivne hidroksil (OH) radikale ispitana je elektron
spin rezonantnom (ESR) spektroskopijom.

DPPH test je jedan od parametara koji se koristi za definisanje antioksidativne aktivnosti
prirodnih sekundarnih metabolita. Stabilni DPPHe radikali imaju slede¢u hemijsku strukturu

(slika 32).

O,N N—N
NO,

Slika 32. Hemijska struktura stabilnih DPPHe radikala

Antioksidanti, razli¢itim hemijskim transformacijama redukuju DPPH radikale u
neradikalsku DPPH-H formu. Mehanizam antiradikalskog delovanja polifenolnih jedinjena
na DPPH radikale (Kurechi, 1983), zasniva se na njihovoj sposobnosti da otpuste H-atom uz
nastajanje stabilnih aroksil radikala (slika 33) i, najverovatnije, na sposobnosti formiranja
stabilnih jedinjenja reakcijom aroksil radikala i DPPH radikala slede¢im reakcionim

mehanizmom prikazanim na slici 33:
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Slika 33. Mehanizam antiradikalskog delovanja polifenolnih jedinjenja: a) otpustanje H
atoma i b) reakcija aroksil radikala sa DPPHe* radikalom

Ove hemijske promene se mogu pratiti spektrofotometrijski, pracenjem promene boje,

od ljubicaste do zute, ili ESR spektrometrijski, direktnim merenjem koncentracije DPPH

radikala.
Na slici 34. prikazan je ESR spektar stabilnih DPPH slobodnih radikala slepe probe.
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Slika 34. ESR spektar stabilnih DPPH radikala (slepa proba)
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Hiperfina struktura ESR spektra stabilnih DPPH radikala poti¢e od interakcije nespa-
renog elektrona i dva "*N atoma (I=1). Sastoji se od pet linija relativnog intenziteta 1:2:3:2:1.
Konstanta hiperfinog cepanja ima vrednost ax=9,03G.

Na slici 35. (a-f) prikazani su ESR spektri DPPH radikala nastalih u prisustvu vina
Cabernet sauvignon i Merlot, i vina obogacenih fenolnim jedinjenjima iz Sepurine i semenki

grozda Cabernet sauvignon i Merlot.
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Slika 35. ESR spektar stabilnih DPPH radikala: a) vino Cabernet sauvignon, b) vino Cabernet
sauvignon sa dodatkom 50 % Sepurine, c) vino Cabernet sauvignon sa dodatkom 300%

semenki, d) vino Merlot, e) vino Merlot sa dodatkom 50 % Sepurine, f) vino Merlot sa
dodatkom 300% semenki.
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Poredenjem ESR spektra DPPH radikala slepe probe (slika 34) sa ESR spektrima
DPPH radikala uzoraka sa ispitivanim vinima (slika 35 a-f), uoCava se da je hiperfina
struktura spektra ocuvana, a intenziteti linija ESR signala se snizavaju.

U cilju odredivanja antiradikalske aktivnosti vina na slobodne hidroksil radikale,
pripremljen je Fentonov reakcioni sistem za generisanje hidroksil radikala:

Fe’" + H,0, — Fe’" + *OH + OH

U Fentonovom reakcionom sistemu u prisustvu "spin trapa", hidroksil radikali reaguju

i sa polifenolnim jedinjenjima i sa DMPO:

CH3 CH3 H
-, H
CH2a + CH 3 OH
N Ny
l. . |
o HO 0
ArOH
Phenol

Ar=90 + H20

Hidroksil radikali nastali u Fentonovoj reakciji reaguju razli¢itim mehanizmima sa
fenolnim jedinjenjima 1 stvaraju neradikalske proizvode, hinone. Polozaj i broj hidroksilnih
grupa su strukturne karakteristike fenolnih jedinjenja koje imaju najveéi znacaj za
antiradikalsko delovanje ovih jedinjenja na hidroksil radikale (Hiramoto i sar. 1996, Cotelle
2001, Yang i sar. 2002, Heim i sar. 2002). Preostali hidroksil radikali, koji nisu reagovali sa
fenolnim jedinjenjima, u prisustvu "spin trapa" DMPO formiraju stabilne nitroksid radikale,
odnosno DMPO-OH "spin adukte". Nastali stabilni DMPO-OH "spin adukti" imaju relativno
dugo vreme zivota, te su pogodni za detekciju ESR-om (Hiramoto i sar. 1996).

Na slici 36. prikazan je ESR spektar DMPO-OH "spin adukata" nastalih u Fentonovom

model sistemu (slepa proba).
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Slika 36. ESR spektar DMPO-OH "spin adukata" nastalih u Fentonovom model sistemu
(slepa proba)
Hiperfina struktura ovog spektra je predstavljena sa Cetiri linije relativnog intenziteta
1:2:2:1 i istih konstanti hiperfinog cepanja za jedan '*N-atom (I=1) ax=14,9 G, i za jedan 'H-
atom (I=1/2) ag=14,9 G.

Na slici 37 (a-f) prikazani su ESR spektri DMPO-OH "spin adukata" nastalih u

Fentonovom model sistemu u prisustvu vina Cabernet sauvignon i Merlot, 1 vina obogacenih

fenolnim jedinjenjima iz Sepurine i semenki grozda Cabernet sauvignon i Merlot.
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Slika 37. ESR spektar DMPO-OH "spin adukata" nastalih u Fentonovom model sistemu: a)
vino Cabernet sauvignon, b) vino Cabernet sauvignon sa dodatkom 50 % Sepurine, ¢) vino
Cabernet sauvignon sa dodatkom 300% semenki, d) vino Merlot, e) vino Merlot sa dodatkom
50 % Sepurine, f) vino Merlot sa dodatkom 300% semenki.

ESR spektralnom analizom, poredenjem intenziteta ESR signala DMPO-OH "spin

adukata" slepe probe (slika 36) i1 uzoraka sa ispitivanim vinima (slika 37, a-f), utvrdeno je da

ispitivana vina inhibiraju stvaranje hidroksil radikala i/ili uti¢u na njihovu transformaciju.
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Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja, antocijana i flavan-3-ola, indeks tanoidnih
materija i1 antiradikalska aktivnost na DPPH 1 hidroksil radikale ispitivanih vina prikazani su
tabeli 32.

Tabela 32. Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja, antocijana i flavan-3-ola, indeks
tanoidnih materija 1 antiradikalska aktivnost na DPPH 1 hidroksil radikale

) parametar Uk. Flavan-3- Al’ltOCij ani, Asgo AApppy. AA.on
vino fenolna oli, (g/1) (g/)
jed., (g/)

Cs- 1,37 0,27 0,32 33,20 85,32 38,09
C(B)52005
Cs-B75005 1,52 0,28 0,24 32,70 93,65 47,79
Cs-C85005 3,53 1,27 0,21 61,50 100 47,02

M- 1,46 0,37 0,33 38,40 83,73 70,30
C(B)52005
M-B 7005 1,60 0,72 0,23 39,40 84,13 66,30
M-C85005 2,39 2,37 0,26 58,30 100 71,04

Na osnovu prikazanih rezultata moze se zakljuciti da vina Cabernet sauvignon i Merlot
proizvedena sa dodatkom semenki poseduju najizrazeniju antiradikalsku aktivnost na DPPHe
radikale (AApppy.=100%), s obzirom da ova vina potpuno redukciju ESR signal ovih
radikala. Pretpostavlja se da je visoka efikasnost vina proizvedenih sa dodatkom semenki
uslovljena povecanim sadrzajem fenolnih jedinjenja i flavan-3-ola u odnosu na kontrolna
vina. Takode, moze se uociti da vina Merlot (i kontrolno vino i vina proizvedena sa
dodatakom Sepurine i semenki) pokazuju neSto izrazeniju antiradikalsku aktivnost na
hidroksil radikale u odnosu na vina Cabernet sauvignon (i kontrolno vino i vina proizvedena
uz dodatak Sepurine i1 semenki). Znacajna, relativno sli¢na, antiradikalska aktivnost

(AA.on=70%) utvrdena je za vina Merlot.

4.3.1. Korelacija sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja i antiradikalske

aktivnocti vina

U mnogim istraZzivanjima je dokazan visok stepen pozitivne korelacije sadrzaja
fenolnih jedinjenja i antioksidativnog potencijala vina (Soleas i sar., 2007, Rosana-Minussi i
sar., 2003). Da bi se potvrdila veza izmedu antiradikalske aktivnosti vina i povecanog
sadrzaja fenolnih jedinjenja iz ¢vrstih delova grozda, uradena je korelaciona analiza. Uticaj
sadrzaja fenolnih jedinjenja na antiradikalsku aktivnost, vina Cabernet sauvignon, na DPPH
radikale (AApppn.), iskazan je pozitivnom i visokom korelacijom. Regresioni model je
iskazan jednacinom sa pozitivnim predznakom uz parameter b, Sto ukazuje da se pri porastu

koncentracije fenolnih jedinjenja antiradikaska aktivnost vina povecava. Medutim, zavisnost
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promenljive AApppy. vina Cabernet sauvignon praéena je znatno viSom vrednoscu
koeficijenta linearne korelacije (r=0,926) nego Sto je to slucaj korelacije sadrzaja fenolnih

jedinjenja i promenljive AA.on, gde je vrednost koeficijenta, r=0,446 (slike 38 1 39).
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Slika 38. Linearna korelacija AAppp. u zavisnosti od sadrzaja fenolnih jedinjenja (vino
Cabernet sauvignon)
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Slika 39. Linearna korelacija AA.oy u zavisnosti od sadrzaja fenolnih jedinjenja (vino
Cabernet sauvignon)

U slucaju vina Merlot vrednost koeficijenta linearne korelacije sadrzaja fenolnih
jedinjenja 1 promenljive AApppn. je visoka i iznosi, r=0,883, a korelacije sadrzaja fenolnih

jedinjenja i promenljive AA.on, znatno niza (r=0,499) (slike 40 i 41). U ovom sluc¢aju postoji
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relativno visoka pozitivna korelacija izmedu koncentracije fenolnih jedinjenja i pokazatelja

antiradikaske aktivnosti vina (promenljive AApppy.).
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Slika 40. Linearna korelacija AApppy. u zavisnosti od sadrzaja fenolnih jedinjenja (vino
Merlot)
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Slika 41. Linearna korelacija AA.on u zavisnosti od sadrzaja fenolnih jedinjenja (vino Merlot)

Sagledavanje uticaja sadrzaja fenolnih jedinjenja na antiradikalsku aktivnost vina
(AApppu. 1 AA.on), koje je izvedeno za obe ispitivane sorte ukazuje na postojanje visoke i
pozitivne korelacije ovih promenljivih. Regresija zavisno promenljive na nezavisno
promenljivu pradena je pozitivnim predznakom uz parametar b, pri cemu je koeficijent

linearne korelacije, r=0,897 (slika 42).
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Slika 42. Linerana korelacija AApppr. 1 AA.on u zavisnosti od sadrzaja fenolnih jedinjenja
(vina Cabernet sauvignon i Merlot)

Sadrzaj (+)-katehina u vinima proizvedenim uz dodatak Sepurine i/ili semenki u
kljuka, nije se znacajno menjao u odnosu na kontrolno vino. U kontrolnom vinu Merlot
sadrzaj (+)-katehina je iznosio 27,5 mg/l, vino iscedeno iz kljuka sa povecanim udelom
Sepurine 33,5 mg/l, a vino Merlot "obogaceno semenkama" 34,8 mg/l (+)-katehina. Vece
razlike utvrdene su u sadrzaju (-)-epikatehina u ova tri vina. Kontrolno vino sadrzalo je 46,7
mg/l (-)-epikatehina, vino proizvedeno sa dodatkom Sepurine u kljuk, 30 mg/l, dok je vino
dobijeno od kljuka sa 300 % poveéanim udelom semenki (M-C8;0s), sadrzalo 121,4 mg/1 (-)-
epikatehina. Znatno visi sadrzaj (-)-epikatehina u odnosu na sadrzaj (+)-katehina, mogao bi se
porediti sa rezultatima Fuleki i Ricardo da Silva (1997) koji su utvrdili da je sadrzaj (-)-
epikatehina, u ekstraktima semenki grozda, visi od sadrzaja (+)-katehina. HPLC
hromatogrami kontrolnog vina i vina proizvedenih sa pove¢anim udelom Sepurine i semenki u

kljuku, prikazani su na slici 43 (a-c).
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Slika 43. HPLC hromatogram vina; a-vino sa prirodnim sadrzajem ¢vrstih delova grozda; b-
vino sa dodatkom 50 % Sepurine; c- vino sa dodatkom 300 % semenki

4.3.2. Uticaj obrade vina sredstvima za bistrenje i stabilizaciju na

antiradukalsku aktivnost

Vina Cabernet sauvignon i Merlot, kao i vina obogacena fenolnim jedinjenjima iz
Sepurine 1 semenki odgovarajuce sorte grozda, tretirana su mineralnim (bentonit i PVPP) i
organskim (albumin 1 zelatin) sredstvima za bistrenje 1 stabilizaciju. Sadrzaj fenolnih
jedinjenja 1 antiradikalska aktivnost na DPPH 1 hidroksil radikale vina Cabernet sauvignon
prikazani su tabeli 33.

Tabela 33. Sadrzaj fenolnih jedinjenja, indeks tanoidnih materija i antiradikalska aktivnost
vina Cabernet sauvignon

Vino Parametar Pre obrade  Bentonit Albumin Zelatin PVPP
= Uk. fenol. (g/1) 1,569 1,425 1,573 1,606 1,596
% 2 AApppy. 85,32 83,33 82,94 76,98 83,73
- AA.on 38,09 30,60 21,64 23,88 29,10
= Uk. fenol. (g/1) 1,521 1,319 1,346 1,489 1,473
2w AApppy. 93,65 82,94 81,75 73,81 77,78
2 AA.on 47,79 28,36 11,19 33,58 27,61
2 Uk. fenol. (g/1) 3,527 3,064 3,048 2,500 3,080
g o AApppy. 100 100 100 100 100

2 AA.on 47,02 31,34 31,72 39,55 35,07
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Sadrzaj fenolnih jedinjenja i antiradikalska aktivnost na DPPHe i hidroksil radikale

vina Merlot prikazani su tabeli 34.

Tabela 34. Sadrzaj fenolnih jedinjenja, indeks tanoidnih materija i antiradikalska aktivnost
vina Merlot

Vino Parametar Pre obrade  Bentonit Albumin Zelatin PVPP
= Uk. fenol. (g/1) 1,460 1,390 1,470 1,306 1,496
% 2 AAppph. 83,73 81,94 82,14 79,37 82,14
- AA.on 70,30 62,38 67,33 55,45 61,88
= Uk. fenol. (g/1) 1,601 1,520 1,436 1,489 1,573
2w AAppph. 84,13 80,95 79,37 73,80 83,73
2 AA.on 66,34 48,51 59,41 60,89 53,96
2 Uk. fenol. (g/1) 2,385 1,865 1,948 1,650 1,980
g o AApppH. 100 98,48 88,69 92,38 92,06
2 AA.on 71,04 67,82 68,32 64,85 63,12

Na osnovu prikazanih rezultata moze se zakljuciti da vina Cabernet sauvignon i Merlot
proizvedena sa dodatkom semenki i nakon primene sredstava za bistrenje poseduju znacajnu
antiradikalsku aktivnost na DPPH radikale. Posle bistrenja vina svim ispitivanim sredstvima,
antiradikalska aktivnost vina Cabernet sauvignon proizvedenog sa dodatkom semenki iznosi
100%, a nesto nize vrednosti (AApppy.—88,69-98,48%) zabelezene su kod vina Merlot
proizvedena sa dodatkom semenki. Takode, moze se uociti da vino Merlot proizvedeno sa
dodatkom semenki (AA.on=63,12%-68,32%) pokazuje izraZeniju antiradikalsku aktivnost na
hidroksil radikale u odnosu na vino Cabernet sauvignon proizvedeno sa dodatkom semenki
(AA.0n=31,34-39,55% ) i nakon primene sredstava za bistrenje.

Suma (+)-katehina i (-)-epikatehina nije bitnije promenjena nakon obrade kontrolnog
vina Merlot 1 vina proizvedenog sa povecanim sadrzajem Sepurine, sredstvima za bistrenje 1
stabilizaciju. Obradom kontrolnog vina zbir (+)-katehina 1 (-)-epikatehina opada sa 74,3 mg/l,
na 66,7 mg/l (bentonit), 62,3 mg/l (albumin) i 55,5 mg/l (PVPP). Na sli¢an na¢in menjao se
sadrzaj (+)-katehina i (-)-epikatehina, nakon obrade istim sredstvima, u vinima proizvedenim
uz dodatak Sepurine u kljuk. U vinu proizvedenom uz dodatak semenki u kljuk suma (+)-
katehina i (-)-epikatehina bila je najviSa 1 iznosila je 156,2 mg/l. Nakon obrade vina
sredstvima za bistrenje i stabilizaciju vina, sadrzaj (+)-katehina i (-)-epikatehina smanjen je
ispod kontrolnog vina. Posle obrade vina bentonitom sadrzaj (+)-katehina i (-)-epikatehina bio

je 52,9 mg/l, a nakon obrade albuminom 45,7 mg/1.
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5. ZAKLJUCAK

U radu je ispitan uticaj temperature 1 vremena trajanja maceracije na sadrzaj fenolnih
jedinjenja i boju crvenih vina proizvedenih od grozda dve priznate sorte vinove loze: Cabernet
sauvignon i Merlot. Vinogradi se nalaze na podru¢ju Fruske gore. Osim uticaja ova dva
faktora u toku tri godine (berbe) ispitivan je uticaj vremena trajanja maceracije 1 odnosa cvrste
1 te€ne faze u kljuku na sadrzaj fenolnih jedinjenja, antocijana, flavan-3-ola i boju crvenih
vina. Radom je obuhvaceno ispitivanje uticaja obrade crvenih vina sredstvima za bistrenje i
stabilizaciju na sadrzaj fenolnih jedinjenja, antocijana, flavan-3-ola i boju vina. Ispitana je
antiradikalska aktivnost crvenih vina proizvedenih uz dodatak Sepurine i semenki u kljuk, kao
1 antiradikalska aktivnost vina nakon obrade sredstvima za bistrenje 1 stabilizaciju.

Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja povecava se produzenjem vremena trajanja
maceracije i povecanjem temperature. Najnizi sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u vinu
Cabernet sauvignon utvrden je nakon 3 dana maceracije na temperaturi 20 °C (1,323 g/l), a
najvisi nakon 15 dana maceracije na temperaturi 35 °C (3,045 g/lI). Ve¢ nakon 6 dana
maceracije na 20 °C sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u vinu Cabernet sauvignon bio je
iznad 1,5 g/1, §to je minimalna vrednost potrebna da bi se vino moglo svrstati u grupu crvenih
(crnih) vina. U slucaju vina Merlot ekstrakcija fenolnih jedinjenja tokom maceracije kljuka na
20 °C tekla je nesto sporije. Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja niti nakon 15 dana maceracije
nije presao vrednost 1,5 g/l. Najvisi sadrzaj fenolnih jedinjenja utvrden u vinu Merlot nakon
15 dana maceracije na temperaturi 35 °C (2,399 g/1).

Najvisi udeo antocijana u ukupnim fenolnim jedinjenjima u vinu Cabernet sauvignon
utvrden je nakon 6 dana maceracije na temperaturi 20 °C (34 %) i 3 dana maceracije na
temperaturi 25 °C (33 %). Nakon 15 dana maceracije na temperaturi 20 °C udeo antocijana je
opao na 23 %. U pogledu udela antocijana u ukupnim fenolinim jedinjenjima temperatura
maceracije od 35 °C bila je najlosija. Nakon 3 dana maceracije na 35 °C udeo antocijana je
iznosio 18 %, da bi posle 15 dana maceracije opao na 6 %. Ekstrakcija antocijana iz grozda
Merlot na temepraturi 20 °C tekla je sporije, tako da je udeo antocijana u ukupnim fenolnim
jedinjenjima dostigao maksimalnu vrednost (28 %) tek nakon 9 dana. Na temperaturi 25 °C
najveci udeo antocijana u ukupnim fenolima utvrden je nakon 3 dana maceracije i iznosio je
27 %. ProduZenjem vremena trajanja maceracije i pove¢anjem temperature maceracije udeo

antocijana se smanjivao.
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Udeo flavan-3-ola u vinu Cabernet sauvignon povecava se na temperaturi maceracije
35 °C do devetog dana, kada iznosi 81 %, a zatim opada. Na temperaturama maceracije 25 °C
130 °C udeo flavan-3-ola, nakon neujednacenog rasta dostigao je maksimalnu vrednost 60 %,
nakon 15 dana. U vinu Merlot udeo flavan-3-ola se ravnomernije povecavao i nakon 6 dana
maceracije kretao se u intervalu od 31 % do 42 %, a nakon 9 dana, od 32 % do 51 %.

Analizom boje vina zakljuceno je da se nakon maceracije na 25 °C 1 30 °C u trajanju 3,
6 1 9 dana dobijaju vina sa kvalitetnom bojom. Duze vreme trajanja maceracije i vise
temperature dovode do povecanja nijanse boje odnosno, zutih tonova, §to je nepozeljno kod
crvenih vina. U vinu Merlot, nakon maceracije na 35 °C nijansa boje je je iznosila 0,839.
Visoke vrednosti d4(%) utvrdene su u vinima Merlot nakon maceracije na teperaturama 25 °C
130 °C.

Dodatakom 25, 50 i 100 % Sepurine u kljuk od zrelog grozda (berba 2003) srazmerno
se povecava sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja. Neznatno visi sadrzaj fenolnih jedinjenja
utvrden je u vinu Cabernet sauvignon dobijenom nakon 6 dana maceracije kljuka sa 100 %
Sepurine (3,23 g/1), nego u vinu sa istim udelom Sepurine nakon 9 dana maceracije (2,81 g/l).
Najvisi udeo flavan-3-ola utvrden je u vinu Cabernet sauvignon nakon 9 dana maceracije sa
dodatkom 25 % Sepurine i iznosio je 72 %. Povecan sadrzaj Sepurine u kljuku dao je sli¢ne
rezultate u pogledu sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja, flavan-3-ola i antocijana u vinu
Merlot (berba 2003). Povecanje udela Sepurine u kljuku od grozda koje je sazrevalo u loSim
vremenskim uslovima (berbe 2004 1 2005) kao rezultat imalo je blazi porast sadrzaja ukupnih
fenolnih jedinjenja i flavan-3-ola u vinima Cabernet sauvignon i Merlot u odnosu na berbu
2003. Negativna posledica dodatka Sepurine u ovom slucaju je losa boja vina. Dodatak
Sepurine u kljuk izazvao je porast nijanse boje preko 1 (vino M-B8,pp4 1 Cs-B8504) dok je
svetloca boje vina (vrednost d4) opala ispod 40 %. Ovakvi rezultati ukazuju na to da se
dodatak Sepurine u kljuk moZe vrSiti samo u godinama kada su uslovi sazrevanja grozda
odgovarajuci.

Dodatak semenki grozda u kljuk u koli¢ini 100 %, 200 % i 300 % u odnosu na
prirodni sadrZaj, srazmerno je uticao na povecanje sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja i
flavan-3-ola u oba ispitivana vina berbe 2003. Najvisi sadrzaj fenolnih jedinjenja utvrden je u
vinima sa dodatkom trostruke koli¢ine semenki: Cs-C4,93 (3,48 g/1), Cs-C8,003 (3,44 g/1), Cs-
C42005 (3,61 g/1), Cs-C8,905 (3,53 g/l). Dodatak semenki u kljuk Merlot 2003 godine povecao
je sadrzaj fenolnih jedinjenja M-C4,003 (3,29 g/l), M-C8,003 (3,07 g/1), dok je u vinu 2004
godine povecanje sadrzaja fenolnih jedinjenja bilo znatno manje. Najvisi udeo flavan-3-ola

utvrden je u vinima Cs-C4003 (75 %), Cs-C8,003 (82 %). Boja vina berbe 2003, proizvedenih
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od kljuka sa povecanim udelom semenki bila odgovarajuc¢eg kvaliteta. Nijansa boje je samo
kod vina Cs-C8,3 dostigla vrednost 0,7, ali je vrednost d4 i dalje ostala iznad 60, a udeo
crvene boje (Asy) 56,36 %. Dodatak semenki u kljuk grozda Merlot (2003) u toku 6 1 9 dana
maceracije, nije znacajno povecao vrednost nijanse, a d4 vrednost bila je iznad 60 u svim
vinima. Potpuno drugaciji rezultati dobijeni su analizom vina Merlot (2004) Nijansa boje je
bila visoka u kontrolnim vinima, a dodatkom semenki vrednost nijanse se dodatno povecala.
U vinu M-C3,¢4 nijansa boje iznosila je 0,987, a vrednost d4 svega 33,55 %.

Primenom ESR spektralne analize odredena je antiradikalska aktivnost vina Cabernet
sauvignon i Merlot. Vina Cabernet sauvignon i Merlot proizvedena sa dodatkom semenki
poseduju najizraZzeniju antiradikalsku aktivnost na DPPH radikale (AApppy.=100%), s
obzirom da ova vina potpuno redukuju ESR signal ovih radikala. Ovako visoka vrednost
AApppp. vina proizvedenih sa dodatkom semenki u skladu je sa poveéanim sadrzajem
fenolnih jedinjenja i flavan-3-ola u odnosu na kontrolna vina. Vina Merlot (kontrolno vino i
vina proizvedena sa dodatakom Sepurine i semenki) pokazuju nesto izrazeniju antiradikalsku
aktivnost na hidroksil radikale (AA.on=70%) u odnosu na vina Cabernet sauvignon
(AA.on~47%).

Uticaj sadrzaja fenolnih jedinjenja na antiradikalsku aktivnost, vina Cabernet
sauvignon, na DPPH radikale iskazan je pozitivnom i visokom korelacijom (r=0,926), dok je
vrednsot koeficijenta linearne korelacije sadrzaja fenolnih jedinjenja i AA.on, znatno niza
(r=0,446). U slucaju vina Merlot utvrdena je neSto niZa vrednost koeficijenta linearne
korelacije sadrzaja fenolnih jedinjenja i AApppu. (r=0,883), a koeficijent korelacije sadrzaja
fenolnih jedinjenja i AA.on, iznosio je r=0,499.

Na osnovu HPLC analize utvrdeno je da je u vinu Cabernet sauvignon proizvedenom
od kljuka sa dodatkom trostruke koli¢ine semenki sadrzaj (-)-epikatehina 2,6 puta vec¢i u
odnosu na kontrolno vino. Obradom kontrolnog vina, sredstvima za bistrenje i stabilizaciju,
zbir (+)-katehina i (-)-epikatehina opada sa 74,3 mg/l, na 66,7 mg/l (bentonit), 62,3 mg/l
(albumin) 1 55,5 mg/l (PVPP). Na slican naCin menjao se sadrzaj (+)-katehina 1 (-)-
epikatehina u vinima proizvedenim uz dodatak Sepurine u kljuk, nakon obrade istim
sredstvima. U vinu proizvedenom uz dodatak semenki u kljuk suma (+)-katehina i (-)-
epikatehina bila je najvisa i iznosila je 156,2 mg/l. Nakon obrade vina sredstvima za bistrenje
1 stabilizaciju vina, sadrzaj (+)-katehina 1 (-)-epikatehina smanjen je ispod sadrzaja utvrdenom
u kontrolnom vinu. Posle obrade vina bentonitom sadrzaj (+)-katehina i (-)-epikatehina bio je

52,9 mg/l, a nakon obrade albuminom 45,7 mg/I.
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Izvod
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