UNIVERZITET U BEOGRADU

HEMIJSKI FAKULTET

Ana T. Topalovi¢

UTICAJ FOLIJARNOG PRIHRANJIVANJA NA
HEMIJSKI SASTAV NEKIH SEKUNDARNIH
METABOLITA GROZDA

doktorska disertacija

Beograd, 2012



UNIVERSITY OF BELGRADE

FACULTY OF CHEMISTRY

Ana T. Topalovi¢

INFLUENCE OF FOLIAR FEEDING ON CHEMICAL
COMPOSITION OF SOME SECONDARY
METABOLITES OF GRAPE

Doctoral Dissertation

Belgrade, 2012



KOMISIJA

Dr Vlatka Vajs, redovni profesor Hemijskog faku#tefiniverziteta u Beogradu, mentor

Dr Vele TeSew, vanredni profesor Hemijskog fakulteta UniverztetBeogradu,

komentor

Dr Natalija Perov, naini savjetnik Biotehnikog fakulteta Univerziteta Crne Gore

Dr Snezana Trifunoéi nani saradnik Hemijskog fakulteta Univerziteta u Besiy

Dr Dejan Gdevac, natni saradnik IHTM-Centra za hemiju



UTICAJ FOLIJARNOG PRIHRANJIVANJA NA HEMIJSKI SASTAV
NEKIH SEKUNDARNIH METABOLITA GROZPA

1ZVOD

Vinova loza Vitis vinifera L., familija Vitaceag, globalno, je jedna od
najzn&ajnijih vo¢aka zbog velike upotrebne vrijednosti gtaz Grode i proizvodi od
grozta predmet su mnogih savremenih istrazivanja, paseiiog bioloski aktivnih
sekundarnih metabolita. Me ovim jedinjenjima se izdvajaju fenolna jedinjemjaog
izrazenog antikancerogenog, antimutagenog, ardimdktornog, antialergijskog i
antimikrobnog djelovanja. lako je fenolni sastawnetski odrden, sadrzaj fenolnih
jedinjenja kao sekundarnih metabolita umnogomeszad primijenjenih agroteh&kih
mjera, ali i uslova Zivotne sredine. Od posebnogaja su istrazivanja vezana za
mogunost uticaja na akumulaciju fenolnih jedinjenjapkaa primjer preko primjene
razlicitih formulacija, doza i kombinacijéubriva.

Glavni cilj ove doktorske disertacije bilo je igpdnje hemijskog sastava gi#

i pratenje uticaja folijarnogdubrenja sa fosforom i kalijumom na sadrzaj fenolnih
jedinjenja, kao i &&era i organskih kiselina. Imajuu vidu da su P i K od krucijalnog
znaaja za sintezu ugljenih hidtrata, kao i transpaimidata do skladisSnih organa,
ocekivan je pozitivan efekat na akumulaciju primarné indirektno i sekundarnih
metabolita. S druge strane, mdégast da sadrzaj P u pojedinim organima vinove loze
gajene na kranjackim zemljiStima bude nizak predstavljala je joSgedd razloga zbog
kojeg je odldeno da se sprovede prihranjivanje preko lista@wg@&ivom koje u svom
sastavu sadrzi i P.

Sastavni dio istrazivanja bilo je i pr&avanje médusobnih veza primarnih i
sekundarnih metabolita u gz sa hranljivim elementima u listu vinove loze.

Istrazivanje je izvedeno na stonoj sorti 'Kardin@mkom sazrijevanja u tri
termina, tokom dvije uzastopne godine. Folijarnopjgmjenjivano PKdubrivo, sa
veoma malim kotiinama B, Mn i Mo, u tri navrata svakih 14-15 daRavo tretiranje
obavljeno je 15 dana prije petka Sarka.

Zbog boljeg definisanja agroekoloskih uslova,ders je i analiza zemljista, a
podaci o srednjoj dnevnoj temperaturi, padavinamardju suitanih sati bili su
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obezbijeleni preko HidrometeoroloSkog zavoda Crne Gore. igadista vinove loze je
omoguila procjenu snabdjevenosti vinove loze hranljingfementima.

Za ispitivanje hemijskog sastava giazprimijenjena je wna hromatografija.
Sadrzaj glukoze, fruktoze i saharoze déreje pomou HPLC/RID, vinske i jabéne
kiseline HPLC/UV, a flavonoida (antocijanini, flavoli i flavan-3-oli) primjenom
HPLC/DAD/ESI/MS. Osnovni parametri zemljiSta, kao sadrzaj makro- i
mikronutrijenata u zemljiStu i listu vinove loze reden je primjenom odgovarajin
analitckin tehnika (spektrofotometrija, atomska apsorpaiospektrofotometrija i
indukovano spregnuta-plazma-a@t emisiona spektrometrija).

Folijarno prihranjivanje¢okota sa PKdubrivom imalo je pozitivan efekat na
akumulaciju Séera, antocijanina, ali ne i flavonola i flavan-&olTo je u skladu sa
istrazivanjima koja su pokazala da faktori kojicutna sadrzaj $era takde utcu i na
boju grodia, a da se veza izihe S&era i antocijanina moze objasniti ili ulogontéea
kao regulatora u biosintezi antocijanina ili kapstnata za nastanak antocijanina.

Gledaji po sezonama, koncentracija pojedinih antocijamaarala je znatno
na paetku sazrijevanja, dok je na kraju sazrijevanjatigogsta vrijednost koja se
statistEki znatajno nije razlikovala za delfinidin-®-glukozid, cijanidin 30-glukozid,
petunidin 30-glukozid i malvidin 30-glukozid, ali ne i peonidin -®-glukozid, kao
najviSe zastupljen antocijanin u pokoZzici gtaispitivane sorte.

lako se sa hemotaksonomskeke glediSta olino uzima odnos izndel
malvidin 30-glukozida i peonidin d-glukozida za karakterizaciju sorte (kultivara),
rezultati ove studije pokazali su da je odnos naitvi3-O-glukozida i petunidin -
glukozida imao stine vrijednosti (5,5-5,9) na kraju sazrijevanja, bbzira na sezonu i
tretman sa folijarningubrivom.

Uocen je znatan uticaj klimatskih faktora, prije sve@emperature, na
prowavane primarne i sekundarne metabolite (na temparad iznad 25 °C
fotosintetska aktivhost opada).

Generalno, analiza principalne komponente i Pirgari@relaciona analizg (<
0,05) izdvajaju Mg, Cu, Zn i Mn kao elemente kojoga pozitivno da utu na
stvaranje nekih sekundarnih metabolita (uglavnamdihola i flavan-3-ola). Dobijene

su pozitivne korelcije iznmd B i veiine ispitivanih fenolnih jedinjenja.
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| pored optimalnog sadrzaja N u listu, ipak su dewie negativne korelacije
izmedu N i ispitivanih metabolita (statigki znatajne za véinu flavonola, kao i vinsku
I jabwnu kiselinu, a sa relativno visokim stepenom caj@osti u sldaju
proantocijanidin dimera i saharoze kao transporuoldika Séera iz lista u plod).

Sadrzaj monomera flavan-3-ola i tanina male mok#eailmase u sjemenkama
uglavnom je opadao, a galne kiseline rastao tokamijevanja groda. Odnos izmdu
katehina i epikatehina ta&e je opadao (od 1,8 do 1,2).

Na paetku ispitivanog perioda sazrijevanja gtaz dobijena je pozitivha
korelacija izmdu sadrzaja kalijuma u listu i galne kiseline, mgalata, katehina,
proantocijanidin trimera, proantocijanidin dimerai Zpikatehina u sjemenci. Pored
toga, utvdena je pozitivha korelacija P sa katehinom i egkat galatom. Ipak, uticaj
folijarnog prihranjivanja vinove loze sa Ri{ibrivom nije statistiki znatajno uticao na
sadrzaj fenolnih jedinjenja u sjemenkama.

Evidentirana je pozitivha korelacija izde sadrzaja Zn u listu vinove loze i
katehina, proantocijanidin trimera i proantocijanidglimera 3 u sjemenkama zrelog
grozia.

Generalno, imajti u vidu bitan uticaj klimatskih uslova na primarmi
sekundarni metabolizam, ali i da klimatski uslowegu uticati na usvajanje hranljivih
elemenata, promjene u vrijednostima ispitivanih apsatara gra¥a je opravdano
smatrati za posljedicu njihovog uzajamnog uticdpak, pomenute veze izdvajaju i
ukazuju na mogti uticaj pojedinih elemenata na metabolizantega, kiselina i

flavonoida u datim agroekoloSkim uslovima.

Klju¢ne rijei: antocijanini, flavan-3-oli, flavonoli, folijarna gmana, organske

kiseline, Séeri, stono grode

Nawna oblast: Organska hemija
Uza nadna oblast: Hemija prirodnih proizvoda
UDK: 547
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ABSTRACT

The grapevine\(itis vinifera L., Vitaceaefamily), is one of the most important
fruit at a global level because of the extensive ofsgrapes around the world. Grapes
and grape products are subject to many modernestudspecially those looking at
biologically active secondary metabolites. Amon@sty phenolic compounds have
received great attention due to their strong artinagenic, antimutagenic, anti-
inflammatory, antiallergenic and antimicrobial ati. Although phenolic composition
is genetically determined, the content of phenotimpounds as secondary metabolites
largely depends on applied agricultural practiced anvironmental conditions. Of
particular interest are investigations on the pmksi of influencing the accumulation
of phenolic compounds, e.g. through the applicatibdifferent formulations, rates and
combinations of fertilisers.

The main objective of this dissertation was to ex&nthe chemical composition
of grapes and monitor the impact of foliar feedwith phosphorus and potassium on
the content of phenolic compounds, sugars and argacids. Bearing in mind the
crucial importance of P and K in the synthesis afbohydrates and transport of
assimilates to storage organs, a positive effecttlm accumulation of primary
metabolites and indirect influence on secondaryabudites is expected. On the other
hand, foliar fertilisation with P was also carriedt because the possibility of low P
content in some organs of grapevine grown on cadees soils. An integral part of the
research was the study of the relationships betweiemary and secondary metabolites
in grapes and nutrients in the grapevine leaf.

This study was conducted on cv. ‘Cardinal’ durimgpg ripening in three terms
over two consecutive years. PK foliar fertilisentaning very small amounts of B, Mn
and Mo, was applied three times every 14-15 dalgs.fifst treatment was performed
15 days before the beginning of veraison. For aebedefinition of agricultural
conditions, a soil analysis was conducted, andddét@ on mean daily temperature,

rainfall and number of sunshine hours were providsd the Hydrological and
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Meteorological Service of Montenegro. Leaf analyisé&s enabled the assessment of
grapevine supply with nutrients. For the determarabf the chemical composition of
grapes, liquid chromatography was used. Glucoseidse and sucrose contents were
determined by high-performance liquid chromatogyapiith refractive index detector
(HPLC/RID), tartaric acid and malic acid by highdoemance liquid chromatography
with ultraviolet detector (HPLC/UV) and flavonoid@anthocyanins, flavonols and
flavan-3-ols) by high-performance liquid chromatghny with diode array detector and
electrospray ionization mass spectrometry (HPLC/IB®Y/MS). The main soil
parameters, as well as the content of macro- antbmuitrients in the soil and grapevine
leaf were determined using the appropriate anallytiechniques (spectrophotometry,
atomic absorption spectrophotometry and inductiwelypled plasma-optical emission
spectrometry).

Foliar application of PK fertiliser had a positieéfect on the accumulation of
sugars and anthocyanins, but not flavonols or fia8«pls in grapes. This is consistent
with research showing that factors affecting sugmartent also influence the colour of
grapes, but it also allows the connection betwegaisand anthocyanin to be explained,
as well as the role of sugar as a regulator ofaaydnin biosynthesis or as a substrate
for the formation of anthocyanins.

Looking at the different seasons (for two conseeutiears), the concentration
of individual anthocyanins varied considerablyreg beginning of ripening, while at the
end of maturation, it reached a value that wasstatistically different from delphinidin
3-O-glucoside, cyanidin -®-glucoside, petunidin -®-glucoside or malvidin 8-
glucoside. The content of peonidinBglucoside, as the most abundant anthocyanin in
grape skin cv. ‘Cardinal’ was statistically diffateduring the investigated period.

Although from a chemotaxonomic point of view, tlaio between malvidin-3
O-glucoside and peonidin-@-glucoside is usually taken for the characterisatdn
varieties (cultivars), the results of this studywkd that the ratio of malvidin-Q-
glucoside and petunidin-Q-glucoside had similar values (5.5 to 5.9) at thd eh
maturation, regardless of the season and the tegatwith foliar fertiliser.

There was a significant influence of climatic fastoprimarily temperature, on
the primary and secondary metabolites studied @hperatures above 25°C,

photosynthetic activity decreased).
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Generally, Mg, Cu, Zn and Mn were identified (bynpipal component analysis
and the Pearson correlation analysispat0.05) as elements which can positively
influence the creation of some secondary metalso(teainly flavonols and flavan-3-
ols). Positive correlations between B and most lid phenolic compounds were
obtained. Beside the optimal N content in the gvape leaf, however, negative
correlations between N and the determined met&solwere found (these were
statistically significant for most flavonols andttaic and malic acid, with a relatively
high level of significance in the case procyanidiimers and sucrose as a transport form
of sugar from the leaf to the fruit).

The content of flavan-3-ol monomer and low molecwaight tannins in seeds
generally decreased, while gallic acid increasedndugrape ripening. The ratio
between catechin and epicatechin also declinean(ft®8 to 1.2). At the start of the
examination period of maturation of grapes, positoorrelations between potassium
content in leaf and gallic acid, methyl gallate,techin, procyanidin trimer,
proanthocyanidin dimer 3 and epicatechin in thedseere obtained. In addition,
phosphorus was positively correlated with cate@nd epicatechin gallate. However,
the influence of foliar nutrition of grapevine witPK fertiliser did not significantly
influence on the content of phenolic compoundseads. Positive correlations were
found between Zn content in leaf and catechins,aqtwcyanidin trimer and
proanthocyanidin dimer 3 in the seeds of ripe gsape

In general, given the significant influence of dhtic conditions on the primary
and secondary metabolism and the nutrient uptakgrages, the changes in values of
the investigated parameters are considered to éamitual effect of these factors.
However, the mentioned relationships also indi¢ae possible influence of certain
elements on the metabolism of sugars, acids andrftads in the given environmental

conditions.

Key words: anthocyanins, flavan-3-ols, flavonolsljar feeding, organic acids,
sugars, table grape

Scientific field: Organic chemistry
Scientific discipline: Natural product chemistry

UDC: 547
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1. UVOD

Groze i proizvodi od groda predmet su mnogih savremenih istrazivanja,
posebno zbog bioloski aktivnih sekundarnih metaholPosebna paznja poseea je
ispitivanju fenolnih jedinjenja zbog izrazenog &aticerogenog, antimutagenog,
antiinflamatornog, antialergijskog i antimikrobndglovanja. Fenolna jedinjenja su na
trecem mestu po zastupljenosti u gitaz poslije ugljenih hidrata i vmih kiselina.
Dijele se na neflavonoide (derivati benzoeve i ¢imaekiseline i stilbeni) i flavonoide
(antocijanini, flavonoli i flavan-3-oli). PokoZicge posebno bogata antocijaninima i
flavonolima, sjemenka flavan-3-olima, a pulpéesema i organskim kiselinama.

lako je fenolni sastav genetski odesa, sadrzaj fenolnih jedinjenja umnogome
zavisi od primijenjenih agrotehtkih mera, ali i uslova Zivotne sredine (Canaisal,
2002; Delgadcet al, 2004; Vianet al, 2006). Od posebnog ztega su istrazivanja
vezana za mogumost uticaja na akumulaciju fenolnih jedinjenja.

U cilju poboljSanja kvaliteta grda, neophodno je poznavati faktore koji
reguliSu primarni i sekundarni metabolizam tokomrgavanja. Pristupaost kljunih
makroelemenata tokom rasta moZze uticati na akunjwiaemenutih sastojaka gréd.

bubrenje preko zemljiSta je jedna od vaznih agratdim mjera, kojom se
moze uticati ne samo na prinos,cviena kvalitet groda (Delgadoet al, 2004). U
skorije vrijeme, ¢esto se primjenjuje folijarno prihranjivanje prvereno da bi se
sprijetio nedostatak, ali i poboljSao kvalitet ploda (Quédra & Alexander, 2006).

Generalno, uticajiubrenja na fenolni sastav ga je veoma malo pr@avan.
Pored toga, postoji mali broj istrazivanja vezami identifikaciju i kvantifikaciju
fenolnih jedinjenja u grafu stonih sorti, za razliku od vinskih sorti.

Medu stonim sortam&gije grozie je namijenjeno za konzumiranje u svjezem
stanju, posebnu paznju zasluZuju sorte veoma rpaagda sazrijevanja. S tim u vezi,
'Kardinal' daje veoma dobre komercijalne rezultat@roizvodnim rejonima, gdje u
vrijeme sazrijevanja grda ne padaju kise, i gdje tokom zime nema opasodstiskih

temperatura. Zbog toga je odéno da predmet rada bude stono deczorte '‘Kardinal'.
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Cilj ovog istraZzivanja je pkgnje uticaja folijarnog prihranjivanja sa fosforom
kalijumom na hemijski sastav grd& tokom sazrijevanja, sa naglaskom na fenolna
jedninjenja kao sekundarne metabolite. Sastavniddiazivanja je i protavanje veza
izmedu hranljivin elemenata (N, P, K, Ca, Mg, B, Fe, Nin i Cu) u listu i Séera,
organskih kiselina i fenolnih jedinjenja u gdoZ

Folijarno prihranjivanje vinove loze sa P i K jeirpijenjeno imajéi u vidu

ulogu ovih elemenata u sintezi ugljenih hidratéin@e indirektno i fenolnih jedinjenja.
Naime, kalijum stimuliSe fotosintetsku aktivho$avorizuje translokaciju $era u plod,
i na taj n&in indirektno moZe uticati na sintezu fenolnih jgdnja. Veoma je vaZzna
uloga P u transferu energije (Pirie & Mullins, 19&™tamparet al, 1999; Wiesler,
2012). Pored toga, u obzir je uzeta i magast smanjene koncentracije P i K u vinovoj
lozi gajenoj na jako kkajackom i skeletnom zemljiStu (Bavaresco & Poni, 2003).

Ocekuje se da rezultati ovog istrazivanja prakti doprinesu poboljSanju

kvaliteta gro#a i odretivanju najpogodnijeg vremena berbe.
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2. OPSTI DIO

2.1. Primarni i sekundarni metabolizam

Biljke sintetiSu veliki broj organskih jedinjenj&pja su tradicionalno klasifikovana
kao primarni i sekundarni metaboliti, iako oStrargce izméu ove dvije grupe u nekim
sluitajevima nisu jasne. U odsustvu validnog razlikogargsnovanog ili na strukturi ili na
biohemiji, uzima se u obzir funkcionalna definigga kojoj su:

— primarni metaboliti ozna&eni kao jedinjenja kojadestvuju u ishrani i esencijalnim

metabolékim procesima unutar biljke, i

— sekundarni metaboliti kao jedinjenja koja nemaju direktnu ulogu u pontenu
procesima, véimaju vazan ekoloSki ziaj (uticaj obojenih i mirisnih supstanci na
reprodukciju) kao i zastitnu ulogu u borbi protiazlicitin oblika stresa (biotki
faktori: biljke-paraziti, mikroorganizmi, zivotinjeantropogeni faktor; i abiatki

faktori: svjetlost, temperatura, dostupnost vodetijenti itd.) (Veberé, 2010).

Povezanost primarnog i sekundarnog metabolizmakazana na Slici 2-1.

Primarni metabolizam obuhvata:
— fotosintezu,
— glikolizu,
— ciklus limunske kiseline,
— sintezu aminokiselina,
— transaminaciju,
— sintezu proteina i enzima,
— sintezu koenzima,

— sintezu strukturnog materijala,
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— duplikaciju genetskog materijala,
— reprodukciju¢elija (rast),
— apsorpciju hranjivih sastojaka.

Procesi primarnog metabolizma se odvijaju istim amfmima u svim biljakama,
pri ¢emu nastaju, transformiSu se i raziyja osnovna gradivna jedinjenja koja ujedno
obezbj@uju energiju za rast, razd, funkcionisanje i reprodukciju Zivog organizma.
Primarni metaboliti kao Sto su fitosteroli, acpitli, nukleotidi, aminokiseline i organske
kiseline, ndeni su u svim biljkama i imaju metab&éku ulogu koja je bitna i obnho
evidentna (Croteaet al, 2000).

Sekundarni metabolizam obuhvata hemijske procese jedinstvene za datkubilj
koji vode stvaranju prirodnog produkta. Sekundaneitabolizam nije univerzalan, kao ni
esencijalan za rast i raze biljke. Sekundarni metaboliéesto nastaju u specijalizovanim
¢elijama ili tkivima i mnogo su raznolikijih strukta u odnosu na primarne metabolite.

To su niskomolekulska jedinjenja, odlikuju se hekgm raznovrsn@ési i
bioloskom i farmakoloskom aktivnéd i nemaju energetski z&g. Na osnovu njihovog
biosintetskog porijekla, biljni prirodni produktiogu se podijeliti u tri glavne grupe:

1. terpenoidi,
2. alkaloidi,
3. fenilpropanoidi i srodna fenolna jedinjenja (Crated al, 2000).

Karakteristika metabolizma sekundarnih biomolekijga vrlo visoka slozenost
biosintetskih puteva, koji su viSefazni i uldjyu veii broj enzima, multienzimskih sistema,
regulatora ovih enzima, i njihovéelijsku organizaciju. Najzriajniji biosintetski putevi
sekundarnih biomolekula obuhvataju:

— put mevalonske kiseline, kojim nastaju izoprenoi¢iteroidi i
terpenoidi);
— metaboléki put Sikiminske kiseline, kojim nastaju fenolnedjnjenja i

aromaténe aminokiseline;
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— biosintezu iz acetata (acetogeninski put), kojirstaja masne kiseline,
voskovi, fosfolipidi, eikosanoidi, poliketidi (amhinoni, aflatoksini, makrolidi),
poliketidi mjeSovitog porijekla (flavonoidi);

— divergentni putevi biosinteze azotnih jedinjenjalkdé#ida) iz

aminokiselina.

Procesi sekundarnog metabolizma se samo donekle gegeralizovati, odnosno

samo se donekle odvijaju istim mehanizmima u &¢dirh biljkama.
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Slika 2-1 Veza primarnog i sekundarnog metabolizma
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Srodne hemijske strukture samo do jedne d@ehie faze nastaju ujedienim
biosintetskim putevima.

Svaka pojedingna biljna vrsta (ili tkivo) unosi speatfnosti u ovakve metabdke
procese. Ove spedifiosti se ogledaju u enzimu koji je prisutan (iltiakosti enzima) u
nekom odréenom tkivu, ili u razléitom supstratu. Sve to moze doprinijeti promjenama
osnovnog biosintetskog puta ili njegovomévanju, Sto rezultira sintezom ragtih
metabolita.

Prisustvo i aktivnost oddenih enzima i enzimskih sistema je osnovni predusto
pocetak nekih metabalkih procesa.

Odreieni geni su odgovorni za sintezu proteina (enzinaagkspresija gena je
uslovljena genetskim i fizioloSkim faktorima. U edenoj fazi ontogenetskog razui ili
djelovanjem nekog spoljasnjeg faktoréelija biva dovedena do fizioloSkog stanja
optimalnog za aktiviranje gena i sintezu enzimalakpainje jedan biohemijski proces.

Enzimi, koji uslovljavaju pojedine korake odemih procesa sekundarnog
metabolizma, samo su delino identifikovani. Najvéi broj biosintetskih puteva, kojima
nastaju farmakoloski aktivna jedinjenja biljakgerenzimoloski razrijeSen.

lako poznati po kompleksnosti svojih hemijskih ktura i biosintetskih puteva,
prirodni produkti dugo su smatrani bioloSki nevaini nisu mnogo priviél paznju
istrazivaa.

Medutim, u novije vrijeme, interes za prirodne produkiotaknut je njihovom
velikom upotrebom (boje, polimeri, vlakna, ljepildja, voskovi, parfemi i ljekovi).

Pojaan interes za veoma raznolike bioloSke efekte gnito produkata pokrenuo je
ponovno sagledavanje i vrednovanje malgwloga ovih jedinjenja u billkkama, posebno u
kontekstu ekoloskih interakcija (Croteaual., 2000).

2.2. Vinova loza
U najranijim zapisima i arhivima vezanim za sveterpoljoprivrednih aktivnosti

zn&ajno mjesto zauzimaju vinova loza i njeni proizvodinova loza Vitis vinifera L.,

familija Vitacea@, globalno, je jedna od najztanijih vo¢aka zbog velike upotrebne
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vrijednosti gro#ta (proizvodnja vina, sokova, suvog gitaztd.). Postoji oko 5000 sorti, a
zasadi vinove loze u svijetu danas dostizu povrémhwko 8 miliona hektara. UspjesSno se
gaji na svim kontinentima, u regionima sa umjereridimom koju odlikuju duga, topla i
suva ljeta i relativno blage zime. Blizu 70% svibvgsina pod vinovom lozom se nalazi u
Evropi (Milosavljevt, 1998; Aliet al, 2010).

Ukupna produktivnost vinove loze je uslovljena m#igetom fotosinteze i
medusobnim odnosima procesa metabolizma. Prinos dgrozavisi od fotosintetske
aktivnosti (lia) i od usmjeravanja sintetisanih proizvoda vignma grozdovima, a manje
prema drugim organima. Od usaglaSenosti biots&lhiatskihcinilaca zavisi odnos iznde
rastenja i plodonoSenja loze, kao i odnos idmprinosa i kvaliteta grata (Milosavljevi,
1984a).

Hemijski sastav grala i vina je intenzivno praiavan i brojna jedinjenja su
identifikovana zahvaljujéi analitickim tehnikama kakve su: gasna ¢rt@ hromatografija,
nuklearna magnetna rezonanca i masena spektrametrij

Kvalitet vinove loze zavisi uglavnom od njenih mmhta. Akumulacija metabolita
je posebno osjetljiva na spoljasnje uslove. Hermijsizltitost varijeteta vinove loze
najviSe se odnosi na sekundarne metabolite, kapagaju razkitim fitohemijskim
grupama kao Sto su alkaloidi, terpeni, antibiotigparljiva ulja, steroli, saponini i fenolna
jedinjenja. Zbog toga je vinova loza od velikog &ja za prehrambenu, farmaceutsku,
agrohemijsku i kozmatku industriju (Aliet al, 2010).

2.2.1.Rasprostranjenost, botanéki opis i proizvodno —

organolepti¢ka svojstva sorte '‘Kardinal'

'Kardinal' je nastao kao rezultat ukrStanja séttirhe Tokay' i 'Ribier' 1939. godine
u eksperimentalnoj stanici u Fresnu u KalifornlNa prostorima bivSe Jugoslavije je
introdukovana 1960. godine. Na ¢ povrSinama se gaji u Sjedinjenim Antéiim
Drzavama, Italiji i Francuskoj, ali i u mnogim diagzemljama.

Kako navode Cindéiet al. (2000)¢okot je vrlo bujan, a zreo lastar je debeo, ima

srednje duge internodije svijetlomrke boje sa fabtom nijansom na nodijama. List je
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srednje veliine ili veliki, slabo izdijeljen, svijetlozelene J& ravan i bez malja. Cvijet je
morfoloski i funkcionalno hermafroditan. Grozd jerkisnog oblika, srednji do veliki (300—
600 g), srednje zbijen. Bobice su veoma krupnedngene veltine, okrugle, alicesto
neujedndene boje. PokoZica je dosta debela i mekana, castoltjubtaste boje do
ljubi¢asto-plave u poodmaklom stanju zrelosti. Mezokargvist i hrskav, prijathnog ukusa
I neutralnog mirisa i ima relativno nizak sadrzeje¥a i kiselina. Milosavljevi (1998)
navodi da u punoj zrelosti grdani sok 'Kardinala' ima 14-18%(d¢&ea i 4-5 g/l kiselina.
'Kardinal' relativno kasno zapioje vegetaciju, dok mu grde sazrijeva vrlo rano.
Groxde je vrlo ukusno, gotovo od samogsptka Sarka do pune tehnoloske zretofibbro
se transportuje, ali nije pogodno za duzwanje u hladngama (Milosavljewt, 1998).
Zbog navedenih karakteristika, gdez 'Kardinala' gotovo da nema konkurencijudme
stonim sortama ranog sazrijevanja, zbé&epga postize vrlo visoku cijenu na trzistu.
Sazrijevanje gra¥a u velikoj mjeri zavisi od ekoloskih uslova (Cindet al, 2000). Od
velikog privrednog zn@ja je zbog moginosti probirne berbe, koja moze da traje i
tridesetak dana (MiroSevi& Karoglan-Kontgé, 2008). U Crnoj Gori prva probirna berba se

nage&e obavlja polovinom jula.
2.2.2.0snovni fizioloSki procesi

2.2.2.1. Fotosinteza

Kod vinove loze se fotosinteza ostvaruje u svimaamga ucijim c¢elijama ima
hlorofila: u li&u, mladim lastarima i u plodovima dodatka njihovog sazrijevanja. lako je
udio fotosinteze lastara i plodova mali, u plEeu sa listovima, ne moze se&irea je
bezn&ajan.

U svijetloj fazi fotosinteze pigmenti apsorbuju 8esnu energiju, dolazi do
pobudivanja molekula hlorofila i oksidacije vode. U spim procesima prenosa elektrona,

! Botanika ili fizioloska zrelost je stadijum u razvitkugola kada je sjeme sposobno za reprodukciju.
Konzumna zrelost je stadijum kada je plod prikladarkonzumiranje. TehnoloSka zrelost je stadijum u
razvitku ploda kada postaje prikladan za preradu.
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sintetiSe se NADPH kao visoko redukovano jedinjenjdporedo, té&e proces
fotofosforilacije u kome se ADP u prisustvu neorglarg fosfora prevodi u ATP, jedinjenje
veoma bogato energijom.

Osnovni proces tamne faze fotosinteze je usvajangzivanje CQ. Iz atmosfere
(0,03% CQ), tokom difuzije kroz stome ¢elijske membrane, CQulazi u Zivecelije sa
hloroplastima. Do procesa fiksacije €@olazi u stomi hloroplasta u prisustvu i nguma
utroSka NADPH i ATP, koji vode porijeklo iz svijetfaze fotosinteze (NADPH se oksiduje
u NADP', a ATP se hidrolizira u ADP). Za sve biljke-Gpa, kojima pripada i vinova loza,
zna se da je primarni akceptor £D5 ribuloza-difosfat i da se kao prvi produktteie
javlja 3-fosfoglicerinska kiselina (PGA) — jedinjenrsa 3 C atoma, p&emu je i ovaj tip
fotosinteze dobio ime. Sintetisana PGA p@maATP i fosfoglicerat kinaze daje 1,3-
difosfoglicerat, koji u prisustvu NADPH i gliceradid dehidrogenaze prelazi u 3-
fosfogliceraldehid i njegov izomer — dihidroksiametfosfat. Kondenzovanjem ovih dviju
trioza u prisustvu posebne aldolaze dolazi do a@waza 1,6-fruktoze difosfata koja se u
procesu hidrolize defosforilira u 6-fruktozu monsffat, a ovaj izomeracijom u 6-glukozu
monofosfat, koji se defosforilira i prelazi u stabi glukozu. Uporedo sa navedenim
reakcijama, u fotosintetskom procesu teku i reakkpje imaju za cilj sintezu pentoze —
ribuloza-5-fosfata (Kalvinov ciklus), koja se u sustvu ATP stvorenog u svijetloj fazi i
enzima fosforibulokinaze transformiSe u ribulozu5-difosfat — akceptora GO
(Milosavljevi¢, 1984Db).

Pretpostavlja se da pored genetskimgoca, na intenzitet fotosinteze dui ekoloski
uslovi i morfoloSko-fizioloSka specifnost vrste i sorte. Dokazano je da se po sadrzaju
hlorofila sorte méusobno znatno razlikuju, i da upotrijebljene lozmadloge uttu na
sadrzaj ovog pigmenta u di$ kalemljene loze. BioloSka svojstva sorti i lozmibdloga
zna&ajno uttu i na dinamiku fotosinteze u toku vegetacionodqukeri na dnevnom nivou.

Jaina svjetlosti do izvjesnog stepena péaea intenzitet fotosinteze, a nakon toga
biljka ne reaguje povanjem intenziteta. U prirodnim uslovima gajenjaovia loze, téka
zastenja ne postoji, jer drugicinioci, koji su obéno povezani sa intenzivnim
osvjetljavanjem, visoka temperatura i opadanjetikgla viaznosti vazduha zaustavljaju
porast fotosinteze.

10
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Temperatura neposredno daati na intenzitet fotosinteze. Za sorte sa kratkim
vegetacionim periodom i pri vlaznosti vazduha od &%, intenzitet fotosinteze raste do
20-25 °C, a idé dalje prema temperaturi od 30 °C intenzitet fotteze naglo opada. U
australijskim uslovima, sorta 'Sultanina’ ispoljamaksimum fotosinteze na temperaturama
izmedu 30 i 35 °C (Milosavlje\d, 1984a).

Relativha vlaznost vazduha veoma &@jao utte na intenzitet fotosinteze i na
prirodu metabolizma usvojenog ugljenika. U uslovimmmanjene relativne vlaznosti
vazduha, intenzitet fotosinteze opada, prije svelgag toga Sto takvo stanje vazduha
uslovljava zatvaranje stoma, a to dovodi do slgbijsvajanja C@ Uticaj smanjenja
relativne vlaznosti sa 70 na 50% na intenzitetdioti@ze je jak — mijenja se sintezae&ma,
organskih kiselina i aminokiselina (Milosavljéyil984a).

Ukupan uticaj mineralne ishrane na fotosintezu wentoze moze se podijeliti na
uticaj na produktivnost fotosinteze, zatim obrazgeaasimilacionog pribora i obrazovanje
pigmenata. Zavisnost fotosinteze od mineralne mhrrdje ista kod svih sorti. U poljskim
uslovima uticaj mineralne ishrane na intenzitebs$atteze u velikom stepenu zavisi od
vegetacionog perioda i od vlaznosti zemljiSta. Ret@ velik uticaj kako u fazi cvjetanja,
tako i u fazi intenzivhog porasta plodova imala f@sforno-kalijumova varijanta
(Milosavljevic, 1984a). Ipak, treba naglasiti da pitanje uticajeralne ishrane na
intenzitet fotosinteze vinove loze nije dovoljnobdo prokeno. Smanjenje sadrzaja
rastvorljivih ¢vrstin  supstanci moZze biti rezultat efekta razhtgae uzrokovanog
prekomjernim rastom kao rezultatom primjene&lilrekoli¢cina azota (Ahlawat, 1988).
Optimalna mineralna ishrana je od neposrednogajaaa postizanje viSeg sadrzajacsa
u grodu (Lovi¢, 1984). Primjenom neadekvatnih Katia azotnihdubriva smanjuje se
sadrzaj rastvorljivirtvrstih supstanci (Matirt al, 2004; Delgadet al, 2004; Conradie,
2001; Christensemt al, 1994; Ahlawat, 1988; Ruhdt al, 1992; Kelleret al, 1998).
Vodeni rastvor kalijum jodida povava prinos za 15% i sadrzaj¢éea za 2%, a u
kombinaciji sa rastvorom bordovskerbe(Ca(OH) + CuSQ) nesto manje — 1,7% (Lavi
1984).

Navodnjavanje uie na fotosintezu preko vodnog rezimadiSDovoljna viaga u

zemljiStu moze da otkloni pojavu depresije u fatteszi, koja se viSe-manje redovno javlja

11
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u podnevnintasovima. Rijé je o kratkotrajnom pov&nju koncentracije gera u ligu, Sto
dovodi do zastoja u fotosintezi. Kada se gewe koncentracije &era u li€u zadrze duze,
dolazi do promjena u procesima metabolizma éegeé'prelaze” u antocijanine, dolazi do
razaranja hloroplasta i 66 mijenja boju (Milosavljei, 1984a).

Zakidanje i zalamanje lastara, kao i piivanje li€a su mjere za koje je utieno
da podstiu fotosintezu i pretpostavlja se ubrzavaju transpsimilata. Sa obrazovanjem
grozda, proizvodi rodnih lastara se qaaju pretezno usmjeravati prema grozdovima, a
proizvodi nerodnih lastara pretezno prema korijdsfazi sazrijevanja graa, proizvodi

fotosinteze se iz svih lastara prenose u pravcedgna (Milosavljewt, 1984a).
2.2.2.2. Fotorespiracija

Postoji viSse puteva razgradnje proizvoda fotositega kojom je najtjesnije
povezana fotorespiracija. Proces se odvija u zelatjelovima biljke (uz te&e celijskih
organela: hloroplasta, peroksizoma i mitohondrife),svjetlosti, kada dolazi do oksidacije
fotosintetskih méuproizvoda (usvojenim kiseonikom iz atmosfere) lobaianja CQ.
Vinova loza, kao i sve biljke sa fotosintezorg-t(pa, ima visok intenzitet fotorespiracije.
Na intenzitet fotorespiracije pozitivno &g poviSena koncentracija kiseonika u spoljnoj

sredini, pojdan intenzitet svjetlosti i poviSena temperatural@Shvljevic, 1984b).
2.2.2.3. Respiracija

Respiracija je veoma sloZzen proces koji se odvganivou mitohondrija i u
odsustvu svjetlosti, a na nivou cijele biljke mastiuje se kao proces gasne izmjene u kojoj
se usvaja @i oslobaa CQ. Sustina je u degradaciji molekula organskih jedifa i
oslobaanju energije, koju zivéelije koriste za obavljanje raznovrsnih fizioloSkitocesa i
za svoju reprodukciju. U procesu razijvanja sloZzenih organskih jedinjenja, u prvom redu
Setera dobijenih u procesu fotosinteze, javljaju sedupeoizvodi i ostvaruje sinteza
mnogih jedinjenja.

Putevi stabilnog oblika glukoze su r&#ic akumulira se u plodovima, u obliku

skroba sluzi kao osnovna rezervna supstanca umaarganima vinove loze, transformise

12
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se u procesima bioloskih oksidacija oskidgaci energiju i stvarajéi osnovu za sintezu
drugih organskih jedinjenja (Milosavljeyi1984Db).

Intenzitet disanja je veoma visok kod zelenih babiopada poslije deformisanja
stoma. Na kraju faze sazrijevanja intenzitet jeimalan. Smatra se da se do 20 °C kao
materijal za disanje troSi &r, 20-30 °C jabtna kiselina, a iznad 30 °C vinska kiselina.
Ustanovljeno je da je ra#lt intenzitet disanja bobica raznih epoha sazripgwagroda.
Kod ranih sorti proces disanja je intenzivniji ndgm srednje poznih i poznih sorti (Bé&yri
1984).

2.2.2.4. Metabolizam jabué¢ne i vinske kiseline

U organima vinove loze srija se mnoge organske kiseline. Samo su tri organske
kiseline posebno karakterigtie za metabolizam vinove loze. To su jaia vinska i
limunska kiselina. U zelenim plodovima vinove lozéSe od 90% kiselosti dolazi od
jabuene i vinske kiseline.

Jabuna kiselina se posebno u zelenim plodovima sirtetidrocesu vezivanja GO
za pirogro#anu kiselinu. Ovaj proces je znatno izrazeniji lezin plodovima, nego u
liS¢u vinove loze, jer se u lif, zahvaljujéi visokom sadrzaju hlorofila, ztajniji dio CO,
vezuje procesom fotosinteze. Pomenuti proces davijasu toku noi, cime se objasnjava
veliko nakupljanje jabtne kiseline. Jakima kiselina se sintetiSe i u procesima vezanim za
glikolizu, jer je poznato da se tom prilikom dobigsfoenol piruvat (fosforilovani derivat
pirogroziane kiseline)cijom se karboksilacijom dobija jaboa kiselina. U reakcijama
suprotnog smjera, moga je sinteza $era odnosno glukoze. Na taj¢a se jabdna
kiselina transformiSe u &ere u toku sazrijevanja grdd. Jabuna kiselina se razlaze u
procesima respiracije &ijem lancu je nezamjenjivilan. U zrelom grodu nije otkrivena
sinteza jabéne kiseline.

Nekada se smatralo da postoji mégost prelaska vinske u jalnu kiseline i
obratno. Méutim, utvideno je da sinteza vinske kiseline nije povezargirgazom jabéne
kiseline. Smatra se da se vinska kiselina sintetipentozo-fosfatnom ciklusu od glukoze
preko glukonske kiseline kao dgroizvoda. U zelenom grdd je sinteza vinske kisline

veoma intenzivna. U getnim fazama razéa plodova, sinteza vinske kiseline je po svom
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intenzitetu skna sintezi jabéne kiseline. Sa razvojem plodova, sinteza vinslseliie
brzo opada i na getku faze zrenja se potpuno zaustavlja. StanovEiekome vinska
kiselina u grodu vodi porijeklo iz lista je odl@®no, jer je ututeno da se iz l& prema
groziu uglavnom prenose &si. Pomau obiljeZzenog*’C je utvideno da su se i jabna i

vinska kiselina sintetisale iz &ra porijeklom iz lia (Milosavljevt, 1984b).
2.3. Fenolna jedinjenja

2.3.1.Klasifikacija fenolnih jedinjenja

Fenolna jedinjenja imaju u svojoj strukturi jedtiwiSe hidroksilnih grupa vezanih
direktno za aromatno jezgro. U prirodi se nalaze u slobodnom oblikkao glikozidi, a
mogu da stvaraju komplekse i sa nekim drugim mdielau Nage&e su prisutna u
billkama, ali ih ima i u Zivotinjama i mikroorgamima. Do sada je u biljnom svijetu
otkriveno oko 10000 fenolnih struktura. Fenolnaingehja su prisutna u visokim
koncentracijama u epidermisu lista i pokozici ploda

Vrlo ¢esto se misli da su "polifenoli” polimeri pojedinienolnih molekula, koji
takade postoje u biljnom svijetu (ngg&e kao glikozidi ili estri, a rige u slobodnom
obliku). Medutim, polifenoli su jedinjenja koja sadrze viSe jedne fenolne hidroksilne
grupe supstituisane za jedan ili viSe arotmali prstenova.

Fenolna jedinjenja se mogu klasifikovati na razaine. Harborn & Simmonds
(1964) su izvrsili klasifikaciju na osnovu brojaljegikovih atoma u molekulu (Tabela 2-
1).
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Tabela 2-1 Klasifikacija fenolnih jedinjenja

Struktura Klasa
Cs prosti fenol
Ce—C fenolne kiseline i srodna jedinjenja
Ce—-C acetofenoni i fenilséretne kiseline
C—G cimetne kiseline, aldehidi i alkoholi
Ce—-G kumarini, izokumarini i hromoni
Cis halkoni, auroni i dihidrohalkoni
Cis flavani
Cis flavoni
Cis flavanoni
Cis flavanonoli
Cis antocijanidini
Cis antocijanini
Cao biflavonili
Ce—C -G, C— G -G benzofenoni, ksantoni, stilbeni
Cs, Cio, Cia hinoni
Cis betacijanini
Lignani, neolignani dimeri ili oligomeri
Lignin polimeri
Tanini dimeri ili oligomeri
Flobafeni polimeri

2.3.2.Biosinteza fenolnih jedinjenja

Poznata su tri raziita biogenetska puta nastajanja fenolnih jedinjenajkama:
1. Sikimatno-arogenatni put (put Sikiminske kiseline)
2. acetatno-malonatni put (poliketidni put) i

3. acetatno-mevalonatni put.
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Biosintetiki put Sikiminske kiseline je najvazniji u sintefanolnih jedinjenja u
billkama. Kljucni intermedijer je Sikiminska kiselina, koja nast&ondenzacijom eritroza-
4-fosfata i fosfoenol piruvata, preko nizaduproizvoda. Iz Sikiminske kiseline dobijaju se
aromaténe amino kiseline, L-fenilalanin i L-tirozin. Feal&nin je prekursor naj¢eg broja
fenolnih jedinjenja u viSim billkama (Slika 2-2).idoksicimetne kiseline, nastale od
fenilalanina, i nardito njihovi koenzim A estri su obino strukturni elementi razitih klasa
fenolnih jedinjenja, kakvi su estri i amidi cimethkeéseline, lignin, benzoeve kiseline,
flavonoidi i kondenzovani tanini. Istrazivanja matéizma fenolnih jedinjenja u plodu,
zasnovana na dodavanju fenilalanina i cimetne ikisebbiljeZenih radioaktivnim“C,
pokazala su da se porgwkumarinske kiseline ili njenih estara, stvarajuderivati
hidroksicimetne kiseline i flavonoidi. Fenilalarmdroksicinamatni put je definisan kao
opsti fenilpropanoidni metabolizam. Ovaj metabatizae odnosi posebno na promjene od
fenilalanina dgp-kumarinske kiseline, kao i na enzime neophodnbiasintezu praktino
svih fenolnih jedinjenja, koji katalizuju pojedifiee korake kao Sto su: fenilalanin
amonijum liaza (PAL), cinamat 4-hidroksilaza (C4lH)hidroksicinamat CoA ligaza
(CoAL). Sve je vise rezultata koji ukazuju da jenifpropanoidni i flavonoidni put
katalizovan sa nekoliko membranski asociranih raoitimskih kompleksa (Dixon &
Paiva, 1995; Winkel-Shirley, 1999).

PAL je klju¢ni enzim u biosintezi fenolnih jedinjenja, koji kéfe deaminaciju
fenilalanina i na taj nan omoguava stvaranjérans-cimetne kiseline. Enzim je tetramer i
svaka subjedinica ima molekulsku masu oko 83000k&dluktuacije u aktivnosti ovog
enzima odnose se na fizioloSko stanje i osjetlivos brojne spoljaSnje faktore
(temperaturu, svjetlost, raziie tipove stresa itd.). Aktivnost PAL moZe znatvarirati
(¢ak 4 puta) i u istom fiziloSkom stanju.

C4H je enzim odgovoran za prelazak cimetne kiseline4-u odnosno p-
hidroksicimetnu kiselinu. Ova rekacija zahtijeva lekollarni kiseonik i NADPH.
Hidroksilacija u orto polozaju vodi ka formiranjuo-kumarinske kiseline, prekursora

biosinteze kumarina.
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CoAL omoguava stvaranje CoA estara hidroksicimetnih kiselingprisustvu
koenzima A, ATP-a, i u mnogim slajevima Md"* jona. CoA estri hidroksicimetnih
kiselina igraju glavnu ulogu u biosintezi r&#ih grupa fenolnih jedinjenja, a posebpo
kumaroil CoA (4CL, 4-kumaroil:CoA ligaza) kao prekor flavonoida i lignina. Utdieno
je da se aktivnost ovog enzima mozecaj@o razlikovati ne samo izrde razliitih biljnih

vrsta, vé i u okviru iste vrste.

Modifikacijom jedinjenja formiranih u fenilpropardnom putu stvaraju se
kumarini, lignini, benzoeve kiseline, flavonoidil@rivati hidroksicimetnih kiselina.

Stvaranje kafene, ferulinske i sinapinske kisetid@-kumarinske kiseline zahtijeva
2 tipa reakcija: hidroksilaciju i metilaciju. Udenjem druge hidroksilne grupe u molekul
kumarinske kiseline nastaje kafena kiselina, Sto katalizovano monofenol
monooksigenazama, dobro poznatim biljnim enzimiviadheix et al, 1990; Strack,
1997). Metilacija kafene kiseline vodi do formirarferulinske kiseline koje su zajedno sa
p-kumarinskom kiselinom prekursori lignina (biosir#elignina uklj@uje ¢itavu seriju
enzima, pricemu je konéni korak polimerizacija i akumulacija @elijskom zidu).
Metilacija je katalizovana s@-metil transferazom (Macheigt al, 1990; Strack, 1997).
Kafena kiselina je supstrat za rijetku 5-hidroksifeasku kiselinu od koje nastaje
sinapinska kiselina kao rezul@tmetilacije. Formiranje derivata hidroksicimetniisddina
zahtijeva stvaranje hidroksicinamoil CoA estaragriejer p-kumaroil-CoA) katalizovanih
sa hidroksicinamoil-CoA ligazama ilD-glikozil transferazama. Hidroksicinamoil CoA
estri ulaze u razlite speciféne fenilpropanoidne reakcije, kakve su kondenzasge
malonil-CoA, sto vodi do flavonoida ili preko NADREavisnih redukcija do lignina.

Stvaranje derivata hidroksicimetnih kiselina saamgkim kiselinama se odvija
preko formiranja CoA estara, a potom transestextijle sa hidroksi kiselinama (hinska,
jabwena, Sikiminska itd.) katalizovane hidroksicinameansferazom (HT). U biosintezi
derivata hidroksicimetnih kiselina sa¢géema, transfer glukoze od uridin difosfoglukoze
do hidroksicimetne kiseline je katalizovan sa dikdaransferazom (Macheigt al, 1990;
Strack, 1997).
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Transcimetna kiselina je opsSti prekursor za sve kunggrinnjenaorto- i para-
hidroksilacija vodi do formiranja kumarina i hidiikumarina.

Pretpostavlja se da postoji nekoliko puteva za ibiesu pojedinih
hidroksibenzoevih kiselina zavisno od biljke. Mogastati direktno Sikimatnim putem,
naraito od dehidroSikiminske kiseline kao u &ju galne kiseline (Haddoa#t al, 1982;
Strack, 1997). Mé&utim, pomenute kiseline mogu nastati i degradacifodroksicimetnih
kiselina (na stian n&in kao kod B-oksidacije masnih kiselina) pdemu su glavni
intermedijeri cinamoil-CoA estri (Macheigt al, 1990; Strack, 1997). Hidroksibenzoati
takade mogu nastati prilikom degradacije flavonoida #8k; 1997). Hidroksilacije i
metilacije  hidroksibenzoevih  kiselina se  odvijaju nalbbogno kao  kod
fenilalanin/hidroksicinamatnog puta (Strack, 1997hznavanje mehanizama, a posebno
enzima ukljgenih u biosintezu hidroksibenzoevih kiselina i ojth derivata, je u Wem
stepenu ograteno, iako galna kiselina i njeni derivati igrajuzna ulogu u stvaranju
hidrolizujuih tanina (Machebet al, 1990).

Elaginska kiselina se formira oksidacijom i dimadgom galne kiseline (Maast
al., 1991). Oksidacija se ubrzava u alkalnim uslovim&idroliza i laktonizacija u kiselim
uslovima (Tulyatharet al, 1989). Galna kiselina i elaginska kiselina sdingnjima koja
sadrze hidroksilnu grupu mogu formirati estre. Ckiseline su glavne komponente
hidrolizujutih tanina. Tanini koji hidrolizom daju galnu kisali su galotanini, a elaginsku
kiselinu (dilaktonsku formu heksahidroksidifendéseline) su elagitanini.

Klju¢ni korak u biosintezi flavonoida je kondenzacijantiolekula malonil-CoA sa
p-kumaroil-CoA pri éemu nastaje {g intermedijer 4,2',4',6'-tetrahidroksihalkon (Strack
1997). Enzim koji katalizuje ovaj korak je halkantaza.

Sljed€i korak nakon halkon sinteze je stereospé&cdi izomerizacija do &-
flavanona, naringenina, Sto je katalizovano sa dralkzomerazom. Halkon odnosno
izomerni flavanon je glavni intermedijer u sintexiih flavonoida, jer predstavlja mjesto
ratvanja u biosintezi (Slika 2-3). Enzim flavanon-3ituksilaza katalizuje konverziju $*
naringenina u (R 3R)-dihidrokempferol i1 takde (29-eriodiktiola u (R 3R)-
dihidrokvercetin (Britsch & Grisebach, 1985). Enziflavonol sintaza konvertuje

dihidrokempferol u kempferol. Pored enzimske hidilaicije u prstenu B flavonola, u
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nekim sliajevima verovatno dolazi i do hidroksilacipekumarinske kiseline u kafenu
kiselinu prije uklj&ivanja u molekul flavonoida (Hakkinen, 2000). Datathidroksilacije
mogu se javiti u praktno svim stepenima oksidacije flavonoidnog skelBihidroflavonol
moze i u drugi biosintetiki put koji vodi do antocijanina. Najprije NADPH-ziana
dihidroflavonol 4-reduktaza katalizuje stvaranjeukeantocijanidin strukture (Strack,
1997). Zatim dolazi do konverzijleukoantocijanidina u obojene antocijanidine, Sto
ukljucuje reakcije oksidacije i dehidratacije (Hakkin@®00), u koje su najvjerovatnije
ukljuéeni enzimi antocijanidin sintaze (Holton & Cornistf95). Sablon ekspresije gena
pokazuje zn&jne razlike izméu organa i kultivara vinove loze, posebno za gene
ukljucene u sintezu antocijanina. Kod crvenih sorti,g&mi su izrazeni u pokozici, iako sa
razlicitim temporalnim Sablonima. U pulpi je ekspresigng niska, a pojedini geni nisu
izrazeni, kao Sto su: PAL i UFGT (uridin difosfdtigoza:flavonoid 30-glukozil
transferaza) gen (Boss al, 1996a). Ova dva gena kodiraju enzime wdpe u prvi i
posljednji korak u sintezi antocijanina: PAL dozewh hidrolizu amonijaka iz fenilalanina,
dok UFGT Kkatalizuje glikolizaciju antocijanidina pmoizvodnju antocijanina (obojenih i
stabilnih proizvoda). Odsustvo UFGT gena je tekpokazano i kod sjemenki. Kod bijelih
sorti UFGT nije detektovan, a ekspresija drugihag@nniska, u podenju sa pokozicom
crvenih sorti (Boset al, 1996b).

Generalno, mnogi flavonoidi se javljaju kao glikdizu aktivho metabolizugim
bilinim tkivima. Postoje stotine razltih glikozida sa: glukozom, galaktozom, ramnozom,
ksilozom i arabinozom kao r@<im Seerima. Konjugacije flavonoida nisu ograene na
glikolizaciju. Mnogi flavonoidi sadrze acilovane ¢gee. Acil grupe potu ili od
hidroksicimetnih ili alifattnih kiselina, kakva je malonska kiselina (hidrokailgrupa
Se&era i kiselinska grupa podlijezu reakciji este@itije) (Strack, 1997).

Vazan intermedijer u stvaranju flavan-3-ola je fBxen-3-ol (koji potte od
halkona), od kojeg se dvostepenom stereospgoifin redukcijom (NADPH) ukljéujuci
stvaranje karbokatjona formiraju dva stereoizom@takatehin i (-)-epikatehin. Postoje
velike razlike u shvatanju biosinteze flavan-3-olproantocijanidina m#u autorima, a

jedno od vaznijih pitanja je da li je kondenza@jaimska ili ne. Postoji opSte slaganje da
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Slika 2-2 Biosinteza hidroksicimetnih kiselina, tgkisibenzoevih kiselina i halkona
(Macheix et al, 1990; Hakkinen, 2000). Pune linije predstavljajobro-okarakterisane
reakcije katalizovane pojeditrm enzimima. Isprekidane linije predstavljaju
transformacije koje zahtijevaju multienzimske koeksle, ili su manje okarakterisane ili
variraju zavisno od biljne vrste. Enzimi: C4H — amat 4-hidroksilaza, CHS — halkon

sintaza, 4CL — 4-kumarat: CoA ligaza, PAL — ferdlah amonijum liaza
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Slika 2-3 Biosinteza flavonoida (Machesx al, 1990)

se oligomerni proantocijanidini formiraju adicijonstereospecitinog flavanil-4-
karbokatjona na jedan od dva stereosp&dififlavan-3-ola ili na postajelanac prije nego
preko samo-kondenzacije karbokatjona (Macleeial, 1990).

21



OPSTI DIO

Biosinteza proantocijanidinina dijeli zajedke korake sa antocijaninima, ali se
nakon redukcije leukocijanidina ili cijanidinacka, idwi do katehina ili epikatehina, uz
uceke enzima leukocijanidin reduktaze ili antocijanideduktaze. Ekspresija gena koji
kodiraju pomenute enzime u sjemenci i pokozici oilvesorti pokazuje spectinu
vremensku regulaciju sinteze proantocijanidininatepsi rano tokom razvoja grozda do
pocetka zrenja. Utdena je zn&jna razlika u relativnoj ekspresiji ovih gena uvitka
pokozice i sjemenke, sa & vrijednostima u sjemenci, iltak prisustvom samo u
sjemenci (Braidoét al, 2008).

2.3.2.1. Aktivnost enzima tokom sazrijevanja

Sazrijevanje ploda je ptano povéanjem brzine sinteze proteina i aktivnosti
brojnih enzima. Raalitosti u pogledu fenolnog sastava su rezultat ak&téi enzima
odgovornih za njihovu biosintezu i degradaciju. ikbst PAL je maksimalna u veoma
mladom plodu i onda opada tokom rasta plodadiien, u va@u u kojem se akumuliraju
antocijanini, kakvo je grate, Sljive, breskve, viSnje i jagode, PAL ponovagaéktivnost
ovog enzima se najbolje moze ilustrovati na primjgroza, gdje je aktivnost fenilalanin
amonijum liaze maksimalna u nezrelim bobicama,nzate smanjuje tokom rasta, i kod
crvenih sorti (Slika 2-4) ponovo rastegetkom sazrijevanja, dok se kod bijelih ne mijenja.
lako je aktivnost PAL apsolutno neophodna za sinfemolnih jedinjenja, smatra se da nije
ograntavajuwta za data fizioloSka stanja. Suprotno tome, njg@stsat fenilalanin moze biti
limitirajuci faktor u sintezi fenolnih jedinjenja. Ipak, pdenje razititih fizioloskih stanja
na brojnim primjerima je pokazalo dobru koreladgmedu promjena u aktivnosti PAL i
akumulacije fenolnih jedinjenja (kod git& u sli¢aju derivata hidroksicimetne kiseline). U
groziu, sve protavane enzimske aktivnosti rastu i dostizu maksintokom perioda
najvee akumulacije antocijanina. Ovo ukdjyje enzime Kkoji su spedcti za biosintezu
flavonoida, halkon sintazu, halkon izomerazu i gkzik transferazu, kao i sve enzime
ukljucene u opsti fenilpropanoidni metabolizam (PAL, CoAC4H). Aktivhost PAL je
deset puta @& u sjemenkama u odnosu na pokozicu, dok je u galpemarljiva (Slika 2-
4). Promjene aktivnosti PAL su u saglasnosti sanjgnama sadrZaja antocijanina u

pokozici i flavan-3-ola u sjemenkama (Machebal., 1990).
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20 2
—a— Sjemenka

—B8— pulpa

—e— pokozica
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PAL aktivnost
(t-cimetna kiselina ymol/g (w-h)))

Jun Jul Avgust
Slika 2-4 Promjene u aktivnosti fenilalanin amomjliaze u grodu (Macheixet al, 1990)
2.3.2.2. Akumulacija i skladiStenje fenolnih jedinjenja u éeliji

lako se biosinteza flavonoida odvija u citoplazmgjvei dio proizvoda se
transportuje i akumulira u razitiim djelovima, uglavnoméelijskom zidu i vakuolama,
slicno kao kod drugih sekundarnih metabolita. Mikros@posmatranja su pokazala da
su antocijanini prisutni u vakuolama epidermish pivih spoljasnjih slojeva hipodermisa
pokozice (koja se sastoji od kutiniziranog epidaami unutrasnjih slojeva hipodermisa),
izuzev kod sorti bojadisera koje sadrze antocijamia pulpi (Braidott al, 2008). S druge
strane, antocijanini se mogudna citoplazmattnim mjehuréima protoplasta dobijenim iz
¢elijske kulture, zvanim antocijanoplasti (Calderenal, 1993). Antocijanoplasti se ne
nalaze u vakuolama, ali mogu predstavljati transpomehanizam antocijanina u
antocijanske inkluzije unutar vakuole. U skorijgjame je utvideno da su antocijanske
vakuolarne inkluzije membranski razgréeme i da sadrze veliku koéihu mijeSanih
acilovanih antocijanina, ali i tanina i organskéidinjenja (Zhangt al, 2006; 2007).

Za razliku od antocijanina, flavan-3-oli i taniri $ocirani ne samo u vakuolama,

vec i u celijskom zidu pokozice i sjemenke. Studije sa patmh su pokazale da tanini
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imaju razltite oblike, od onih slobodnih unutar vakuole, vehara proteine i lociranih u
unutrasnjem dijelu tonoplasta do onih povezanih pséisharidima ucelijskom zidu
(Amrani-Joutei et al, 1994). Analiza sastava tanina lociranih¢elijskom zidu i u
unutrasnjoj ¢elijskoj frakciji pokozice 'Kaberne Sovinjona' jeokazala da su tanini
uglavnom prisutni u unutrasnjem dijatelijske frakcije u odnosu néelijski zid, ali da je
flavanolni sastav slan. Meiutim, tanini iz¢elijskog zida imaju mDP 2-3 puta&ieod onih
unutrasnjih. To navodi na pretpostavku da je satanina, tokom prve faze rasta, jaaa
transportom elijski zid (Gagne, 2006).

Sto se tte sjemenke, tanini izelijskog zida imaju vé mDP u odnosu na one iz
unutrasnjeg dijelaelije, a ova razlika raste u periodu od Sarka dee faazrijevanja.
Taninski sastav je sfn kod objeelijske frakcije, s tim Sto je udio epikatehin dgalaei u
¢elijskom zidu (Genyet al, 2003).

Vazno je naglasiti da noviji radovi pokazuju daflswonoidi prisutni i ucelijskom
jedru razlEitih biljnih vrsta, iako joS uvijek nema takvih pravanja vezanih za gréé
(Braidotet al, 2008).

2.3.3.Fenolna jedinjenja u groaiu

Kao Sto je navedeno u prethodnom odjeljku, fengledinjenja u grodu su
lokalizovana u perikarpu (pokozici) i u slojevimaotaia sjemenke, a u veoma malim
koli¢cinama u mezokarpu (pulpi).

Tri primarne grupe fenolnih jedinjenja koje se japl u groziu su: prosti fenoli,
flavonoidi i stilbeni.

Prosti fenoli su derivati hidroksicimetnih i hidsikenzoevih kiselina. Poznate
hidroksicimetne kiseline su-kumarinska, kafena, sinapinska i ferulinska kiseli
Identifikovani su i estarski oblici sa vinskom Kisem (kutarna kiselina, kaftarna kiselina i
fertarna kiselina). Evidentirani su glukozigirkumarinske, ferulne i kutarne kiseline.
Hidroksicimetne kiseline su vazni konstituenti agdnih antocijanina (Macheiet al,
1990).
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COOH COOH COOH
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p-Kumarinska kiselina Kafena kiselina Ferulinskeaekiza

U poreienju sa hidroksicimetnim kiselinama, sadrzaj hidib&nzoevih kiselina i
njihovih derivata je znatno nizi. Najpoznatije salrma kiselina, p-hidroksibenzoeva,
salicilna, siringinska, protokatehuinska, koje ggaunom javljaju u slobodnom obliku.
Galna kiselina je prisutna i kao acil-supstitugéavén-3-ola (Aliet al, 2010).

COOH COOH
COOH
OH
HO OH
OH OH
Galna kiselina p-Hidroksibenzoeva kiselina Salicilna kiselina

Flavonoidi su prisutni u pokozici i sjemenkama. Moge podijeliti na nekoliko
podgrupa: flavoni, flavonoli, dihidroflavonoli, #anoli i antocijaninini, sa istim skeletom
ali razlicitim oksidacionim stanjem centralnog piranskoggmat(Aliet al, 2010).

Uglavnom su 30-glukozid i 30-glukuronid kvercetina, miricetina, kempferola

prisutni u gro#u, a ndeni su i drugi mono- i diglikozidi, ali u nizim keentracijama.

R;=H, R, = H; Kempferol
R;=OH, R, = H; Kvercetin

R; = OH, R, = OH; Miricetin

R, = OCHs;, R, = H; izo-Ramnetin
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Detektovano je prisustvo dihidroflavonola (flavanbn kao Sto je astilbin
(dihidrokvercetin 3-ramnozid) i engeletin (dihideskpferol 3-ramnozid) (Jiat al, 2009).

Dihidrokempferol

OH

OH

Dihidrokvercetin

Slobodni flavan-3-ol monomeri, kao katehin i epdtah, prisutni su u pokozici,
obicno u nizim koncentracijama, pretpostavlja se zbaggute uloge kao prekursora u

procesu kondenzacije tanina (Braigotl, 2008).
OH

OH

R = H; Katehin
R = OH; Galokatehin
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OH

OH

HO. O. \\\\\\\

R = H; Epikatehin
R = OH; Epigalokatehin

"y
"OH

OH

OH

HO. 0. W

W

iy,
//O

OH OH

OH

OH

Epikatehin galat

Polimerizacijom polihidroksi flavan-3-olnih  mononagr (+)-katehina i (-)-
epikatehina, i njihovih estara galne kiseline nastaligomeri i polimeri zvani
proantocijanidini (kondenzovani tanini).

Tanini u pokozici groda su polimeri epikatehina i epigalokatehina, kao
"ekstenzionih" subjedinica i katehina kao "termitgl jedinice. Epikatehin galat je ¢bo
prisutan u tragovima (Braidet al, 2008). Tanini pokozice se razlikuju od onih ptish u
sjemenkama po ¥ej prosj&noj masi, sa srednjim stepenom polimerizacije od 28, i
nizim udjelom galoil jedinica (Souquet al, 1996).

Sjemenka je drugi veliki izvor flavonoid&ak iakocini najviSe do 6% mase bobice.
U ovom organu, glavni flavonoidi su flavan-3-oligmomeri i kondenzovani polimeri), dok
su flavonoli prisutni u tragovima. Skoro svi flawdi sjemenke su u spoljaSnjem ili
mekom omotéu sjemenke, a tanini i u epidermisu kao i zadnjlojesima unutrasnjeg
dijela sjemenke (Pinelet al, 2006; Cadogt al, 2006; Braidott al, 2008).
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U poreienju sa pokozicom, sadrzaj ukupnih tanina jeajmo viSi u siemenkama, a
prosjeni stepen polimerizacije (mDP) generalno nekolikapnizi u sjemenkama u svim
fazama razvoja bobice. Pored toga, manji tanimejgke se okino razlikuju po sastavu od
onih u pokozici (Pinelet al, 2006; Braidott al, 2008).

Proantocijanidin

Kod crvenih varijeteta, antocijanini mogu biti s§teni ne samo u epidermisu¢ve
zajedno sa taninima i u hipodermalnim slojevimagaiée. Antocijanini, koji su odgovorni
za boju groda su glikozidi antocijanidina. Kod vinove loze, Znoglukozidi su glavni
antocijanini, gdje glukoza moze biti acilovana. Woziu su detektovani: delfinidin,
cijanidin, petunidin, peonidin i malvidin 3-glukalzj 3-(6-acetil)-glukozidi i 3-(6-
kumaroil)-glukozidi, peonidin i malvidin 3-(6-kafépglukozidi (Pinelo et al, 2006;
Braidotet al, 2008, Aliet al, 2010).
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R;=H, R, = H; Pelargonidin
R;=OH, R, = H; Cijanidin
R;=OH, R, = OH; Delfinidin
R;=OCHj3;, R, = H; Peonidin

R; = OCHj3;, R, = OH; Petunidin
R; = OCHjs;, R, = OCHj3; Malvidin

Stilbeni (1,2-diarileteni) su neflavonoidi smjedtenpokozici, ali i u znatno malim
kolicinama u sjemenkama. Z¥gne koltine ovih jedinjenja su prisutne u peteljci i
petelgici grozda. Resveratrol (monomerni stilben) je glasgtilben u grodu. Stilbeni
prisutni u oligomernoj i polimernoj formi, poznatsu kao viniferini. Viniferini

identifikovani u grodu su: a-, e-, é-viniferin, dimerni i trimerni resveratrol (Alet al,
2010).
OH
HO O AN O
OH

Resveratrol

OH

e-Viniferin
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2.3.4.Promjene u bobici tokom sazrijevanja

U bobicama se, kao i u drugim organima vinove loziwjjaju fizioloSki procesi:
disanje, transpiracija, i dok su bobice zelenediiieza.

Tokom faze sazrijevanja gréd dolazi do slozenih biohemijskih promjena u
bobicama. P&etkom ove faze — u Sarku ili kod nekih sorti nekoldana prije pojave Sarka
dolazi do naglog povanja koltine S€era u bobicama. Rana se da je to, s jedne strane,
posljedica smanjenog disanja bobica uslj¢dzavanja stoma a, s druge strane, da je u vezi
sa osiguravanjem fizioloSkog sazrijevanja sjemefBdaric, 1984). Eksperimentalno je
utvrdeno da znatan dio &ra sintetisan u li1, za vrijeme sazrijevanja grdg, prenosi se u
plodove u obliku saharoze (transportni oblikégéea) i tu se nakuplja u obliku glukoze i
fruktoze. Drugi dio S&era koji se sakupi u plodovima vodi porijeklo izaa smjeStenog u
stablu i korijenu, i sintetisanog u periodu kojegirodi sazrijevanju. Brzina hidrolize skroba
u zelenim plodovima je velika i zato se skrob mpag samo u tragovima (Milosavlje¥
1984b). Koltina S€era u grodu — bobicama povava se sve do nastupanja pune zrelosti.
Posle nastupanja pune zrelosti gi@zdio peteljke grozda (pev od lastara) se zadrveni i
asimilati viSe ne pristizu u bobicu.

U zelenim bobicama veoma je visok intenzitet disgapato nastaju relativno velike
kolicine kiselina kao proizvod nepotpune oksidacijéeta U fazi sazrijevanja gréd,
sadrzaj kiselina opada, zbog opadanja intenzitstngh, formiranja soli i transformacije u
Seter. Ipak, najvéa kolicina kiselina u procesu disanja razlozi se do, C@de. U grodu
(zelenom i zrelom) jakitna i vinska kiselin&ine vise od 90% ukupnih kiselina. Intenzitet
formiranja vinske kiseline u grda za vrijeme Sarka je praktio zanemarljiv.

Azotnih materija ima viSe u zrelom nego u zelenaozdu. Posebno je veliki porast
od Sarka do stanja pune zrelosti, kada se dawae sadrzaj organskih oblika azota
(aminokiseline, polipeptidi, peptoni i proteini).

U fazama razvoja zelenih bobica i sazrijevanja t@bneprekidno se posava
kolicina mineralnih materija. Priticaj je znatno brzkaeon prve polovine faze sazrijevanja
grozda, nego pri kraju. Natito je veliko povéanje kalijuma.

Taninskih materija je znatno viSe u zelenom negecelom grodu (Buri¢, 1984).
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Ako se ne uzmu u obzir antocijanini, flavonoidnstsar pokozice je slan i kod
crvenog i kod bijelog graia (Pineloet al, 2006; Braidott al, 2008), a kao Sto je poznato,
varira tokom sazrijevanja gréd. U stvari, akumulacija proantocijanidina se jawg faze
formiranja ploda do 1-2 sedmice prije Sarka, a pobjihova koncentracija opada izdwe
Sarka i berbe (Downegt al, 2003). Raztiito od tanina, akumulacija antocijanina¢pge
od Sarka i dostize maksimum u posljednjim fazanmijeaanja ploda, mada moze dlo
do pada koncentracije n&itm u toplim klimatima. Sinteza flavonola se odvijadva
razlicita perioda, prvi blizu cvjetanja i drugi koji gioje nakon Sarka (Downegt al,
2006). Metutim, njihova ukupna koncentracija je viSa n&eitu razvoja ploda (Downey
et al, 2003).

Sastav flavonoida se mijenja u toku sazrijevanj@mginke, zajedno sa
makroskopskim promjenama u tkivima, kakve su bofardoca. Prije Sarka, unutrasnji
slojevi srednjeg omota podlijezu procesu odebljavanja i jake lignifigactelijskih
zidova, dokéelije mekog spoljasnjeg omata painju intenzivno da dobijaju boju nakon
Sarka. Smatra se da je tamnjenje sjemenke, tokamjes@nja, uglavnom rezultat
oksidacije flavan-3-ola i tanina akumuliraniltelijama tankih zidova spoljasSnjeg oméda
¢ime se obezbjhije fizicka i hemijska barijera za kiseonik i infekciju pgeémima. Najvisa
koncentracija flavan-3-ola (monomeri i kondenzoviamiini) je evidentirana u Sarku, kada
akumulacija dostize maksimum, a onda tokom saamjgv opada za 90% u shju
monomera i 60% za proantocijanidine (Dowratyal,, 2003; Cadokt al, 2006; Braidoet
al., 2008).

2.3.5.Regulacija metabolizma fenolnih jedinjenja u plodu

Razliitosti u metabolizmu fenolnih jedinjenja, s aspeft#oloskih stanja, zavise
direktno od sinteze proteina. Md&im, sekundarni metabolizam uopSte, a posebno
metabolizam fenolnih jedinjenja, tadk® mnogo zavisi od brojnih faktora, bilo spoljasnjih
(svjetlost, temperatura, snabdjevenost voddubyenje itd.) bilo unutrasnjih (hormoni itd.).
Poznavanje uloge ovih faktora u regulisanju meiabw@ fenolnih jedinjenja je posebno

interesantno zbog mog@uosti prakitne primjene u pogledu intenziviranja tj. péaeanja
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ili smanjivanja sinteze oddenih grupa fenolnih jedinjenja u plodu. Mnogi odlofaktora
izgleda da djeluju po "zvonastoj" zavisnosti, Stoaz da mogu povéati koli¢inu
flavonoida samo pri optimalnom intenzitetu. Smajgebiosinteze flavonoida je geno
kada su ili endogeni ili egzogeni faktori niskoigvisokog intenziteta djelovanja (Braidet
al., 2008).

Svjetlost kao faktor zivotne sredine koji & na metabolizam fenolnih jedinjenja je
mnNogo prodavan, naréito sa stanovisSta uticaja na akumulaciju antocijaniposebno u
plodu, a u znatno manjem stepenu na glikozide flalo i derivate hidroksicimetne
kiseline. Nedostatak je Sto su istrazivanja baaramglavhom na pr@avanju uticaja
klimata, pri ¢emu nije lako identifikovati posljedice uticaja ligkivo svjetlosti, jer je
prisutan i uticaj drugih faktora, a posebno tempeea Odavno je poznato da je nivo
surtevog zréenja vazan faktor u "bojenju" bobice gdaz Smanjenje s@Bvog zréenja
ima za posljedicu snizavanje sadrZaja antocijanmayeoma malo ute na ukupne
rastvorljive ¢vrste supstance (Macheet al, 1990). Zasjenjenost moze takopromijeniti
udio izmetu razliitin antocijanina, Sto je evidentirano kod sort&ir&z', gdje malvidin,
petunidin i delfinidin glukozidi opadaju u odnoswa mpeonidin i cijanidin glukozide
(Downey et al, 2004). Studije pokazuju da zasjenjenostcéamo smanjuje kodinu
flavonoida u bobicama, dok je biosinteza samo fieN@ ograniena svjetlo&u, Sto je
konzistentno sa ulogom ovih molekula u zastiti dd 4¥jetlosti (Downeyet al, 2004).

Ipak, efekat niske insolacije je mnogo manje izrakada je prosjma temperatura
niska. Smatra se da je glavni faktor regulacijeaielizma fenolnih jedinjenja aktivnost
PAL, koja raste u graf izloZzenom svjetlosti Sto je pi@no poviSenjem koncentracije
antocijanina.

Veoma uopsSten pristup objasnjenja utidajaperature odnosi se na njenu ulogu u
regulisanju brzine hemijske reakcije, Sto rezultiaporavanjem metabolizma kada
temperatura pada. Posebna paznja je @esee prodavanju temperaturnog efekta kod
grozda. Generalno, sadrzaj fenolnih jedinjenja u gtoiz oblasti hladnog klimata i kratkog
vegetacionog perioda je viSi u odnosu na drugeoreyi Temperatura oko 15 °C
(dnevna/néna) dovodi do boljeg obojenja gid& nekoliko kultivara vinove lozeV(tis

vinifera) u porelenju sa viSom temperaturom (na primjer 35 °C df@5 ili 35 °C d/ 25
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°C nili 25 °C d/ 15 °C n) (Macheigt al, 1990). Jako izrazeni efekti su zabiljezeni kod
odreienih osjetljivih varijeteta kao Sto su "Tokay' 'Hmperor', kada su temperature preko
30 °C (na primjer 35 °C d/ 30 °C n ili 37 °C d/ 32 n) dovele do potpune blokade sinteze
antocijanina. Uticaj termoperiodizma ne mora uvijeiti odreiuju¢i. Naime, iako je
najintenzivnije obojavanje grda ¢esto zapazeno pod dnevnim temperaturama 15-25 °C, a
no¢nim 10-20 °C, na konstantnoj temperaturi od 15 BGjavanje groda takaie moze biti
veoma efektivno. M&utim, obojavanje se moze umanijiti kada je razlikmaiu dnevne i
noé¢ne temperature ¢a od 10 °C.

U stvari, temperatura moze na dvaina uticati na akumulaciju antocijanina: 1)
stimulacijom ili smanjivanjem aktivnosti PAL i 2)adifikacijom nivoa inaktivatora PAL.
Visoke temperature mogu dovesti do stimulacijeeziatinhibitora PAL prije nego direktno
negativno uticati na aktivnhost PAL. Inaktivacija PAe ne javlja ili je zastupljena u
manjem stepenu na niskim (naizmjgm 6/20 °C) u odnosu na viSe temperature
(konstantno 25 °C) (Machegt al, 1990).

Uticaj zemljiSta na sastav gr& je teze procijeniti od uticaja mezoklimata.
ZemljiSte moze uticati na:

- pristup&nost vlage, zavisno od kapaciteta zadrzavanja ylage

— pristup&nost hranljivih elemenata, koja zavisi od ekohekitijsislova;

— mikroklimat, zavisno od kapaciteta zadrzavanja dtgpli reflektovanja
svjetlosti i

— rast korijena, zavisno od zbijenosti (Jackson & banal, 1993).

Brojni drugi faktori, kao Sto je primjena raznihratghnikih mjera, mogu takie
uticati na fenolna jedinjenja. Na primjer, usljedgrancenogsnabdijevanja vinove loze
vodom bobice su manje i imaju viSu koncentraciju antogipa i tanina u odnosu na bobice
u uslovima optimalnog navodnjavanja. Dakle, nedaktarode moZze uticati na veéinu
bobice, i tako indirektno mijenjati odnos izduwevelicine bobice i povrSine pokozice. U
tom slwaju se sadrzaj kiselih fenola i katehina smanjlij@.zn&i da uticaj nedostatka
vode nije uniforman za sva fenolna jedinjenja (Mzxtet al, 1990). U skorije vrijeme se
navodi da vodeni stres moze imatcsk efekte kada se primjenjuje prije ili poslije k&ar

Tokom vodenog stresa sinteza antocijanina se oghajalelno sa povanjem ekspresije
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transportera flavonoida. Utieno je da vée kolicine vode mogu izazvati smanjenje
koli¢ine tanina (Braidogt al, 2008).

U pogledu uticajahranljivih elemenata dodatih dubrenjem, mnoge studije su
pokazale powsan sadrzaj antocijanina u &aju primjene umjerenih doza azota (50 g/
cokotu) i, kao Sto je e napomenuto, kod véh kolicina opadanje sadrzajérstih
rastvorljivih supstanci (Matinet al, 2004; Delgadoet al, 2004; Conradie, 2001,
Christenseret al, 1994; Ahlawat, 1988; Rulet al, 1992; Kelleret al, 1998).

Pored toga, evidentirano je péedje sadrzaja antocijanina za 23% odnosno 40%
prilikom primjene 60 odnosno 120 g kalijuma pokotu, respektivno (Delgadet al,
2004).

Prekomjerna primjena azotnih i kalijjumowihbriva dovodi do bujnijeg rasta, zbog
c¢ega se odlaze sazrijevanje i smanjuje obojenostdgroOvakvi efekti su posljedica
indukcije metabolike neravnoteze i kompeticije izde vegetetivnih djelova i bobica za
translokaciju Séera. Zbog vée bujnosti ograena je izlozenost grda suncu, Sto zajedno
sa temperaturom predstavlja glavne faktore zivetedine koji mogu uticati na biosintezu
flavonoida (Delgadoet al, 2004). Od makroelemenata na sadrzaj bojenih rijzate
najpozitivniji uticaj ispoljavaju kalijum i fosforajedno, a zatim kalcijum i magnezijum.
Optimalne koléine azota (nar®to u obliku uree) utiu pozitivno, a vée koli¢ine, pogotovo
u drugoj polovini vegetacije, negativno (L6éyiL984).

S aspekta uticaja na fenolna jedinjenja u dguogtonih sorti, méu bioregulatorima
rastenja izdvojeni su: etilen i abscisinska kiselina kad@geni, i etefon kao egzogeni.

Etilen je hormon koji igra fundamentalnu ulogu u sazajgu ploda i starenju
bilinih organa uopsSte. Weno je da tretman sa etilenom ili etefonom uzrolpgeeanje
sadrzaja antocijanina preko stimulacije enzimaudkipih u biosintezu fenolnih jedinjenja,
a posebno PAL. U pokozici gréd stonih sorti 'Ribier' i 'Emperor’ je ud&no povisenje
sadrzaja antocijanina kao i ukupnih fenola, kodbi®&a' prilikom tretiranja sa etefonom u
fazi Sarka. Pored etefona znatan uticaj imalasjgatlost. Kod 'Kardinala' saharoza i etefon
su imali sinergistiki efekat na sintezu antocijanina na temperaturf@2dok je uticaj na

akumulaciju ukupnih fenola u pokozici giazbio mali.
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Regulatori rasta djeluju na ragte na&ine na rast i sazrijevanje ploda. Primjena
abscisinske kiseline stimuliSe akumulaciju antegija u bobicama grda, ali nema efekta
na ukupne rastvorljivévrste supstance ili na sadrzaj ukupnih kiselina qihax et al,
1990; Braidokt al, 2008).

Generalno, ostaje teSko odrediti da li su téznsti u fenolnom sastavu rezultat
specifcnog efekta na njihov metabolizam ili su indirektr@zultat opStih fizioloSkih
promjena (poremi@ja) na nivou ploda ili cijele biljke. Posljednjapbteza cini se

vjerovatnijom (Macheiet al, 1990).
2.3.6.Znacaj i uloga fenolnih jedinjenja u biljci

Fenolna jedinjenja su od velike vaznosti, jer kastavni dio strukturéelijskog
zida, uglavnom u obliku lignina, predstavljaju meidu barijeru protiv mikroba. Lignini
su poslije celuloze najzastupljenija organska stnzkna Zemlji (Strack, 1997).

Najzna&ajnija funkcija flavonoida, natito antocijanina, zajedno sa flavonima i
flavonolima kao kopigmentima, odnosi se na bojyeédi i plodova (Hakkinen, 2000). To
je zn&ajno zbog privldenja insekata i ptica u opraSivanju i raznoSergmsja. Fenolna
jedinjenja mogu uticati na kompeticiju the biljkama (alelopatija). Pored dobro poznatih
isparljivin  terpenoida, tok&ni vodorastvorljivi fenoli, kakvi su prosti fenoli,
hidroksibenzoeve i hidroksicimetne kiseline td&&omogu biti alelopatska jedinjenja
(Strack, 1997). Uslovi stresa — viSak UV svjetlpstiehanika oStéenja ili infekcije,
podsttu biosintezu fenolnih jedinjenja. Ustanovljen je pdoos fenolnih jedinjenja
mehanizmima otpornosti na parazite, iako su fiZdkéo funkcije i naini djelovanja jos
uvijek nedovoljno dobro istrazeni. Z¥gna je uloga flavonoida i fenolnih jedinjenja u
odbrani biljke (Dixon & Paiva, 1995). Dva ¢ina djelovanja u odbrani biljke su: direktni
toksicni efekti (npr. slobodni radikali stvoreni od pregora lignina) i aktivna i brza
depozicija lignina (Strack, 1997). Kao rezultat pada“ mikroba mogu se akumulirati
jedinjenja male molekulske mase zvana fitoalekskitoaleksini su jedinjenja nastala
nakon infekcije, iako mogu postojati u niskim kontacijama i u zdravoj biljci (Strack,

1997). Suprotno tome, toksini su konstitutivha mgeija prisutna u zdravim tkivima u
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dovoljno visokim koncentracijama za odbranu biljke kao slobodni toksini ili u
konjugovanim oblicima odakle se osldiagu nakon "napada" (Strack, 1997). Pored
fenolnih fitoaleksina i toksina, hidroksikumarinhidroksicimetne kiseline, ali i flavonoidi
igraju vaznu ulogu u odbrani (Strack, 1997). Tarsnijako vazni za otpornost biljke i
ploda posebno na patogene mikroorganizme (Mactteak, 1990).

Fenolna jedinjenja su markeri fizioloSkog stanjstaa sazrijevanja ploda. Fenolna
jedinjenja su takde veoma dobri markeri kvaliteta, Sto im daje velkakticni znaaj.
Pored toga, poznat je i hemotaksonomskicapdenolnih jedinjenja (specifni profil

antocijanina je karakteristn za razfiite vrste i kultivare) .
2.3.7.Zna¢aj fenolnih jedinjenja za kvalitet ploda

Sazrijevanje ploda je okarakterisano kompleksnimzomi koordinisanih
biohemijskih promjena koje vode do spesifh osobina. Neke od osobina, kao Sto su boja,
ukus i u malom stepenu aroma su povezane sa mosasienolnih jedinjenja. To je od
posebnog znmja u pogledu senzorske ocjene ploda od straneukoszta {ovjeka i
Zivotinje). Fenolna jedinjenja od vaznosti za bgjozia su pored antocijanina i flavonol
glikozidi, zbog efekta kopigmentacije (uticaj ndeinzitet i stabilnost boje).

Gorki ukus moZze poticati od mnogih jedinjenja, Ko su: aminokiseline, peptidi,
alkaloidi, terpeni i raztiti fenoli. Poznato je da oligomerni proantocijaniddoprinose
gorkom wukusu, ali i da odnos °Brix/kiselina moze difikovati gorinu. Pored
proantocijanidina, oddeni derivati hidroksicimetne kiseline su takogorki. Sve fenolne
frakcije iz sjemenki gra¥a su i opore i gorke, a relativna oporost rastenséekulskom
masom (Machebet al, 1990). Generalno, afinitet za proteine iqoa proantocijanidina
raste sa stepenom polimerizacije i stepenom galmla Studije su pokazale da su
proantocijanidini viSe molekulske mase i rastverljiviSe opori u odnosu na oligomerne
proantocijanidine. Ukus proizvoda polifenolnih regéd i uticaj na oporost uklivanjem

jedinica antocijanina u strukturu tanina se jojakvprowtava (Cheynier, 2005).
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Samo nekoliko prostih fenola pokazuju osobinu dj&lne isparljivosti na sobnoj
temperaturi, zatim rastvorljivosti u lipidima i vipdako da je njihov doprinos ukupnoj

aromi mali (Macheiet al, 1990).
2.3.8.Zdravstveni efekti fenolnih jedinjenja

Pored alkaloida, koji su od fundamentalnogéaj@ za medicinu, fenolna jedinjenja
(naraiito flavonoidi) imaju zn&ajnu ulogu méu prirodnim supstancama kar&him u
terapeutske svrhe. Medicinska i nutritivha vrijesingroda poznata je hiljadama godina.
Filozofi antcke Gike vjerovali su u iscjeljuju mat grozia najviSe zbog djelotvornosti
vina. Li&e vinove loze kori&no je u zastavljanju krvarenja, bola, dijarejeziigtd grode
je kori¥eno u lijgenju upale grla, suvo gréé kod konstipacije i &, a zrelo i slatko
grozie u tretiranju Sirokog ranga zdravstvenih problé@a Sto su: kancer, kolera, velike
boginje, m@nina, infekcije oka, oboljenja koze, bubrega iggBhiet al, 2003).

Poslednjih nekoliko decenija se intenzivno @ietaju zdravstveni efekti fenolnih
jedinjenja.

Klini ¢ka studija je pokazala da su procijanidin oligonizsjemenki groda 20 i 50
puta vei antioksidansi u odnosu na vitamin C i E, respaidi(Uchida, 1980). Silvat al
(1991) su utvdili da proantocijanidini iz sjemerdgiozia imaju sposobnost "hvatanja”
superoksid i hidroksilnih radikaldn vivo studije sa miSevima su pokazaléi jarotektivni
efekat proantocijanidina ne samo u odnosu na witarfli i E pojedinéo, ve i u odnosu
na smjesu ova 2 vitamina, ka@-karotena kod peroksidacije lipida i fragmenta@sK
(Bagchiet al, 1998).

Koronarno oboljenje srca, u zZiggnom broju prisutno kod stanovniStva razvijenih
zemalja, ohino je povezano sa visokim nivoom holesterola u.kPdsebno visok nivo
lipoproteina male gustine (LDL) u plazmi moze inati aterosklerozu. S tim u vezi, glavnu
ulogu u inhibiciji LDL oksidacije imaju polifenoliz sjemenki groda zbog njihove
antioksidativne aktivnosti i inhibicije agregacifgombocita (Mantheyet al, 2002).
Resveratrol takide inhibira agregaciju trombocita i LDL oksidacijgfitei jetru od
peroksidacije lipida (Teissedet al,, 1996).

37



OPSTI DIO

Konzumacija soka od grda nudi dobru zastitu protiv LDL oksidacije, Sto su
pokazalein vivo studije sa psima, majmunima i ljudima, a Sto &¢do da bi se na taj
nain mogao inhibirati zéetak ateroskleroze (Folts, 2002). Sat@l (1999) su pokazali da
je kod Zivotinja koje su konzumirale fenole iz spmki groda smanjena pojava
miokardijalnog infarkta, zbog "hvatanja" slobodmidikala stvorenih tokom ishemije i
reperfuzije.

Studija sa pacovima oboljelim od dijabetesa je paka da procijanidini imaju
antihiperglikemijski efekat. Ova jedinjenja djelupa insulin-osjetljivetelije veoma stino
insulinu (Pinenkt al, 2004).

Otkrivena je preventivha sposobnost procijanidingro4a u pogledu rastéelija
kancera (Aliet al, 2010).

Enget al (2003) su otkrili da se procijanidini iz sjemergkozia mogu koristiti kao
hemoprotektivni agensi protiv raka dojke (estrogamisnog tumora), suzbijajuin situ
sintezu estrogena. Ekstrakt siemenki geoge pokazao efikasan i kod hormon-refraktornog
raka prostate, Sto se moze dovesti u vezu sa rjagadtiproliferativnim, proapoptatkim
I antiangiogenim aktivnostima (Singh al, 2004).

Metilovani resveratrol se pokazao 100 puta aktivag resveratrola u pogledu
inhibicije ¢elijske linije kancera debelog crijeva kddvjeka (Schneideet al, 2003).In
vitro studija je pokazala da metilovani resveratrol kga apoptozu humanih
limfoblastoidnih¢elija (Ali et al, 2010).

Polifenoli (procijanidini) su takd#e sposobni da inhibiraju neke enzime Kkoji
katalizuju oslobdanje supstanci koje doprinose pojavi upala kaosstohistamin, serin,
proteaza, prostaglandin i leukotrieni (MiddletonD&zewieki, 1983; Amelleet al, 1985;
Pearceet al, 1984). Procijanidini inhibiraju aktivaciju hijaonidaze, Sto je povezano sa
antihistaminskim efektom i njihovom sposobé&la j&aju ¢elijske membrane bazofila i
mast ¢elija, koje sadrze alergene, i na taginaspr&avaju hiperosjetljivost na polen i
alergene iz hrane (Aét al, 2010).

Japanski istraziva su nasli da su procijanidini zahvaljdjuantioksidativnoj
aktivnosti efikasni u sptavanju katarakte (Yamakos#t al, 2002).
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Saito et al (1998) nalaze da katehin, procijanidin B3, dimerntrimerni
procijanidini ne pokazuju bilo kakvu odbrambenuiakbst protiv ¢ira, za razliku od
tetramera, pentamera i heksamera. Autori pretplpsjiavda je to vjerovatno posljedica
sposobnosti w@h oligomernih procijanidina da se vezuju za mukdpine sluzokoze
Zeluca.

Ekstrakt sjemenki graa, koji sadrzi i resveratrol, moze se upotrijebditretiranje
rana na kozi i drugih koznih poretaga (Khannaet al, 2001).

KoriS¢enje polimernih tanina u ishrani stimuliSe fermémtau aktivnhost bez
pove&anija aktivnosti Stetnih enzima (Adt al, 2010).

Da polifenoli iz sjemenki graia mogu inicirati manje unosenje hrane, pokazano je
na primjeru zivotinja (Aliet al, 2010). | pored svih prethodno navedenih pozitivn
efekata, nar@to polifenola iz sjemenki graa, nateno je da kori&nje velikih doza
ekstrakta sjemenki moze smanijiti nivo gidazu serumu (Wreret al, 2002). Tanini
inhibiraju digestiju proteina i brojne enzimske iakbsti, Stocak moze dovesti do raznih

fizioloSkih oboljenja u sléaju prevelike konzumacije.

2.4. Analiti ¢ke metode

Analiza fenolnih jedinjenja u sirovoj i pref@noj hrani poinje sa ekstrakcijom.
Procedura ekstrakcije zavisi od vrste hrane, fehojedinjenja koja se Zele ispitivati i
analiticke procedure kojge se koristiti. Prvi korak je gnjenje, mljevenje, maceracija u
cilju povetavanja specifine povrsSine, sto omogava bolji kontakt izméu ekstrakcionog
sredstva i uzorka. Pored toga, dobrom homogenaacge dobija reprezentativan uzorak.
S obzirom da se mnoga fenolna jedinjenja javljaao klikozidi ili estri, priprema uzorka
moze ukljiti alkalnu, kiselu ili enzimsku hidrolizu kako Be oslobodila vezana fenolna
jedinjenja. M@utim, ukoliko se Zele analizirati derivati, u tonlu&ju se izostavlja
hidroliza (Hakkinen, 2000).
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2.4.1.Ekstrakcija i tehnike hidrolize

Generalno, flavonoidi su stabilna jedinjenja i maguekstrahovati iz samljevenog
biljnog materijala u svjezem ili suvom stanju. Pdgorastvaréi su vodene smjeSe koje
sadrZze etanol, metanol, aceton ili dimetilformam#&h ekstrakciju fenolnih kiselina u
biljnom materijalu koriste se jos i etil-acetatetl etar (Hakkinen, 2000).

Ekstrakcija se moze sprovoditi maceracijom svjazagka u rastvata (Treutteret
al., 1988; Priceet al, 1999), kori§enjem odgovarajieg alikvota homogenizovanog uzorka
u svjezem stanju (Amiogt al, 1995; Heinoneret al, 1998) ili liofiliziranog uzorka
(Crozier et al, 1997; Justeseet al, 1998; Ewaldet al, 1999). Zbog nedostupnosti
referentnih jedinjenja, kvantitativna analiza mrogfenolnih jedinjenja se izvodi
koris¢enjem jedinjenja stne strukture.

Kisela ili bazna hidroliza s&esto primjenjuje kod oddévanja fenolnih jedinjenja.

Ekstrakcija i hidroliza u smjeSi metanola sa vodpradenom metanolu) i HCI
primjenjivana je u studijama flavonoidnih aglikonarocu i povieu (Justesert al, 1998;
Ewald et al, 1999). Ekstrakcija antocijanina se konvenciooaizvodi uz hldenje, sa
metanolom koji sadrzi 1% HCI kako bi se dobio flgum jon, koji je stabilan i crvene je
boje u jako kiselim uslovima. Zamjena HCI sa¢sinom ili mravljom kiselinom
omoglfava izolovanje acilovanih antocijanina kao Sto falamat-antocijanini (u cvijai).
Kod borovnica i groda se ekstrakcija antocijanina izvodi maceracijorasivoru metanola
sa 2% ili 10% mravlje kiseline (Macheet al, 1990). Romme¢t al. (1993a, b) su pored
kisele (HCI) primjenjivali i alkalnu hidrolizu (Na@) za prodavanje flavonola, flavan-3-
ola, hidroksicimetnih i hidroksibenzoevih kiselimasoku crvene maline. Ovi autori su
dobili veoma skne rezultate kod obje hidrolize, izuzev 5to je ngehje sa elaginskom
kiselinom efikasnije hidrolizovalo u alkalnim u ambu na kisele uslove. Studija Petgcal.
(1991) je pokazala da je efikasnost ekstrakcij@c@very") hidroksicimetne kiseline iz
voénih sokova nakon alkalne hidrolize veoma niska—@¥P6). Stepen kisele/bazne
hidrolize glikozida zavisi od fane kiseline/baze, prirode & a i njegove pozicije u
molekulu flavonoida. Tako su glukuronidi otpormig kiselu hidrolizu od glukozida koji se
brzo odvajaju (Robards & Antolovich, 1997).
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Enzimska hidroliza predstavlja brzu metodu za calvjgj specitinin monosaharida
od flavonoidO-glikozida. Kod analize fenolnih kiselina kaféhe su3-glukozidaza (Kanes
et al, 1993) ili hidrocinamoil-hinat esteraze (Gougtyal, 1990).

2.4.2.Hromatografske tehnike

Metode hromatografije na papiru za razdvajanjedifeida razvijene su 50-ih i 60-
ih godina XX vijeka, a 70-ih godina su zamijenjesee tankoslojnom hromatografijom
(TLC), kao jeftinijom i veoma korisnom tehnikom ganultanu analizu nekoliko uzoraka
(Hakkinen, 2000).

Tankoslojna hromatografija se joS uvijé&sto koristi za preparativhe separacije i
kao brza i jeftina "skrining" metoda za odireanje klasa flavonoida i fenolnih kiselina u
plodovima (Hakkinen, 2000). U tom smislu prednosmpene TLC u odnosu na deu
hromatografiju pod visokim pritiskom (HPLC) oglega u detekciji kontaminenata, koji se
mogu apsorbovati na stacionarnoj fazi HPLC kold@® i odréivanju uslova (rastvata)
neophodnih za uspjesSnu separaciju fenolnih jedjajéfernandez de Simant al.,, 1992).

Primjena gasne hromatografije (GC) je u analizvdlzoida ogrartiena zbog slabe
isparljivosti. Ipak GC analiza sa masenom spektdjoet (MS) je kori€ena u analizi
flavonola u crnontaju (Fingeret al, 1991) i kupusu (Nielseet al, 1993). Prednosti GC
analize uklj@uju poboljSanu separaciju bliskih izomera i jedawstje povezivanje sa MS
detektorima u odnosu na‘tel hromatografiju (Moulet al,, 1993; Schmidét al, 1994).

HPLC je najviSe kori&na hromatografska tehnika u analizi flavonoidéetpolnih
jedinjenja tokom posljednjih 20 godina. Posebnedposti u odnosu na druge
hromatografske tehnike su poboljSana rezolucij@dssbnost dobijanja i kvalitativnih i
kvantitativnih podataka, kao i velikoj brzini armedi(Hakkinen, 2000).

Normalno-fazna HPLC je koiigna pri analizi flavonoida (flavoni, flavonoli i
aglikoni flavanona) u soku od narandze (Galensa &ridann, 1980). M#tim, kod
normalno-faznih sistema postoji ma@gwst da se visoko polarni materijali mogu
nepovratno zadrzati u koloni, i da se separaci@rakteristike mogu postepeno mijenjati

(Hakkinen, 2000). Zbog toga se reversno-fazna hrognafija viSe primjenjuje u analizi
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flavonoida tj. fenolnih jedinjenja u plodovima (Tedl 2-2). Koristi se C18-kolona (vé&ha
cestica 3—-5um) zajedno sa vodenim mobilnim fazama i metanolbradetonitrilom kao
organskim modifikatorom. Male keéline sicetne kiseline, mravlje kiseline ili fosfatnog
pufera se dodaju mobilnoj fazi u cilju poboljSasgparacije flavonoida i drugih fenolnih
jedinjenja (omogéavaju povéanje rezolucije, ali i reproducibilnosti), jer sujaju
jonizaciju fenolnih i karboksilnih grupa (Lamuela®entos & Waterhouse, 1994, Merken
& Beecher, 2000).
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Tabela 2-2 HPLC metode za analizu fenolnih jedijajengroziu

Jedinjenja Ekstrakcija Kolona Solventni sistem Reija Referenca
Antocijanini, Metanol/voda | Licrochart RP-| A: 5% vodeni rastvor mravlje kiseline PDA 510; Cantoset al.
flavonoli, stilbeni, 97:3 (v/v) 18 (120 mm x | B:metanol 360; 320 280 (2002)
hidroksicimetne 4 mm, 5um) 2% B na poetku, 32% B u 30. min, 40% B u | nm

kiseline i flavan-3-oli 40. min i 95% B u 50. min i izokratski za 5

min.

Antocijanini 2% mravlje C18 Kromasil | A: acetonitril/mravlja kiselina/voda (45:10:45, PDA 546 i Pomaret al.
kiseline u 100 (250 mm | viviv) 313 nm (2005)
metanolu X 4 mm, 4um) | B: 10% mravlja kiselina

25% A na péetku, 35% A u 15. min, 50% A
20. min, 55% A u 25. min, 65%A u 40. min i
65-25% A u 5 min
Antocijanini, 96% etanol Ultrasphere | A: voda/mravlja kiselina (90:10, v/v) PDA 520 i Pereiraet al. (
flavonoli, ODS (250 mm| B: voda/ acetonitril/mravlja kiselina (60:30:10,360 nm 2006)
X 4,6 mm, 5 VIVIV)
um) 20% B na petku, 85% B u 70. min i 20% B u

75-80. min
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Jedinjenja Ekstrakcija Kolona Solventni sistem Reija Referenca
Antocijanini, 80% metanol | Spherisorb Za antocijanine PDA 500; Dopico-
flavonoli, Metanol sa ODS2 (250 A: voda/mravlja kiselina/acetonitril (87:10:3, | 350; 320 i 280 Garciaet al.
hidroksicimetne 0,1% HCI mm X 4,6 mm, | v/v/v) nm (2008)
kiseline, stilbeni, (vIv) 5 um) B: voda/mravlja kiselina/acetonitril (40:10:50
hidroksibenzoeve VIVIV)
kiseline, flavan-3-oli 10-25% B u 10 min, 25-31% B u 5 min, 314

40% B u 5 min, 40-50% B u 10 min, 50-100%

B u 10 min, 100-10% u 5 min

Za ostala fenolna jedinjenja

A: 2% (v/v) vodeni rastvor sietne kiseline

B: 0,5% vodeni rastvor sietne kiseline i

acetonitril (50:50, v/v)

10-24% B u 20 min, 24-30% B u 20 min, 30—

55% B u 20 min, 55-70% B u 5 min, 70-80%

u 5 min, 80-100% B u 5 min, 100% B

izokratski za 5 min i 100-10% B u 2 min.
Hidroksibenzoeve Etanol/voda | Nova Pack A: voda/sictetna kiselina (98:2, v/v) PDA 280 nm | Obreque-Slie
kiseline, (1:9, viv) sa 5| C18 (300 mm | B: voda/acetonitril/sitetna kiselina (78:20:2, et al. (2010)
hidroksicimetne g/L vinske x3,9mm, 4 | viviv)
kiseline, flavan-3-oli | kiseline um 100-22% A 0-55. min, 20-10% A 55-77. min

i flavanoli

=
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U analizi fenolnih jedinjenja mogu se primijenitidrugi moderni separacioni
sistemi, ali u ogradenom stepenu. Tako je Kkapilarna zonska elektroforéda
primijenjena kod analize antocijanina u b@stom véu (Bridle & Garcia —Viguera, 1997;
Costaet al, 1998) i polifenola u vinu (Prasongsidh & Skurr&998).

2.4.3.Detekcija i identifikacija fenolnih jedinjenja

Fenolna jedinjenja apsorbuju u UV oblasti (Tabeld)2Ne postoji pojedinaa

talasna duzina idealna za @eaje svih klasa fenolnih jedinjenja.

Tabela 2-3 Spektralne osobine ratil fenolnih jedinjenjaxmax) (Macheixet al, 1990)

Klasa jedinjenja uv B Uv A Vidljiva
18 Benzoeve kiseline 270-280
Hidroksicimetne kiseline ~ (290—300) 305-330
Antocijanini 270-280 (315-32%) 500-550
Flavonoli 250-270 (308B50-380
Flavan-3-oli 270-280
22 Kumarini 220-230 310-350
Flavoni 250-270 330-350
Flavanoni, Flavanonoli 270-295 (300-330)
Halkoni 220-270 (300-320340-390
Auroni 240-270 370-430
Izoflavoni 245-270 300-340

Rastvara je metanol, izuzev za antocijanine gdje je to korabja metanola i
0,01% HCI.

% 1: Klase jedinjenja koje s&esto nalaze u plodovima; 2: Klase jedinjenja manje
zastupljenih u plodovima, izuzev u posebnintajavima.

® "shoulder"

¢ U slwsaju acilacije sa hidroksicimetnim kiselinama.
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Hidroksicimetne kiseline apsorbuju u UV A i UV Blabti, a na 320 nm, derivati
cimetne kiseline mogu biti detektovani bez bilo wakinterferencije od strane derivata
benzoeve kiseline. Migitim, detekcija na 280 nm je najbolja alternativa adrelivanje
obje klase pomenutih fenolnih jedinjenja (Pussayama% Wetzel, 1987). Apsorpcioni
rang izméu 350 i 370 nm se koristi za flavonole, a 280 nmflasan-3-ole i flavonol
glikozide (Robards & Antolovich, 1997). Antocijamiapsorbuju u vidljivoj oblasti, i
obi¢no se detektuju na 520-530 nm.

Siroka upotreba PDA detekcije u analizi fenolnildifgenja moze se pripisati
sposobnosti sakupljanja on-line spektara, Sto dodin&ajnog poboljSanja u HPLC analizi
u pogledu identifikacije na osnovu apsorpcionogkipe

Nedostatak UV detekcije je to 5to nije osjetljilaselektivha kao fluorescentna
detekcija, i javlja se viSe interferiragjhh pikova. Metutim, fluorescentna detekcija nije
Siroko primijenjiva kod fenolnih jedinjenja (Haklén, 2000). Za analizu fenolnih
jedinjenja u narandzinom soku primijenjena su oloka Wetekcije, prcemu je potwiena
glavna prednost fluorescentne nad UV detekcijom eéavselektivhost i osjetljivost
(Rouseffet al, 1992). Fluorescentna detekcija je @d&kgrimjenjivana u analizi fenolnih
kiselina u japanskoj jabuci (Gorinstein, 1994) galake kiseline u bobastom i oraSastom
vocu (Hollman & Venema, 1993), i flavonola u plazmiglkinan et al, 1996). Glavni
polifenoli u vinovoj lozi i vinu — flavan-3-oli negju specifénu apsorbanciju i imaju
maksimum oko 280 nm, ali njihova osobina da fluoiregu predstavlja glavni razlog zbog
¢ega se prepotuje fluorescentna detekcija (Vinasal.,, 2000).

Elektrohemijska detekcija (EC) je veoma osjetljiza jedinjenja koja se mogu
oksidovati ili redukovati na potencijalu niske \ade. Ovaj néin detekcije se primjenjuje u
odrefivanju veoma malih kotina fenola, zbog povane osjetljivosti i selektivnosti u
odnosu na UV detekciju (van Sumere, 1989; Akagbal, 1993). EC je kori&ena kod
detekcije flavonola i fenolnih kiselina u péur (Chiavariet al, 1988) i napicima (Lunte,
1987).

HPLC-MS je brz i pozdan metod za stukturne analiegsparljivih fenolnih
jedinjenja. Piettaet al. (1994) su pokazali da je HPLC-MS sa termosprejzgcijom

odlicna tehnika za analizu flavonol glikozida u ljekowit bilju. Flavan-3-oli (Linet al,
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1993) i razléite grupe polifenola, uklguju¢i flavonol glikozide (Kiehneet al, 1996) u
¢aju, prokavani su kori&enjem LC-MS sa termosprej jonizacijom.

MS sa bombardovanjem brzim atomima i MS/MS (tand€i8) se koriste u
prowtavanju glikozidnih veza u diglikozil flavonoidim&i(& Claeys, 1994). Elektrosprej
(ESI) i nekoliko varijacija ove jonizacione tehnil®i relativno skorija dostigéa u
jonizaciji pod atmosferskim pritiskom (Robards & tAlovich, 1997). HPLC-ESI-MS nudi
prednosti u vezi osjetljivosti i kapaciteta za a@nalvelikih, terméki labilnih i visoko
polarnih jedinjenja (Robards & Antolovich, 1997;r€a et al, 1998). HPLC-ESI-MS je
kori&tena u analizi flavonoida ¢aju (Poon, 1998), paradajzu i plazmi (Maetrial, 1999).
Jonizacija pod atmosferskim pritiskom (API)-MS jehnika korisena za analizu

flavonoida u vou i povieu (Justesest al.,, 1998).
2.5. Uloga i zn&aj hranljivih elemenata

Elementi neophodni za pravilan rast i razvoj vinbeee su: azot, fosfor, kalijum,
kalcijum, magnezijum, gvae, mangan, cink, bakar, bor i molibden. Pomenuwnlkjiri
elementi zn&ajno uttu na proces fotosinteze direktno ili preko katéltith reakcija. Njihov
uticaj je veoma slozen, jer je uslovljen speadfistima sorte, koncentracijama i
medusobnim odnosima koncentracija, zatim fazama ui¢éazoze i ekoloSkintiniocima.
Zbog toga rezultati istrazivanja mogu biti protiadni. U narednom tekstu dat je kratak

osvrt na ulogu i znj ovih elemenata.

Azot ulazi u sastav mnogih organskih jedinjenja: hltapfroteina, aminokiselina,
enzima, koenzima, nukleinskih kiselina. Preko korg vinova loza usvaja NOi NH4"
oblik azota, dok preko lista moze usvajati i nekganska jedinjenja azota. Generalno,
nitratni oblik N je dostupan za neposredno usvajadpk se amonif@i usvaja sporije i
prevodi se nitrifikacijom u N@. Najvete potrebe za azotom vinova loza ispoljava na
pocetku vegetacionog perioda i tokom intenzivnog mgstéastara. U vrijeme usporenog
rastenja do p@etka sazrijevanja grda opadaju potrebe za azotom, a tokom sazrijevanja

ponovo rastu.bubrenje azotom obino se sprovodi na petku vegetacionog perioda
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(kretanje pupoljaka), poslije cvjetanja i poslijerbe. Istrazivanja su pokazala da 60%
rezervi N ucokotu na poetku vegetacionog perioda pi od dubrenja nakon berbe
(Conradie, 1992). NajviSe ga ima u listu, a potogjamenkama.

Fosfor je sastavni dio estara fosforne kiseline, fosfdipi nukleinskih kiselina.
Ucestvuje u sintezi proteina, nukleotida i veomacajrah koenzima tipa ADP, ATP, NAD,
NADP itd. Biljka usvaja i HPO; i HPO;>, mada je monovalentni jon primarni oblik P,
koji biljka usvaja (Salisbury & Ross, 1992). Cornel981) je protavao usvajanje P i
drugih nutrijenata tokom vegetacionog perioda juaidretivanja najboljeg vremena za
primjenudubriva. Njegov eksperiment je pokazao da sortan@hBlanc' na podlozi 99R
aktivno usvaja fosfor 22 dana nakon kretanja paaljznatne kadine fosfora dospijevaju
iz korijena), i u periodu Sarka (manje kahe pottu od rezervi P iz korijena)elike
kolicine P koje se nalaze u sjemenkama i floemu, preggta mobilizacione centre za
obezbjdivanje potrebne energije. U vegetacionom periodirzsg fosfora se postepeno
smanjuje.

Kalijjum nije konstitutivni element, ali se bez K ne mogduotetisati ni ugljeni
hidrati, ni proteini, ali ni obaviti brojne drugenteze. Kalijum omogéava veliki broj
enzimskih reakcija, n@ kojima je najvaznija fosforilacija — sinteza ABP-i
obezbjdivanje energije za procese sinteze proteina, vitaniid. iz primarnih proizvoda
fotosinteze—&gera. Usvaja se u obliku 'K Najvete potrebe za kalijumom vinova loza
ispoljava 20-35 dana nakon cvjetanja i za vrijeragriggvanja groda. Progdavanje
usvajanja K od strane sorte 'Chenin Blanc' na md8R je pokazalo da u periodu od
kraja cvjetanja do Sarka loza akumulira skoro piolosvojih godiSnjih potreba (Conradie,
1981). Kalijum podstie prelazak organskih supstanci iz lista u plodtivee Sto povéava
propustljivostéelijskih zidova — prvenstveno u peteljkama lisggebenu grozda.

Magnezijum ima najveéi zna&aj u sintezi hlorofila. U hlorofil je ugteno 15-20%
ukupnog Mg, a ostalo je u obliku soli i slobodniihviezanih jona welijskim zidovima i
enzimima zné&jnim za procese fosforilacije, fotosinteze, disanpetabolizma azotnih
jedinjenja, usvajanja i transporta P i u sinteZjargh hidrata, proteina i masnih kiselina.

Za usvajanje magnezijuma povoljniji su uslovi vleZlime. Biljka ga usvaja kao Mg
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Apsorpcija magnezijuma intenzivno raste od periodta cvjetanja do Sarka (Conradie,
1981).

Kalcijum utice na diobieelija i rast, posebno korijena. Ima né&to zna&ajnu ulogu
u izgradnji ¢elijske strukture i regulisanja propustljivostelijskih membrana. Mnoge
organske kiseline se vezivanjem za kalcijum prevodieioloSki aktivna stanja. Uloga Ca
u aktiviranju enzima je neznatna. Vinova loza geajs u jonskom obliku G4 Skoro
polovinu od ukupnih godisSnjih potreba loza usvajgeriodu izméu cvjetanja i Sarka
(Conradie, 1981). Pr@gavanje akumulacije i redistribucije Ca tokom raavbpbice groZa
viSe sorti (Cabanne & Doneche, 2003) pokazalo jeattizaj Ca raste u bobici od cvjetanja
do Sarka. Nakon Sarka, Ca prethodno "dgrd u meso i pokozicu bobice koristi se za
razvoj sjiemenke i pokozice.

Sumpor ima vaznu ulogu u sintezi izvjesnih aminokiselipagteina i vitamina, i
pri dobroj obezbijéenosti kalijjumom doprinosi poviSenju sadrzajée$a u grodu. Vinova
loza usvaja sumpor najvise preko korijena u ob8Ky>", a preko lista iz vazduha (u obliku
SQO,) i sredstava za zastitu.

Gvozde je od posebnog ztaja za sintezu hlorofila; aktiviranje enzima — kata,
peroksidaze, citohroma kao i za regulisanje neopihosiadrzaja azota i ugljenih hidrata u
tkivima vinove loze. Vinova loza ga usvaja iz ze#mpg rastvora u obliku E& Fe™ ili
kao helatni kompleks. Usvajanje gdazje cesto otezano u uslovima visoke vrijednosti pH
kao i uticaja konkurentnih makro i mikroelemenataggcega se moze pojaviti hloroza.

Bor ima veliki uticaj na rastenje, cvjetanje, oplodnjasinu prinosa groZa. Usvaja
se u obliku borne kiseline. U nedostatku bora usmpge transport proizvoda fotosinteze,
Sto dovodi do njihovog nagomilavanja u listu i usp@nja novih sinteza.

Cink je ukljucen u sintezu i aktiviranje enzima kogestvuju u sintezi nukleinskih
kiselina i proteina, kao i mnogih hormona rastadd&tatak cinka u ishrani vinove loze je
nafe&e uslovljen uticajem poviSenog sadrzaja fosfordjk®iga usvaja kao Zfi. U
vinogradima se viSe prep@uwe primjena cinka folijarno (efektivnije je usvaja
helatiranog Zn), u odnosu na fertirigaciju ili poekemljiSta. Christensen (1980) smatra da
je najbolje primijeniti Zn dvije sedmice prije pupavjetanja, kako bi se obezbijedile

dovoljne koltine tokom cvjetanja.
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Mangan aktivira brojne enzime u procesima fosforilacijpatpomaze nakupljanje
ugljenih hidrata i proteina. Zajedno sa g@etn je vazan za sintezu hlorofila. Usvaja se kao
Mn?*. Ako je jonski odnos Fe i Mn u korist manganakivima se smanjuje udio Fe, bilo
da mangan zamjenjuje Fe, ili pospjeSuje oksidafigimloski aktivnijeg oblika F&', &to
dovodi do poremi&ja enzimske aktivnosti i pojave simptoma hloroze.

Bakar doprinosi stabilnosti strukture hloroplasta, usgpar starenje listova,
ucestvuje u procesima fotosinteze i u prometu matepijeko deXa u grdi enzima —
posebno Cu-oksidaze. Usvaja se i kao" Qu zabarenim zemljiStima u anaerobnim
uslovima) i kao Ct. Najvise ga ima u korijenu vinove loze i u hloragtima. Ukljgen je
u procese lignifikacije.

Molibden ucestvuje u grdi mnogih enzima od kojih je najz&egniji nitrat-
reduktaza koja ima zfajnu ulogu u metabolizmu azota. Ségese u malim kodinama i

preteZno u korijenu. Vinova loza ga usvaja u obMmO,> (Milosavljevic, 1998).
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3. REZULTATI | DISKUSIJA

3.1. Preliminarna istrazivanja i plan rada

Postavljanju ogleda sa folijarnim prihranjivanjenmave loze sorte ‘Kardinal'
prethodila su preliminarna istrazivanja sa manjiojdm uzoraka uzetih sa vinove loze na
podlozi Paulsen 1103. Rezultati dobijeni tom pdaiik bili su smjernica za dalji rad. Tokom
jula 2007. godine wWetiri navrata su uzeti uzorci grd& i analizirani na sadrzaj &=a,
organskih kiselina i nekih fenolnih jedinjenja poetodologiji prikazanoj u poglavlju
Eksperimentalni dio. Identifikacija fenolnih jedemja je obavljena upate&anjem
retencionih vremena i spektara standardfigtg) supstance, jer nije postojala méuost
snimanja MS spektara. Klimatski uslovi tokom peda@ézrijevanja graa za 2007. godinu
bili su znatno drugdji u odnosu na naredne dvije godine, Sto se olfraz primarni i
sekundarni metabolizam. Naime, Sarak je priéeifeoko 9-10 dana ranije (16. juna). U
narednom tekstu data su samo osnovna zapazanja.

Kao Sto nalaze uokmjena vinogradarska praksa, ¢gma je promjena sadrzaja
Setera i organskih kiselina. Sadrzaj¢éea je rastao od 13,1 °Brix do 19,4 °Brix, dok je
sadrzaj ukupnih kiselina opadao od 6,8 do 2,0 g/Ttkom posmatranog perioda. Krajem
jula odnos izméu °Brix i ukupnih kiselina dostigao je maksimalntjednostc¢ak 91,9
(Topalovic & Mikuli¢-Petkovsek, 2010).

Glukoza i fruktoza su ispitivane zbog potencijalveze sa metabgkim
promjenama u gra. Inae, ovi S€eri ¢ine oko 99% ukupnih ugljenih hidrata u gdoz
(Winkler et al, 1974), a njihov odnos se mijenja sa sazrijevanje

Zanimljivo je primijetiti da je tokom jula 2007. d&aj glukoze bio konstantno visi

u odnosu na fruktozu i da je odnos glukoze i fraktbio izméu 1,35 i 1,39 (Topalovi&
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Mikuli ¢-Petkovsek, 2010). Na Slikama 3-1 i 3-2 su datnfatogrami za uzorke uzete na

pocetku i na kraju posmatranog perioda.

3
g
E

Fruktoea

Slika 3-1 Hromatogram za uzorak gdazod 9. jula 2007. g. (preliminarna istrazivanja)

i lukeza

rukboza

Slika 3-2 Hromatogram za uzorak giezod 31. jula 2007. g. (preliminarna istrazivanja)

52



REZULTATI | DISKUSIJA

Literaturni podaci za razne sorte gtazgovore da je odnos glukoze i fruktoze u fazi
Sarka oko 1,5 (Ribereau-Gayat al, 2006), da bi kasnije opadao i u stanju zrelosti
dostigao vrijednost oko 1 ili ispod 1 — kada jektnza u visku (Kliewer, 1966; Jackson,
2000; Ribereau-Gayoet al, 2006). Méutim, postoje sorte stonog gd& kao na primjer
'Razaki' sa glukoza/fruktoza odnosom 1,95 néepku rasta, a 1,55 na kraju sazrijevanja
(¢ak i kad je prezrelo) (Soulis & Avgerinos, 1984j)taRje je zbogcega je u grodu
‘Kardinala' odnos glukoze i fruktoze ostao reladiwisok i pored toga Sto sadrzagém i
ukupnih kiselina ukazuju na stanje zrelosti. Uzmiap obzir da su tokom 2007. godine
temperature bile izuzetno visoke (Slika 33k u periodu od 17. do 24. jula preko 40 °C,
moze se pretpostaviti da je doslo do toplotnogsatra samim tim do z&éainih promjena u
metabolizmu. Srednja minimalna vrijednost tempegatu periodu pr&enja promjena

metabolita (9—30. jul) iznosila je 23,4 °C, dolsjednja maksimalna iznosila 38,7 °C.
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Slika 3-3 Minimalne i maksimalne dnevne temperatakem jula 2007.

Ispitivanje uticaja toplotnog stresa na neke patesme grodu 'Napa Gamay', koje

je pokazalo da odnos glukoza/fruktoza nije opaddatgui et al, 1986), navelo je na
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pretpostavku da je upravo toplotni stres bio glauarok relativno visoke vrijednosti
pomenutog odnosa u gt 'Kardinala' tokom jula 2007. godine. Postoji magust da je
nakon posmatranog perioda doslo do smanjenja odnosdu glukoze i fruktoze.

lako su sadrzaj gera i kiselost glavni kriterijumi za procjenjivangelosti, u
crvenom grodu posebno, postoji i téekriterijum, a to je fenolna zrelost. Osim u polaZ
odreiena je koncentracija nekih fenolnih jedinjenjagulpi.

Generalno, primijéen je trend rasta fenolnih jedinjenja u pokozicgaarijevanjem,

a na kraju nije bilo statiski znaajne razlike. U poréenju sa pokozicom, pulpa je, kao sto
se moglo pretpostaviti, bila veoma siromaSna fanoledinjenjima, i sadrzala je 1,3-3%
vrijednosti ukupnih fenola u pokozici. Pored togge ustanoviljen trend u promjenama
koncentracije fenolnih jedinjenja u pulpi. S obmraa poteSk&e vezane za pripremu

uzorka pulpe (zbog gubitka vode prilikom odvajaogapokozice i sjemenki), ali i na jako

niske koncentracije fenolnih jedinjenja, iz daljeabze je isklj¢ena pulpa.

Odlwceno je da se ogled postavi &fzkotima 'Kardinala' na podlozi SO4 (Selection
Oppenheim 4), zbog préino ravnomjernijeg obojavanja bobica u odnosu ndseaul103.
Istrazivanja na drugim sortama gdezsu pokazala da vrijeme berbe moze zavisiti od
podloge, i da podloga moze uticati na fenolni sgasfar je genotip podloge u vezi sa
statusom izmjene vazduha i vode, bufnosprinosom (Candolfi-Vasconceles al, 1994;
Koundouraset al, 2008; Ezzahouast al, 2005; Koundourast al, 2009).

lako je fenolni sastav genetski odem, sadrzaj fenolnih jedinjenja umnogome
zavisi od primijenjenih agrotehtkih mjera, ali i uslova zivotne sredine. Od poseabno
zn&aja su istrazivanja vezana za mégost uticaja na akumulaciju fenolnih jedinjenja.
Planirano je pré&nje promjena sadrzaja pomenutih jedinjenja tokaatijgvanja (zadnjih
oko 30 dana), kao i patenje sastava grda uzetog s&okota netretiranih i tretiranih sa
folijarnim dubrivom koje sadrzi kalijum i fosfor. 1zabrano jehpanjivanje sa kalijumom i
fosforom zato Sto:

— kalijum igra zn&ajnu ulogu u brojnim fizioloSkim funkcijama ukfujuci
fotosintezu, zatim u enzimskoj aktivaciji, osmorkegiji, protoku nutrijenata

i distribuciji primarnih metabolita, a
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— fosfor ima vaznu ulogu u transferu energije (P&idullins, 1977; Stampar
et al, 1999; Wiesler, 2012).

Imajuéi u vidu zn&aj pomenutih elemenata za fotosintezégkiavan je pozitivan
efekat na akumulaciju primarnih, a indirektno i setarnih metabolita.

Zbog boljeg definisanja agroekoloskih uslova, ¢dho je da se uradi analiza
zemljiSta, i da se obezbijede podaci o srednjojvdoptemperaturi, padavinama i broju
surtanih sati (HidrometeoroloSki zavod Crne Gore). Bdoga, planirana je i analiza lista
zbog procjene statusa hranljivin elemenata u vipdeai, pratenja efekta folijarnog
prihranjivanja na njihov sadrzaj, ali i pravanja veza iznd sadrzaja hranljivih

elemenata, $era, kiselina i fenolnih jedinjenja.
3.2. Fizi¢ke i hemijske karakteristike zemljiSta

Istrazivanje je sprovedeno na lokalitetu Tuzi, g@jezastuplijeno snde eutréno
zemljiSte, koje pripada grupi skeletnih zemljiSta srlo skromnim adsorptivnim
kapacitetom. To zréa da je sposobnost vezivanja i zadrzavanja vodinilp asimilativa
vrlo ogranéena u odnosu na zemljiSta normalnog melkay sastava. U sloju do 60 cm
prosje&ni udio skelethog materijala iznosi oko 75%, a aitrzemljiSta samo 25%. U
skeletnom materijalu najviSe su zastupljéasticesa prénikom 0,5-2 cm i 2—-3 cm (Fuséti
& Dureti¢, 2000).

U granulometrijskom sastavu sitnog zemljiSta (< é)npovrSinskog sloja (0-30
cm) relativno je ujedn#n udio frakcija sitnog pijeska i gline, a u donjsioju (30—-60 cm)
dominantna je frakcija krupnog pijeska.

Generalno, analiza zemljiSta je manje pouzdanaogjgmi snabdjevenosti vinove
loze hranljivim elementima u odnosu na analizaligtrije svega zbog razlika u usvajanju i
zahtjevima razditih varijeteta i podloga. M#utim, u cilju definisanja agroekoloSkih uslova
tj. procjene plodnosti zemljiSta pod oglednikokotima, vazno je poznavati hemijske
osobine zemljiSta. U Tabeli 3-1 date su vrijednpsejedinih parametara za slojeve 0—-30 cm
i 30—60 cm.
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ZemljiSte pod oglednimiokotima je alkalne reakcije, sa velikom Katiom ukupnih
karbonata (% CaC#) koja je znatno W& u donjem sloju. Nasuprot ukupnim karbonatima,
koncentracija aktivnih karbonata (IDG), parametr@znog za procjenu hlorozirgg
sposobnosti zemljiSta, nije visoka. Sadrzaj humusgornjem sloju je na donjoj granici
optimalne vrijednosti, dok je doniji sloj slabo huraa.

Prema koncentraciji pristupaog fosfora zemljiSte oba sloja je siromasno
obezbijeileno. Meutim, prethodna praksa vezana zatprge sadrZzaja P u listu vinove loze
i u zemljiStu je pokazala da primijenjena metoddnasno predloZzene gr&ne vrijednosti
ne odgovaraju snabdjevenosti vinove loze ovim efgom. Ipak, mogénost da sadrzaj P u
pojedinim organima vinove loze gajene nackijackim zemljiStima bude nizak (Bavaresco
& Poni, 2003), bila je jos jedan od razloga zbogegge odlkeno da se sprovede prihrana

preko lista sa@ubrivom koje u svom sastavu sadrzi i fosfor.

Tabela 3-1 Hemijski parametri zemljiSta pod ogledsokotima

Godina

pH | CaCQ | IDG | Humus| P,Os | KO | Mg Fe Mn | Cu| Zn
% mg/100 g mg/kg

Dubina

E

20

og| 0-30 | 7,84 23,1| 2,7 2,7 21,48,93| 5,60| 15,88| 6,47| 1,34
30-60| 8,05 63,0] 4,0 1,2 5,9 14/8854| 7,38 | 2,41 0,24

20

2,1

2,0
o9/ 0-30 | 7,93 210 15 3,2 2,83 2320,71|5,40|18,08| 5,70| 1,11
30-60| 8,10] 80,6| 7.0 1,2 20 4;7 13]7249| 6,04 | 1,17/ 0,17

Generalno gledano, zemljiSte gornjeg sloja imavikok ili optimalan nivo
pristupa&ne frakcije K, Mg, Mn, Cu i Zn, dok donji sloj imaizak nivo pomenutih
elemenata izuzev Cu. Naime, sadrzaj pristapg Cu je relativno visok zbog primjene
preparata na bazi Cu u zastiti vinove loze, Stagbicajeno za vinogradarska zemljista.
Medutim, zemljiSte oba sloja je siromasSno snabdjevgmnoziem (Large & Ankerman,
1995).
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3.3. Klimatske karakteristike tokom trajanja ogleda

Pristup&nost vode, svjetlost i temperatura imaju glavnugulou dinamici
sazrijevanja gra¥a. Od pdetka aprila do kraja avgusta (na hidrometeorolo&tajici
najblizoj vinogradu gdje je postavljen ogled) supaaavina iznosila je 325,3 mm za 2008.

i 330,5 mm za 2009, kada je suma &mh sati iznosila 1406,7 h odnosno 1393,7 h, a
prosj&na temperatura 23,5 °C i 23,8 °C, respektivno. Deevrijednosti padavina,
insolacije i prosjéne dnevne temperature tokom trajanja ogleda sazaike na Slikama 3-

4,3-5i 3-6.
60
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Slika 3-4 Dnevne vrijednosti padavina tokom tragaogleda
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Insolacija (h)

6/9 6/22 715 7/18 7/31 8/13

Datum

Slika 3-5 Dnevne vrijednosti insolacije tokom trgmogleda

35

Temperatura (°C)

1 5 T T T T T

6/9 6/22 715 7/18 7/31 8/13

Datum

Slika 3-6 Srednje dnevne temperature tokom trajagieda
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3.4. Promjena sadrzaja hranljivih elemenata u listu

vinove loze

Hranljivi elementi mogu na razite n&ine, direktno i indirektno, uticati na
fotosintezu. Magnezijum i kalijum su direktno ukigni u fotosintezu. Pored toga,
nutrijenti su neophodni za biosintezu fotosintetskaparata, ili kao kofaktori enzima
ukljucenih u biosintetske puteve (npr. Fe za sintezu ofila), ili kao integralne
komponente fotosintetskog aparata. Nedostatak jemditia koji su ukljgeni u sintezu
proteina ili pigmenata hloroplasta ili elektronskivgnsfera imaju za rezultat formiranje
hloroplasta sa nizom fotosintetskom efikasto§ promjenu u finoj strukturi hloroplasta
(Engelset al, 2012).

U novije vrijeme sveteXe se radi analiza lista, umjesto analize zemljigtag
pouzdanije procjene snabdjevenosti gajene kultutgjentima. Analiza lista vinove loze
koristi se¢esto kao dijagnosiko sredstvo kod izrade programhabrenja.

Poznato je da sadrzaj hranljivih elemenata u Natove loze zavisi od varijeteta i
ekohemijskih karakteristika zemljiSta. U Tabeli 3sR prikazani rezulati analize lista
vinove loze sorte 'Kardinal' za dva termina — nepaso prije poetka primjene folijarnog
dubriva i sedam dana nakon zavrSetka. PoSto nigeatiran uticaj folijarne primjene PK

dubriva na sadrzaj P i K u listu vinove loze, daterosj€ne vrijednosti po terminima.
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Tabela 3-2 Sadrzaj hranljivih elemenata u liscioviem loze (prosjga vrijednost *

standardna greska)

Datum 9. jun 2008. 9. jun 2009 16. jul 2008. 162(09.

N (%) 2,99+ 0,04 2,66+ 0,03 2,52 0,05 2,37+ 0,06
S (%) 0,52+ 0,05 0,34+ 0,02 0,36 0,01 0,2% 0,00
K (%) 1,20+ 0,03 0,77+ 0,01 0,73 0,03 0,61 0,02
P (%) 0,23 0,00 0,20+ 0,00 0,18 0,00  0,18+0,00
Mg (%) 0,24+ 0,01 0,26+ 0,01 0,2% 0,01 0,3% 0,01
Ca (%) 3,1% 0,11 3,13+ 0,08 4,70+ 0,09 4,05 0,09
Fe (mg/kg) 94,461,30  72,36:1,91  99,9% 3,67 80,1k 2,19
Mn (mg/kg) 67,5&1,16  84,70:03,25 8593 1,40 101,38 2,97
Zn (mg/kg) 11,7€ 0,23  1546:0,87  13,820,39 16,30+ 1,21
Cu (mg/kg) 8,08 0,37 8,19+ 0,29 4,64+ 0,22 43,53 6,38
B (mg/kg) 492% 0,75 49,13+2,10 36,23+0,57  39,8% 0,74

" ozna@ava da ne postoje z¥gine razlike izméu prosjénih vrijednosti za > 0,05.

Slicno dobijenim rezultatima, Knokt al. (2006) su ustanovili da nema zagih
promjena u sadrzaju K u listu vinove loze, nakdlijaimog prihranjivanja. Naime, vinova
loza brzo apsorbuje hranljive elemente, tako dageoye njihove koncentracijgesto nije
detektovano preko folijarne analize, zbog brzogtdagm u druge organe (Fregoni &
Vercesi, 1995). Pored toga, Delgadb al. (2004) su utvrdili da seiubrenjem preko
zemljiSta u kokini od 60 g KO pocokotu ne povéava znéajno koncentracija u listu u
poreienju sa kontrolom (r@ibrenom varijantom).

Rezultati prikazani u Tabeli 3-2 pokazuju optimalsimabdjevenost vinove loze
hranljivim elementima prema kriterijumima ustanewijm od strane Fregonija (1998).

Sadrzaj hranljivih elemenata u listu nije konstantae se mijenja tokom
vegetacionog perioda. Tokom posmatranog periodabjagodine, sadrzaj N, S, K, P i B
opada, dok sadrzaj Mg, Ca, Mn raste. Za 2008. godife naena statistki znaajna
razlika u sadrzaju Fe, a za 2009. u sadrzaju Zrak®w trend za hranljive elemente je
naien i kod drugih sorti vinove loze (Peréyi2003; Peuke, 2009; Navarro, 2008). U
slucaju Cu, za 2008. godinu je evidentiran pad koneeij#, a 2009. porast, zbog toga Sto

je za zastitu kori&n preparat na bazi bakra.
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Opadanje koncentracije makroelemenata u listu gfigmtica njihove translokacije u
plod. Pored toga, poviSenje sadrzaja gradivnitgragivnih jedinjenja, tokom razvoja lista,
takaie doprinosi efektu "razblazenja" i smanjenja kom@ee makroelemenata. Uprkos
tome, koncentracije pojedinih elemenata (kao Cajurabog niske mobilnosti u floemu
(Navarro, 2008).

Rezultati ANOVA pokazuju znatne razlike izéhesezona za gotovo sve hranljive
elemente. Tako je sadrzaj N, S, K, P i Fe nizi,@ Mn i Zn viSi u listu prvog termina
2009. godine u odnosu na 2008, dok je u drugominer2009. evidentiran nizi sadrzaj S,
K, Ca i Fe, a viSi Mg, Mn, Cu i B. U prvom termimtju prije primjene folijarnogiubriva,
nije nalena statistiki znatajna razlika za Ca, Cu i B u listu vinove loze bgeayodine, dok
je u drugom terminu odnosno nakon zavrSetka prienj@aiijarnog dubriva prosjéan
sadrzaj P bio na istom nivou, a sadrzaj N i Znpiagativno razlit, ipak nije na nivou
statistéke zn&ajnosti p = 0,070 za N p= 0,077 za Zn).

3.5. Parametri kvaliteta grozda

3.5.1.Promjena osnovnih parametra kvaliteta grosia

Senzorska ispitivanja se danas mnogo cijene utsyijgostala su ravnopravna sa
fizickim i hemijskim ispitivanjima. Generalno, kupoviriapotroSnja neke namirnice
uslovljena jeculnom percepcijom potro&a (prekocula vida, dodira, mirisa i ukusa). Kod
grozia, boja je primarni faktor izgleda i zfggna je nardito za stone sorte. Promjena u
teksturi je u vezi sa stepenom zrelosti i odnosias@terakciju komponenti koje doprinose
taktilnoj senzaciji. Aroma je od primarnog zaga kod muskatnih sorti grda. Dozivljaj
ukusa je definisan kao kompleksna reakcija idunstvarnog ukusa i senzorskih nadrazaja
cula ukusa. Tako, na slatkost (moze se detektovahipou veéem od 1% (w/v) ukupnih
Setera) utéu i drugi sastojci kao Sto su kiseline i tanini.

U cilju opsSte procjene kvaliteta grdg, a prema uobajenoj vinogradarskoj praksi
za odréivanje vremena berbe, izmjeren je sadrzaj suve mjgtéuglavnom Séeri) i

ukupnih kiselina u grafanom soku. Istrazivanja od prije nekoliko decesyapokazala
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visoko zngajnu korelaciju izméu °Brix/kiseline i ukusa grala. Smatra se da je za
procjenjivanje ukusa grda mnogo bolje uzeti u obzir odnos izitne°Brix i ukupnih
kiselina nego samo °Brix. Ipak, najbolje je uzetolozir oba parametra (°Brix/kiseline i
°Brix), iako se ne moze &mo utvrditi koja kombinacija njihovih vrijednostie]j
najpogodnija. Ovo posebno vazi za 'Kardinal', s&ju karakteriSe znatno Sirok rang
sadrzaja kiselina.

U studiji o vezi izmédu odnosa °Ballinfikiseline i ukusa graa 'Kardinal’, Nelson
et al. (1963) navode da:

— za 17,7 °Balling i pri vrijednosti 34 za °Ballinggeline, 24,4% &esnik& u
ocjenjivanju ukusa se izjasnilo da im se malo dap&b% umjereno, a
izuzetno 28,3% na petostepenoj hedodlisij skali*;

- za 17,7 °Balling i pri odnosu °Balling/kiseline 42, procentualna
zastupljenost ocjena za prethodno navedene kajegeriznosila: 27,8%;
34,61 16,6%;

- za 18,3 °Balling i pri 34,5 vrijednosti odnosa °“Baj/kiseline, raspodijela
ocjena je izgledala: 26,8% za kategoriju "malo sgpatia’, 36,6% za
"umjereno se dopada” i 29,8% za "izuzetno se ddgada

— za 18,3 °Balling i pri odnosu °Balling/kiseline 896; 21,2%, 37,9% i 24,1%.

To bi zn&ilo da pri ve&im odnosima izméu S&era i kiselina, kada je sadrzaféea
visok slabi prihvatljivost za konzumaciju. Poredyap treba napomenuti da generalno
postoji razlika u pogledu izbora é@ izmeiu zapadnih i isttnih naroda. Livet al. (2006)
navodi da dok azijski narodi preferirajudéesa véim odnosom izméu Seera i kiselina,

zapadnim narodima viSe odgovara umjereni odnos.

2 Balling skala je gotovo iderttia sa Brix skalom. Razlike u odnosu na spémifiteZinu se javljaju na petoj
ili Sestoj decimali.

® Panel za senzorna ispitivanja se sastojao od maieskih radnika i njihovih supruznika — 80% sili b
muskarci, a 20% Zene starosti od 20 do 65 godirzvid¢ troje panelista su imali prethodno iskustvo
ocjenjivanju ukusa stonog grig i svi su bili kratko upoznati za postupkom odjeamja.

* Ne dopada se, niti se dopada/niti se ne dopadéréfen), malo se dopada, umjereno se dopada itizoze
se dopada.
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Kao Sto je bilo éekivano, sadrzaj sera u grodu 'Kardinala' je rastao, a ukupnih
kiselina opadao tokom sazrijevanja (Slike 3-7 i)38tatistéki znatajne razlike izméu
kontrolne varijante i varijante sa folijarnidubrenjem ndene su samo u drugom terminu tj.
na sredini zadnjeg mjeseca sazrijevanja ¢goza obje godine. Odnos izduwe °Brix i
ukupnih kiselina, po terminima, bio je 16,0; 30,288 za kontrolu, a 17,6; 39,0 i 55,6 za
varijantu sa folijarnim prihranjivanjem 2008. godjndok je sljed&e godine pomenuti
odnos iznosio 12,7; 25,1 i 43,4 odnosno 14,1; 348,4, respektivno. U téem terminu
2008. godine, prosjai sadrzaj suve materije je iznosio 16,6 °Brix untkolnom uzorku
grozda, a 17,8 °Brix u uzorku varijante sa folijarnomhpenom, dok je sljede godine
izmjereno 16,9 °Brix i 18,1 °Brix. Imagiiu vidu rezultate istrazivanja Nelsenal. (1963),
grozie u periodu od drugog do &g termina 2009. ima povoljniji odnos izdwe°Brix i
ukupnih kiselina u odnosu na 2008. godinu.
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Slika 3-7 Sadrzaj ukupnih kiselina i suve mateuijgro4iu za 2008. godinul{lkontrola,—

varijanta sa folijarnim prihranjivanjem)
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Slika 3-8 Sadrzaj ukupnih kiselina i suve mateuijgro4iu za 2009. godinul{lkontrola,—

varijanta sa folijarnim prihranjivanjem)
3.5.2.Promjene sadrzaja Séera i organskih kiselina

Kao Sto se moze vidjeti u Tabelama 3-3 i 3-4, sgdriiktoze i glukoze u grai
raste tokom sazrijevanja. Koncentracija fruktozZe @ oko 1,8 i 1,4 puta viSa na kraju u
odnosu na peetno stanje 2008. i 2009. godine, respektivno. li§okoze je zabiljezen
porast koncentracije za 1,7 i 1,3 puta. Odnos dznfeuktoze i glukoze kretao se u rangu
1,04-1,16, odnosno 1,05-1,21, u toku zadnjeg nmgesazrijevanja za date godine. Sadrzaj
saharoze je opadao kao posljedica hidrolize, gebako 1,3 odnosno 1,7 puta nizi na kraju
u odnosu na p®tak. Generalno, uticaj folijarne prihrane na sadgojedinih Séera je
primijecen na polovini zadnjeg mjeseca sazrijevanja daaza obje godine, kada je suma
Seera bila statistki znaajno veéta u grodu uzetom saiokota varijante sa folijarnim
prihranjivanjem u odnosu na kontrolnu varijantuik&l 3-9). Odavno je utdeno da
kalijum poveava brzinu transporta saharoze u floemu, i da mndi@ S€era sintetisan u
liScu, za vrijeme sazrijevanja grdg, prenosi se u plodove u obliku saharoze (tratispor
oblik Secera) i tu se nakuplja u obliku glukoze i fruktokdilpsavljevi¢, 1984b).

64



REZULTATI | DISKUSIJA

Organske kiseline u grda i pored nizeg sadrzaja u odnosu néege imaju
zn&ajan uticaj na organolepkie osobine odnosno kvalitet gdaz Poznato je da je u
pocetnim fazama razéa plodova sinteza vinske kiseline po svom intehzigicna sintezi
jabuwene kiseline. Sa razvojem plodova, sinteza vinskelkie brzo opada i na ¢getku faze
zrenja se potpuno zaustavlja. U zrelom dtoxhije otkrivena sinteza jaboe kiseline.
(Milosavljevi¢, 1984b)

Sadrzaj organskih kiselina opada sa sazrijevanjeeoia je osjetljiv na klimatske
promjene, posebno u shju jabne kiseline (Jackson, 2000; Let al, 2006). Naime,
klimatski uslovi nemaju tako izrazen uticaj na Waskiselinu u grodu koliko utiéu na
jabwenu i limunsku kiselinu, kao Sto navodi Set al. (2009). Opadanje koncentracije
vinske kiseline je uglavnom uzrokovano nastajangain, kao i efektom razblazivanja sa
poveanjem mase bobica, dok se jaba kiselina gubi prvenstveno radi procesa disanja,
kojem kao glavni izvor energije zamjenjuje glukqdackson, 2000).

Opadanje u sadrzaju vinske i j@be kiseline detektovano je u gdor'Kardinala'
tokom zadnjeg mjeseca sazrijevanja (Tabele 3-34). 32dnos izméu vinske i jabdne
kiseline mijenjao se znatno tokom 2008. i iznogic7j4—-22,1, dok je 2009. bio u opsegu
2,1-2,6. Veoma visoka vrijednost u 2008. bila jsljgalica veoma male kdine jabuine
kiseline, Sto se moze objasniti ubrzanim gubitk@bujne kiseline izazavane relativno
visokim temperaturama (Hepner & Bravdo, 1985).

Kao Sto se vidi na Slici 3-6, od 21. juna do 18 2008. temperatura je bila znatno
viSa nego u istom periodu 2009. U tom periodu @osj temperatura je bitsak 29,1 °C za
prvu sezonu, a 23,1 °C za drugu. Zbog nizeg sariagke kiseline u grdi varijante sa
folijarnim dubrenjem u porenju sa kontrolom dobijena je razlika u sumi orgéns
kiselina za drugi termin kod obje godine (Slika B-1Uzrok je vjerovatno pofana
migracija K u bobice (Fregoni & Vercesi, 1995), jer kao Steaue Delgadet al. (2004)
usljed dubrenja kalijumom dolazi do pada ukupne kiselosbZgg sorte "Tempranilo'.
Pored toga, niZza vrijednost sume organskih kiselingrofZiu varijante sa folijarnim
prihranjivanjem, moze biti i posljedica efekta r@Ztivanja (vée bobice).

U vezi sa prethodno navedenim promjenama proizdazodnos Sera i kiselina
raste tokom ispitivanog perioda (Slika 3-11). Z&820godinu, kretao se od 19,30 do 53,86,
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dok je za 2009. zbog ¥e kolicine organskih kiselina pomenuti odnos bio 13,436220
okviru preliminarnih istrazivanja, tokom jula 200Kada su temperature bile izuzetno
visoke, u grozdu 'Kardinala' na podlozi Paulsen3ld@nos Se&eri/kiseline bio je u opsegu
26,09-62,56, ptemu se odnos iznda °Brix i ukupnih kiselina kretao od 19,4 do 91,9.
Da bi se odredila sustinska varijacija u podacimaobje godine primijenjena je
analiza principalne komponente sa varimaks rotactij@va metoda multivarijantne
statisttke analize je veoma korisna, u &ju veteg broja podataka, za "identifikaciju"
jedinjenja koja najviSe doprinose razlikovanju izimegrupa uzoraka za ispitivani period.
Naime, vrijednosti saturacije pojedinih varijablinwtar principalnih  komponenti
predstavljaju njihov "doprinos" u razlikovanju izéwegrupa. S tim u vezi, ponmo analize
principalne komponente, od svih varijabli (koncenije ispitivanih jedinjenja) izdvajaju se

one sa najuw@m vrijednostima saturacije koje najviSe doprinpsenenutom razlikovanju.
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Tabela 3-3 Sadrzaj analiziranih jedinjenja (présgevrijednost = standardna greska) u dwoa mg/kg svjeze mase za fenolna

jedinjenja i g/lkg svjeZze mase za&ee i organske kiseline u 2008. godini

Varijanta C1-08 C2-08 C3-08 H1-08 H2-08 H3-08
Saharoza 5,020,17b 4,22+ 0,30a 4,90 0,13b 5,83+ 0,14c 4,72 0,11b 4,62t 0,05ab
Glukoza 44,45 2 12a 45,58 1,70a 76,2 1,58¢ 44,88t 1,70a 62,63 2,490 76,92+ 1,24c
Fruktoza 46,22 2,23a 52,82 2,11b 85,99 1,70d 48,15t 1,84ab 69,8& 3,01c 86,4Q: 1,42d
Vinska kiselina 4,4& 0,21b 4,09 0,15b 3,43t 0,21a 4,28+ 0,16b 3,32 0,30a 3,02 0,17a
Jabuna kiselina 0,53 0,03c 0,27 0,02b 0,17 0,01a 0,58+ 0,02¢ 0,22t 0,02b 0,14 0,01a
Delfinidin 3-O-glukozid 14,72+ 1,54a 50,1% 3,98b 55,3% 5,96bc 19,15 2,19a 62,73 3,43c 46,34t 3,61b
Cijanidin 3:0-glukozid 21,62+ 2,05a 75,14 7,05b 75,08 10,73b 28,78t 3,38a 100,63 7,49c 67,0Q: 6,50b
Petunidin 30-glukozid 29,99+ 1,81a 79,8% 6,80b 82,60 9,30b 34,10+ 2,92a 104,62 6,32c 77,8% 6,44b
Peonidin 30-glukozid 182,12+ 11,43a 684,66 60,15b 802,3& 99,52b 250,09 27,10a 872,33 60,31b 822,92 72,23b
Malvidin 3-O-glukozid 125,23+ 7,16a 394,93 30,81b 457,7% 33,41b 144,5% 14,12a 449,13 30,14b 463,31 34,84b
Miricetin heksozid 1 2,3%0,14a 6,9G: 0,54b 8,74t 1,14b 3,30+ 0,29a 7,8( 0,54b 8,82+ 0,90b
Miricetin heksozid 2 3,22 0,34a 8,1% 1,01b 14,32+ 1,84c 2,77+ 0,37a 9,06- 0,69b 12,5Gt 1,55¢
Rutin 9,90+ 1,19a 17,5% 2,16b 12,42+ 1,55a 8,83t 0,99a 11,6& 0,90a 12,7& 1,86a
Kvercetin 30-galaktozid 4,92+ 0,69a 18,15 2,56b 34,95 5,60c 3,85+ 0,71a 23,6%1,75b 34,32 4,54c¢

Kvercetin 30-glukozid
Kvercetin 30-glukuronid

162,50+ 21,37a
518,30t 45,44a

617,62 74,71b
841,0% 85,28b

1029,79 147,61c
677,42 63,61ab

140,04 22,59a
518,0% 70,31a

722,6%47,87b
689,32 51,11ab

1033,69 131,22c
626,36 63,42a

Kempferol heksozid 93,81 16,06a 323,9% 47,21b 577,02 116,58¢ 74,2% 14,92a 392,1% 39,35bc 583,6@ 87,33c
Proantocijanidin dimer 1 110,9010,49b 76,27 15,68a 89,7& 12,79ab 113,22 10,24b 85,85 6,10ab 68,8& 7,23a
Proantocijanidin dimer 2 49,182 95a 62,2% 3,84c 58,13 4,66abc 50,5& 3,85ab 61,3& 2,95bc 55,0 2,81abc
Katehin 60,47+ 7,90cd 69,82 9,13d 28,5% 4,06ab 55,56t 5,71cd 44,36 4,14bc 25,54 1,78a
Proantocijanidin trimer 38,38 4,14a 154,72 21,64b 162,62 28,00b 55,21+ 7,48a 221,15 21,89c 147,6& 17,19b
Epikatehin 351,91 31,80a 510,84 50,95b 438,55 59,92ab 410,0% 45,34ab 526,5% 44,27b 411,9& 42,50ab
Proantocijanidin dimer 3 12,784,51 17,83t 4,52 7,90+ 0,60 7,18+ 2,82 18,04t 6,56 13,50t 2,90

®Razlicita slova u svakom redu oztavaju znaajne razlike izméu prosj&nih vrijednosti zg < 0,05. C1-08, C2-08, C3-08, H1-

08, H2-08, H3-08 ozrtavaju datume uzimanja uzoraka gtaxontrolne varijante i varijante sa folijarndabrenjem,

respektivno (objasSnjeno u Eksperimentalnom dijelu).
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Tabela 3-4 Sadrzaj analiziranih jedinjenja (présgevrijednost = standardna greska) u dwoa mg/kg svjeze mase za fenolna

jedinjenja i g/kg svjeZe mase z&&ee i organske kiseline u 2009. godini

Varijanta C1-09 C2-09 C3-09 H1-09 H2-09 H3-09
Saharoza 13,600,23d 10,99t 0,22c 8,2& 0,12a 13,33 0,29d 9,77+ 0,20b 7,76t 0,13a
Glukoza 60,1& 3,74a 69,91 2,32b 76,3& 2,92bc 62,4& 2,62a 77,42+ 1,86bc 80,65 1,75¢c
Fruktoza 63,2% 3,73a 80,19 2,71b 89,7& 3,40c 67,59 2,68a 88,23t 2,20c 97,94+ 1,92d
Vinska kiselina 7,82 0,26¢ 6,61+ 0,33b 5,3% 0,24a 7,1% 0,32b 5,34+ 0,16a 5,8# 0,16a
Jabuna kiselina 3,03 0,22ab 2,9% 0,25ab 2,44 0,19a 3,2@ 0,22b 2,58+ 0,15a 2,55 0,15a
Delfinidin 3-O-glukozid 36,1# 4,13a 43,38 3,60ab 53,2% 3,65bc 38,1 1,96a 56,62+ 4,94c 52,99 2,27bc
Cijanidin 3:0-glukozid 64,91 9,58a 68,63 7,87ab 89,0% 8,11ab 86,6@& 10,05ab 92,0 5,57b 88,04+ 6,08ab
Petunidin 30-glukozid 80,78t 7,85a 77,26 6,05a 80,56 6,14a 123,59 11,34b 100,08t 6,59a 90,6% 5,03a
Peonidin 30-glukozid 471,23 41,51a 758,5% 64,44b 1065,4%1 94,14c 610,0% 59,80ab 1073,3% 74,35¢c 1166,94 64,28c
Malvidin 3-O-glukozid 158,05 12,85a 386,21 19,46b 460,7% 26,68¢c 184,54 13,63a 508,82 36,82¢ 520,64 26,46¢C
Miricetin heksozid 1 4,13 0,35a 7,05t 0,69b 10,3% 0,98cd 5,98 0,64ab 9,89+ 0,72c 12,20+ 0,71d
Miricetin heksozid 2 7,12 0,57a 14,33 1,03b 19,8% 1,61c 7,46t 0,66a 17,37 1,48bc 18,12+ 1,17c
Rutin 20,41+ 1,52¢ 17,25 1,92abc 14,69 1,69ab 18,33 1,16bc 13,23+ 0,92a 13,1# 0,98a
Kvercetin 30-galaktozid 9,83 0,89a 14,92 2,04ab 25,4@ 3,48c 9,43t 0,77a 20,24+ 3,19bc 19,9% 2,21bc

Kvercetin 30-glukozid
Kvercetin 30-glukuronid

245,83 26,03a
860,96 53,85¢c

479,5% 63,67b
747,14 66,80abc

894,5% 115,29¢c
671,8¥ 46,42ab

256,3% 25,73a
814,62 48,09bc

707,88 103,08c
638,43 40,03a

696,1% 75,26bc
596,2% 38,76a

Kempferol heksozid 158,6025,78a 321,18 59,68ab 618,01 99,08c 186,83 32,09ab 556,3% 138,39¢ 405,4& 54,35bc
Proantocijanidin dimer 1 237,4617,80d 131,65-21,97a 180,96 10,60bc 199,1@ 10,49cd 155,94 10,57ab 139,46 4,98ab
Proantocijanidin dimer 2 55,341,90a 54,2H% 2,75a 81,93 5,13b 86,46t 6,29b 67,09+ 6,02a 88,84t 2,60b
Katehin 188,6& 15,02c 106,63 10,79ab 148,98 21,91bc 296,3% 25,17d 81,14+ 4,85a 162,5% 12,97c
Proantocijanidin trimer 39,026,31a 79,8% 15,66bc 114,92 18,01c 98,7 13,45¢ 156,41+ 11,44d 52,12 2,87ab
Epikatehin 1045,66 61,54b 787,0k 78,68a 687,4% 51,29a 599,3& 113,08a 699,0% 41,20a 706,92 47,43a
Proantocijanidin dimer 3 5,501,03a 13,0k 1,67bc 11,4& 1,52bc 8,24 1,10ab 7,76t 2,30ab 14,8& 2,15¢

®Razlkita slova u svakom redu ozfsvaju znaajne razlike izméu prosjenih vrijednosti zg < 0,05. C1-09, C2-09, C3-09, H1-

09, H2-09, H3-09 ozrtavaju datume uzimanja uzoraka gtaxontrolne varijante i varijante sa folijarndabrenjem,
respektivno (objasnjeno u Eksperimentalnom dijelu).

68



REZULTATI | DISKUSIJA

Da
mb
oc

H1-08 H2-08 H1-09 H2-09
H3-08 H3-09

Slika 3-9 Suma %era (g/kg) za 2008. i 2009. godinu

12

10

oc
mbc 6
mb
Da
4
a
, ab
bc
o C1-09 209 (309 H1-09

H3-08

H2-09 H3-09

Slika 3-10 Suma organskih kiselina (g/kg) za 20@®09. godinu




REZULTATI | DISKUSIJA

Cl-08 ;08
H1-08
H2-08 H3-08

H1-09

H2-09

H3-09

Da
mb
oc

Slika 3-11 Odnos izna@l Setera i kiselina za 2008. i 2009. godinu

Da
mb
mbc
Oc

C1-08 ;08

H2-08 H3-08

H1-09

H2-09

H3-09
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Analiza principalne komponente nakon varimaks ra@d abela 3-5) pokazuje da
dvije komponente (izdvojene na osnovu kriterijumedifstvene vrijednosti > 1)
objasSnjavajiwtak 93,6% varijacije $era i organskih kiselina.

Prva komponenta, PC1, u pozitivnoj je korelacijivgaskom i jabdnom kiselinom,
kao i saharozom. Druga komponenta, PC2, koreliransamosaharidima, fruktozom i
glukozom. Na grafiku PCts PC2 (Slika 3-15) su prikazane prasje vrijednosti skorova

glavnih komponenti.

Tabela 3-5 PCA nakon varimaks rotacije zé&ge i organske kiseline

PC1 PC2 Komunalna

Jedinstvena vrijednost 2,66 2,02 .
Kumul. (%) : 59,28 93,60 ‘'anansa
Vinska kiselina 0,957 -0,014 0,916
Jabuna kiselina 0,930 0,232 0,918
Saharoza 0,922 0,124 0,865
Fruktoza 0,096 0,991 0,991
Glukoza 0,127 0,986 0,989
2 +C1-08
m C2-08
A H3-09 A C3.08
H3-08 = A C3-08 C3-09 e o H2-09 » C1-09
§ o 208 x C2-09 % C2-09
H1-09 ¢ 5 ~1.09 * C3:09
+H1-08
co-08m . - H2-08
& c1-08 — H3-08
2 o H1-09
-2 0 2 oH2-09
PC1 A H3-09

Slika 3-15 PCY¥s PC2 skorovi (nakon rotacije) zacgee i organske kiseline u git
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Preko PC1 jasno se mozeciibpodjela po godinama, jer je sadrzaj organskih
kiselina i saharoze viSi u gr@d iz 2009. u odnosu na 2008. Ovo je u skladu sa
istrazivanjima koja su pokazala da kiselost opadavedem stepenu na visokim
temperaturama u odnosu na niske (Buttreisal, 1971; Poudeét al, 2009) i da grofe
ima nizi sadrzaj vinske i jaldne kiseline tokom toplijih sezona (Lat al, 2006).

Generalno, efekat tretmana sa folijarndubrivom se moze uwiti preko PC1, a
posebno PC2, za drugi termin koji se odnosi nadgaizeto polovinom zadnjeg mjeseca

sazrijevanja.
3.5.3.Promjene sadrzaja flavonoida

Akumulacija fenolnih jedinjenja tokom sazrijevanjgozia je predmet znatnih
fluktuacija i usko je vezana za fizioloSke i biohgke promjene, a rezultat je ravnoteze
izmedu biosinteze, daljeg preobrazaja i katabolizmar(&edez de Simoet al, 1992).

U pokozici gro#ta, peonidin 30-glukozid imao je najviSu koncentraciju, potom
malvidin 30-glukozid, a delfinidin 30-glukozid najnizu koncentraciju (Tabele 3-3 i 3-4),
Sto je u skladu sa studijom Carreebal. (1997). Sadrzaji pojedinih antocijanina bili su
relativno sléni vrijednostima u crvenim sortama stonog @aXkao Sto su: 'Red Globe',
'Flame seedless’, 'Crimson seedless’, izuzev maiget 3:0-glukozid (Cantot al, 2002).
Naime, sadrzaj ovog antocijanina bio je samo u pmkd-lame seedless’ preko 2 puta visi
u poreienju sa 'Kardinalom’, dok su druge sorte imalermmaizu koncentraciju petunidin
3-O-glukozida ¢ak 9-10 puta u pokozici ‘Crimson seedless’).

Jednosmjerna analiza varijanse je pokazala dadzmgeo4ia kontrole i varijante sa
folijarnim dubrenjem ne postoji statigki znatajna razlika u sadrzaju antocijanina (izuzev
kod petunidin 30-glukozida za 2009.) na petku i na kraju zadnjeg mjeseca sazrijevanja.
Medutim, u drugom terminu kdline delfinidin 30-glukozida, cijanidin 30-glukozida i
petunidin 30-glukozida bile su zr@ajno ve&e u pokozici groda varijante sa folijarnim
dubrenjem u odnosu na kontrolu 2008, dok su se 28.48dvojili delfinidin 30-glukozid,
peonidin 30-glukozid i malvidin 30-glukozid.
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Tokom zadnjeg mjeseca sazrijevanja, suma antoogapoveéavala se od prvog do
drugog datuma, a potom je bila skoro konstantna gbetistéki znatajne razlike) za 2008.
kod kontrole, a kod varijante gabrenjem ovakav trend je &n za obje godine (Slika 3-
12). Meiutim, kod kontrolne varijante za 2009, kontinualgorasla suma antocijanina
(Slika 3-12). Poznato je da je sazrijevanje plodacgno povéanjem brzine sinteze
proteina i aktivnosti brojnih enzima. Aktivnost filanin amonijum liaze raste u plodu u
kojem se akumuliraju antocijanini (Macheskal, 1990).

Uopste gledano, grde sacokota folijarno prihranjivanin sa P&Eubrivom je imalo
viSe "ukupnih" antocijanina (suma glukozida detfina, cijanidina, petunidina, peonidina i
malvidina) u pokozici sredinom zadnjeg mjesecaigwanja u pordenju sa groZem sa
kontrolnih¢okota za obje pratavane godine (Slika 3-12). Dakle, dobijeni rezuli&azuju
na pozitivan efekat upotrebe PK folijarndgbriva na akumulaciju antocijanina, bas kao i
Setera. Ovakav rezultat jecekivan, zbog krucijalnog zdaja fosfora i kalijuma za sintezu
ugljenih hidrata i transport asimilata do skladiSargana, i zbog toga Sto faktori kojiduti
na sadrzaj $era takde utcu i na boju groda, koja zavisi od antocijanina (Champagnol,
1984). Heet al. (2010) navode dva raziia misljenja o vezi izmé&u antocijanina i Seera.
Prema prvom, feri u pokozici imaju ulogu regulatora u biosintazitocijanina; dok su
prema drugom misljenju vazni samo kao supstratiasanak antocijanina.

Medu flavonolima, kvercetin -8-glukozid je imao najviSu koncentraciju na kraju, a
zatim kvercetin 30-glukuronid koji je bio najviSe zastupljen u pokazia pa@etku zadnjeg
mjeseca sazrijevanja. Najnizu koncentraciju je immacetin heksozid 1 (Tabele 3-3 i 3-4).

U prethodno navedenim crvenim sortama stonog dgroda podréja Spanije,
prowavanim od strane Cantes al. (2002), sadrzaj kvercetin@-glukuronida kretao se od
5,0 do 34,2 mg/kg svjeze mase git@{pokozica i pulpa zajedno), a suma kvercetd-3
glukozida i kvercetin ®-rutinozida izméu 7,8 i 37,3 mg/kg, dok su kempferol 3-
galaktozid i kempferol 3-glukozid dani u tragovima. Pena-Neig al. (2007) je odredio
visoku koncentraciju kvercetin-Q®-glukozida (675,34 mg/kg) u pokozici gd# sorte
'Syrah' u vrijeme berbe. Uzim&juu obzir navedene vrijednosti, pokozica 'Kardihga

veoma bogata ovim jedinjenjima.
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Kao Sto je dato u Tabelama 3-3 i 3-4 ANOVA pokazdg ne postoji razlika
izmedu kontrolne varijante i varijante sa folijarnom hpanom u sadrzaju ispitivanih
flavonola u pokozici tokom zadnjeg mjeseca sazaipga. l1zuzetak predstavljaju miricetin
heksozid 1, kvercetin -®-glukozid i kempferol heksozidiji je sadrzaj bio visi kod
varijante folijarno prihranjivane sa P&ibrivom u odnosu na kontrolu za 2009. godinu. U
pogledu sume flavonola ne postoji razlika izamegleda gdje je izvedena folijarna prihrana
u odnosu na kontrolnu varijantu (Slika 3-13). Tresueine flavonola za 2008. godinu bio je
isti kao i kod antocijanina, dok je za 2009. kodhtkole suma flavonola rasla od drugog do
treceg termina, a kod folijarndubrene varijante nije bilo satiki znatajnih razlika tokom
zadnjeg mjeseca sazrijevanja.

Sadrzaj epikatehina bio je najviSi od analizirafidvan-3-ola, a proantocijanidin
dimera 3 najnizi (Tabele 3-3 i 3-4).

Generalno, suma flavan-3-ola dostigla je n&verijednost sredinom ispitivanog
perioda u 2008. godini, a 2009. nacptku. Sto se & sume flavan-3-ola, nije postojala
razlika izmeiu kontrole i varijante sa folijarnom prihranom morhinima za obje godine.
Medutim, razlike su udljive za proantocijanidin dimer 2, katehin i epihin na poetku
zadnjeg mjeseca sazrijevanja 2008, za katehin ampoeijanidin trimer na polovini, i za
proantocijanidin dimer 1 na kraju perioda sazrijggaZa proantocijanidin trimer uiena
je razlika z&itav ispitivani period 2009. godine.

PCA nakon varimaks rotacije (Tabela 3-6) izdvajayl@8vne komponente, koje
objaSnjavaju 73,7% varijacije u podacima za flaudaoPC1 je u pozitivhoj korelaciji sa
peonidin 30-glukozidom, miricetin heksozidom 1, delfinidinG-glukozidom, cijanidin 3
O-glukozidom, malvidin 30-glukozidom, petunidin -®-glukozidom, miricetin
heksozidom 2, kvercetin-Q®-glukozidom i proantocijanidin trimerom, a ima vigok
vrijednosti saturacije za proantocijanidin dimer k&mpferol heksozid i kvercetin-Q-
galaktozid. PC2 je opisana uglavhom sa flavan-3wali proantocijanidin dimerom 1,
katehinom, epikatehinom i proantocijanidin dimer@ma ima relativno visoku vrijednost
saturacije za petunidin-®-glukozid, kvercetin 30-glukuronid i rutin. PC3 je u pozitivnoj

korelaciji sa flavonolima: kvercetin-@-glukuronidom, rutinom, kempferol heksozidom i
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kvercetin 30-galaktozidom, ima i visoku vrijednost saturacije &aercetin 30-
glukozidom, a relativno visoku sa miricetin hekstmrn 2.

Na grafiku PClvs PC2 sa prosgmim skorovima (Slika 3-16) se &@va veoma
dobra diferencijacija izné groda razlgitih sezona po drugoj komponenti. Gornji dio
grafika odnosi se na uzorke gdazu kojima je sadrzaj uglavhom flavan-3-ola vistpasu
uzorci iz 2009. godine. Pored toga, visok sadriajain-3-ola u pokozici na petku
zadnjeg mjeseca sazrijevanja 2009. (Tabela 3-4pjad€1-09 i H1-09 od drugih iz te
godine i svih uzoraka iz 2008. (Tabela 3-3).

Tabela 3-6 PCA nakon varimaks rotacije za fenadainjenja u pokozici

PC1 PC2 PC3 Komunalna

Jedinstvena vrijednost 6,93 3,28 3,07 .
Kumul. (%) 4710 6324 73,73 oansa
Peonidin 30-glukozid 0,930 0,243 0,024 0,925
Miricetin heksozid 1 0,912 0,204 0,090 0,881
Delfinidin 3-O-glukozid 0,900 0,113 0,190 0,859
Cijanidin 30-glukozid 0,833 0,332 0,122 0,819
Malvidin 3-O-glukozid 0,817 -0,103 0,231 0,731
Petunidin 30-glukozid 0,755 0,446 0,067 0,773
Miricetin heksozid 2 0,704 0,138 0,435 0,704
Kvercetin 30-glukozid 0,680 -0,199 0,653 0,929
Proantocijanidin trimer 0,670 -0,140 0,147 0,490
Proantocijanidin dimer 3 0,158 0,043 0,095 0,036
Proantocijanidin dimer 1 -0,060 0,847 0,168 0,749
Katehin 0,028 0,838 -0,055 0,706
Epikatehin 0,304 0,719 0,135 0,627
Proantocijanidin dimer 2 0,525 0,585 0,103 0,629
Kvercetin 30-glukuronid 0,056 0,411 0,815 0,837
Rutin -0,010 0,503 0,777 0,856
Kempferol heksozid 0,565 -0,138 0,709 0,842

Kvercetin 30-galaktozid 0,600 -0,214 0,688 0,879
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Slika 3-16 PC¥/s PC2 skorovi (nakon rotacije) za fenolna jedirgemjpokozici

S druge strane, efekat folijarnog prihranjivanjaovie loze moze se &iti preko
PCL1. Skorovi za prvu komponentu predstavljaju zmaézliku izmeu kontrole i varijante
sa folijarnim dubrenjem u drugom terminu tj. na sredini zadnjeg@s®g¢a sazrijevanja
grozia za obje godine, a relativno blisku poziciju z&qini datum 2008. i krajnji za obje
godine. M@utim, postoji relativno veliko rastojanje izdweH1-09 i C1-09, zbog z#ajnih
razlika u sadrzaju petunidin-@-glukozida, proantocijanidin dimera 2 i proantocighn
trimera, kao Sto je prethodno navedeno, koji imagoku vrijednost saturacije u prvoj
komponenti (PC1). Tako, imauu vidu znatno manje rastojanje izéueH1-08 i C1-08
(Slika 3-16), nije jasno da li je upotreba folijaghdubriva imala efikasniji uticaj na ova
fenolna jedinjenja tokom 2009. u pdemju sa 2008. godinom ili je u pitanju posljedica
dejstva drugog faktora.

Gledaj«&i po sezonama, iako je koncentracija pojedinih @janina varirala znatno
na p@&etku zadnjeg mjeseca sazrijevanja i bila niza 2008retenju sa 2009. godinom, na
kraju zadnjeg mjeseca sazrijevanja je dostignujadrrost koja se nije statigki znatajno
razlikovala za delfinidin 3-glukozid, cijanidin 30-glukozid, petunidin 30-glukozid i

malvidin 3O-glukozid (rezultati analize varijanse nisu prikaza®adrzaj peonidin -8-

77



REZULTATI | DISKUSIJA

glukozida bio je zn&ajno nizi tokom zadnjeg mjeseca sazrijevanja u 2Q008ini (za svaki
datum) u odnosu na 2009. S hemotaksonomsiee tglediSta Macheiet al. (1990)
izdvajaju koncentraciju malvidin monoglukozida kaoodnos izméu malvidin 30O-
glukozida i peonidin -glukozida za karakterizaciju sorte (kultivara). ddém, rezultati
ove studije pokazuju da mhe odnosima analiziranih antocijanina, odnos maivigiO-
glukozid: petunidin 30-glukozid je imao stine vrijednosti (5,5-5,9) na kraju ispitivanog

perioda bez obzira na sezonu i tretman sa folijahibrivom.
3.5.4.Generalna procjena razlika u kvalitetu groala

ViSe vrijednosti sume $era, antocijanina i flavan-3-ola u 2009. u odnoa208,
i flavonola p@&etkom zadnjeg mjeseca sazrijevanja (Tabela 3-7)lonjegbiti uzrokovano
pogodnijim klimatskim uslovima. Naime, dnevne temgpere su bile konstantno iznad 26,4
°C tokom 23 dana poslije 21. juna 2008. godine (vaglaseno kod organskih kiselina u
odjeljku 3.5.2.). Huglin & Schneider (1998) navoda na temperaturama iznad 25 °C
fotosintetska aktivnost opadsak i na konstantnoj izloZzenosti suncu. e al. (2010)
naglasava da je na nizim temperaturama, kao ngguri2dd °C, favorizovana biosinteza
antocijanina. Visoke temperature mogu dovesti dawacije sinteze inhibitora fenilalanin
amonijum liaze prije nego Stee direktno negativno uticati na aktivnost PAL. Ihe&cija
PAL se ne javlja ili je zastupljena u manjem stepera niskim u odnosu na viSe
temperature (konstantno 25 °C) (Machebal, 1990).
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Tabela 3-71a, b i ¢) Jednosmjerna ANOVA sa Dankanovim tespon0,05 za sume

odgovarajudih jedinjenja. Raziiita slova u koloni ozr@avaju statistiki razli¢ite prosjéne

vrijednosti.

a) Prvitermin

Seteri Kiseline Séeri:  Antocijanini  Flavonoli  Flavan-3-oli
Kiseline

C1-08 a a b a a a
H1-08 a a b a a a
C1-09 b b a b b b
H1-09 b b a C b b

b) Drugi termin

Seseri Kiseline Séeri:  Antocijanini  Flavonoli  Flavan-3-oli
Kiseline
C2-08 a a a a a a
H2-08 b a b bc a ab
C2-09 c c a ab a b
H2-09 d b a c a b
c) Tredi termin
Seteri Kiseline Séeri:  Antocijanini  Flavonoli  Flavan-3-oli
Kiseline

C3-08 a a b a a a

H3-08 a a b a a a

C3-09 b b a ab a b

H3-09 b b a b a b

Uzimaji u obzir da sume flavonola nisu bile r&i#k u drugom i tréem terminu
za obje ispitivane godine (Tabela 3-7), uticaj he#tiugih faktora je "ujedr&” pocetne

razlike. To bi se moglo pripisati izloZzenosti gawoj svjetlosti (Pereiraet al, 2006).

Detaljno prodavanje uticaja izloZzenosti stevoj svjetlosti

na sadrzaje glikozida

kvercetina, miricetina i kempferola u gthZ sorte 'Merlo' je otkrilo da bobice grozdova

izlozenih suncu mogu imati i deset puta viSu vmj@st u odnosu na bobice zasjenjenih

grozdova (Spayet al., 2002).
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U cilju konane procjene razlika u kvalitetu g, primjenjena je diskriminantna
analiza na sume &era, organskih kiselina, antocijanina, flavondi@van-3-ola.
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Slika 3-17 Diskriminantna analiza za suméesa, organskih kiselina, antocijanina i flavan-

3-ola (iskljutuju¢i flavonole) za 2008. i 2009. godinu

Od paetnih pet parametara iskfigna je suma flavonola zbog najmanjeg udjela
(ucexa) u pogledu razlikovanja (diskriminacije) izduwe grupa. Prve dvije kanatke
varijable (ili kanontke diskriminantne funkcije) objaSnjavaju oko 95,0%upne disperzije
podataka; odega na prvu otpada 48,4%, a na drugu 46,6%.

Statisttke vrijednosti F ip, koje ukazuju na sinost i razl€itost u kvalitetu groZa
za obje godine, date su u Tabeli 3-8. Kao 5to dg ne postoje razlike u kvalitetu gite
na p&etku i kraju zadnjeg mjeseca sazrijevanja biloegasli o kontroli ili varijanti gdje je

primijenjeno folijarno prihranjivanje vinove lozex K dubrivom. Na prvi pogled, nivo
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znaajnosti za C1-09s H1-09 od 0,009 ukazuje na razliku u kvalitetuzgen Metutim,

uzimajwi u obzir ukupan broj podenja (66), generalno nema razlika u kvalitetu geoz

kontrolne varijante i varijatne folijarno prihravgine sa PKdubrivom na poetku

ispitivanog perioda u 2009. godini.

Tabela 3-8 Porenja izméu varijanti (F ip vrijednosti)

C1-08| C2-08 C3-08 C1-090 C2-09 C3-09 H1{08 H2-083-08| H1-09| H2-09
C2-08 F 15,49
p | 0,000
C3-08 F 46,98 | 19,63
p | 0,000| 0,000
C1-09 F 52, 75| 65,52/ 81,59
p | 0,000| 0,000{ 0,000
c2-09 | _F 57,04 | 43,18/ 41,05 18,47
p | 0,000| 0,000 0,000 0,000
c3-09 | F 62,85| 32,84 18,93 42,48 8,251
p | 0,000 0,0000 0,000 0,000 0,000
H1-08 | _F 0,324 | 10,82 35,82 48,10 46,95 50,72
p | 0,861| 0,0000 0,000 0,000 0,000 0,000
H2-08 | _F 37,44 | 6,834 7,288 79,60 44,24 22,61 27,83
p | 0,000| 0,000/ 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
H3-08 | _F 52,31 19,96, 0,496 89,10 46,36 20,61 40/10 5,788
p | 0,000 0,000/ 0,739 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
H1-09 | F 41,07| 44,96 58,72 3,540 7,041 25,15 36,04 55,89 64,99
p | 0,000 0,0000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 000/0
H2-09 | F 73,60 36,47/ 20,08 52,21 11,89 0,284 5891 2425 21,501432,
p | 0,000 0,0000 0,000 0,000 0,000 0,919 0,000 0,000 000{00,000
H3-09 | _F 88,42 | 47,77\ 2554 57,1y 14,78 1,792 72/09 33,16 27,145737,1,185
p | 0,000 0,0000 0,000 0,000 0,000 0,184 0,000 0,000 000j00,000| 0,320

3.6. Veze izmalu parametara grozda i lista

Kao Sto je prethodno navedeno, primjena folijarpoidpranljivanja sa fosforom i

kalijumom ubrzala je akumulaciju &ra i antocijanina u grda 'Kardinala', Sto je

utvrdeno za obje godine. Mimo toga, razlike u vrijedimoat ispitivanih parametara u

groziu iz 2008. godine u odnosu na 2009. bile su paskesezonskih razlika, prije svega
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temperature (odjeljak 3.4.4.). U vezi sa tim, ppstoogucnost da su se i razlike u
snabdjevenosti vinove loze hranljivim elementima fta ukazuju evidentirane razlike u
sadrzaju hranljivin elemenata u listu vinove loz®razile na primarni i sekundarni
metabolizam u vinovoj lozi. U cilju razumijevanja effusobnih veza primarnih i
sekundarnih metabolita sa hranljivim elemenatimadema je analiza principalne
komponente sa podacima za obje ispitivane godingrvu statisttku analizu su ukljéeni
parametri odréeni u listu vinove loze i odgovarad@em grodu istovremeno uzetim u
prvom terminu (na peetku zadnjeg mjeseca sazrijevanja). Indaju vidu da je u tréem
terminu (kraj sazrijevanja) dostignut najviSi nigatera, urdena je i druga statiska
analiza sa parametrima u listu iz prvog terminarametrima u grafu iz treeg termina.
Sadrzaj sumpora je iskljan iz pomenute obrade, s obzirom da je ¢ewe broju uzoraka
lista iz 2009. godine bio ispod granice detekcije.

PCA nakon varimaks rotacije izdvaja Sest komponkaje objasSnjavaju 92,26%
varijanse podataka (Tabela 3-9). ddeprimarnim metabolitima najbolje je objasnjena
varijabilnost sadrzaja saharoze sa 98,8%, dok w@inskelina ima najnizu vrijednost
komunalne varijanse 89,5%; od sekundarnih metabohtiricetin heksozid ima
maksimalnih 99,6%, a malvidin-G-glukozid minimalnih 86,4%; a u slaju hranljivin
elemenata navedenih Sest komponenti objasnjavajatiz 77,4% varijanse za B i 94,7%
za Zn.

Generalno gledano, u prvoj komponenti visoke i that@ visoke pozitivhe
vrijednosti saturacije imaju primarni i sekundammietaboliti, izuzev proantocijanidin
trimera, miricetin heksozida 1, miricetin heksozidg malvidin 30-glukozida,
proantocijanidin dimera 2 i 3 i epikatehina. Visokgednosti saturacije imaju: kvercetin 3
O-galaktozid, rutin, jabtna kiselina, kvercetin -8-glukozid, kvercetin 3)-glukuronid,
vinska kiselina, saharoza, kempferol heksozid, mia@janidin dimer 1, katehin i miricetin
heksozid 2. Od nutrijenata izdvajaju se Cu, B i Znjjelimicno Mg sa pozitivhom
vrijednogu saturacije, dok Ca pokazuje obrnuto proporcianalazu sa PC1, a N ima

relativno visoku negativnu vrijednost saturacije.
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Tabela 3-9 PCA nakon varimaks rotacije za list #zde na pdetku zadnjeg mjeseca

sazrijevanja

PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6 Komun.
Jedinstvena vrijednost 11,35 7,64 4,74 2,82 2,14 751, varijansa
Kumul. (%) 34,40 57,55 71,93 80,48 86,96 92,26
Kvercetin 30-galaktozid 0,876 0,304 0,219 0,149 0,169 -0,103 0,969
Rutin 0,861 0,177 0,360 0,226 0,158 -0,062 0,982
Jabucna kiselina 0,838 0,380 0,316 0,099 0,103 0,072 0,972
Kvercetin 30-glukozid 0,821 0,424 0,123 0,183 -0,006 -0,160 0,929
Kvercetin 30-glukuronid 0,815 0,095 0,423 0,224 -0,085 -0,050 0,913
Vinska kiselina 0,792 0,242 0,308 0,200 0,270 -0,040 0,895
Cu 0,768 0,388 0,211 -0,125 0,203 0,170 0,871
Saharoza 0,761 0,443 0,313 0,122 0,310 -0,061 0,988
Kempferol heksozid 0,752 0,559 0,039 0,196 -0,088 -0,079 0,933
Ca -0,745 -0,014 -0,332 0,116 -0,264 0,197 0,787
Proantocijanidin dimer1 0,715 0,377 0,331 0,393 0,189 0,098 0,962
B 0,647 0,266 -0,002 0,320 0,313 0,290 0,774
Katehin 0,638 0,441 0,473 -0,175 0,149 0,206 0,921
Miricetin heksozid 2 0,631 0,304 0,616 0,121 0,251 -0,086 0,955
Zn 0,598 0,152 0,052 0,493 -0,424 0,374 0,947
Proantocijanidin trimer -0,094 0,957 0,125 -0,156 0,065 0,133 0,986
Miricetin heksozid 1 0,211 0,942 0,097 0,161 0,069 -0,155 0,996
Peonidin 30-glukozid 0,421 0,869 0,130 0,106 0,141 -0,084 0,987
Cijanidin 3:0-glukozid 0,533 0,779 0,079 0,103 0,010 0,018 0,908
Petunidin 30-glukozid 0,532 0,732 0,380 -0,072 0,118 0,027 0,983
Delfinidin 3-O-glukozid 0,571 0,686 0,363 0,073 0,140 -0,018 0,953
Fruktoza 0,485 0,660 0,240 0,074 0,458 -0,018 0,944
Glukoza 0,490 0,633 0,196 0,126 0,493 -0,018 0,938
Fe -0,382 -0,510 -0,507 -0,465 -0,108 -0,127 0,908
Mg 0,433 0,053 0,839 -0,023 0,104 -0,193 0,943
Malvidin 3-O-glukozid 0,130 0,312 0,836 -0,122 0,134 -0,133 0,864
K -0,399 -0,139 -0,586 -0,228 -0,492 -0,088 0,823
N -0,470 -0,003 -0,568 -0,466 0,021 -0,362 0,892
Proantocijanidin dimer 2 0,391 0,493 0,495 -0,2890,1062 0,455 0,942
P -0,069 0,100 0,049 -0,915 0,062 0,023 0,859
Epikatehin 0,390 0,445 -0,052 0,673 0,301 -0,208 0,939
Mn 0,352 0,310 0,431 -0,108 0,690 -0,077 0,899
Proantocijanidin dimer 3 -0,166 -0,095 -0,161 -6,01 -0,021 0,906 0,884

Ovi rezultati ukazuju da bi u opsegu optimalne sij@lenosti veoma bitno bilo da

sadrzaj Mg, Cu, Zn i B (elemenata sa pozitivnomrsaijom) bude relativno visi, jer bi se
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time pozitivno uticalo na kvalitet grda. U odjeljku 2.5. je opisan z¢g i uloga ovih
elemenata u fizioloSkim procesima vinove loze. Ngirpoznata je uloga hlorofila u
fotosintetskoj aktivnosti, odnosno @@ Cu i Zn u proizvodnji hlorofila, i Mg kao
hlorofilne komponente. Pored toga, treba uzeti @irob moguwtnost povéane sinteze
pojedinih sekundarnih metabolita nakon primjenggrata na bazi bakra u zastiti vinove
loze, Sto je bio skaj 2009. godine (Tabela 3-2, Slika 3-18). Istradjgasa drugim biljnim
vrstama su pokazala da je kao posljedica folijgmmjene Ca* natena visa koncentracija
kumarina (Kovéik et al, 2007).

400

300 1

200 o

)

<

S, 100 1

E

£

<

&

T _

v 0 Rsq =0.7447
0 20 40 60 80
Cu (mg/kg)

Slika 3-18 Korelacioni dijagram za pokozicu i lisatehinvs. Cu (prvi termin)

U cilju objasnjenja dobijenih pozitivnih korelacijameaiu B i ve&iine ispitivanih
jedinjenja (Slike 3-19 i 3-20), vazno je i&tajegovu ulogu u metabolizmu ugljenih hidrata
I sintezi proteina. Generalno, boragina fotosintetski kapacitet biljke, a u nedostaiku
usporen je transport proizvoda fotosinteze, Stoodowdo nagomilavanja u listu i

usporavanja novih sinteza.
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Kvercetin 3-O-galaktozid (mg/kg)

Rsq = 0.4547

B (mg/kg)

Slika 3-19 Korelacioni dijagram za pokozicu i ligtvercetin 30-galaktozidvs B (prvi

termin)
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Slika 3-20 Korelacioni dijagram za g i list: glukozavs B (prvi termin)
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Pozitivha veza izm#u bora i saharoze u listu primigna je kod sadnica agruma
(Hanet al, 2008). U ovoj studiji utviena je visoko zn@jna pozitivha korelacija sadrzaja
bora u listu sa sadrzajem saharoze, glukoze (S}k@) i fruktoze u gradu.

| pored toga Sto su kélne primijenjenihdubriva bile odgovarajte, na Sta ukazuje
I optimalan sadrzaj N u listu, ipak su utene negativne korelacije — statiktiznaajne u
slwéaju vetine flavonola (Slika 3-21), kao i vinske kiselinglika 3-22) i jabdne, a sa
relativno visokim stepenom z&gnosti u sldaju proantocijanidin dimera 1 i 2, ali i
saharoze kao transportnog oblikéeya iz lista u plod.

Istrazivanja zasnovana na feaju uticaja primjene azotniiubriva na kvalitet
groda su pokazala da se kod¢éwe kolicina N smanjuje sadrzajvrstih rastvorljivih
supstanci (Lovd, 1984; Matin et al, 2004; Delgadoet al, 2004; Conradie, 2001;
Christenseret al, 1994; Ahlawat, 1988; Ruldt al, 1992; Kelleret al, 1998). S druge
strane, u uslovima smanjene pristtp@sti azota moze rasti aktivnost fenilalanin liaze,
inicijalnog enzima u fenilpropanoidnoj sintezi, immé¢ i sadrzaj fenolnih jedinjenja zbog
smanjene potrosSnje proteina ukkmih u rast. Amonijum jon osloben aktivnodu PAL
moze biti efikasno asimilovan kako bi se produkowogenat, fenilalanin i tirozin, a
ugljeniéni skelettrans-cinamata moze biti uklfen u razkite fenilpropanoidne puteve
(Kovatik et al, 2007). To je konzistentno sa rezultatima kojitise razlcitih puteva
fenilpropanoidnog metabolizma u uslovima nedostatk&ao u sldaju flavonola (Stewart
et al, 2001).

Ipak, treba imati u vidu da pomenuti efekti nedtketaN se mogu raalito odraziti
na enzime ukljene u puteve biostinteze flavonoida kod katzhi biljnih vrsta.

Druga komponenta, PC2, je uglavhom opisana saig@riggma izuzev malvidin 3
O-glukozida, proantocijanidin trimerom, glukozom i uitozom, djeliméno sa
proantocijanidin dimerom 2, epikatehinom, kverce®m0-glukozidom, saharozom i
kempferol heksozidom (Tabela 3-9). Gidezima relativnho visoku negativnu vrijednost

saturacije.
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Slika 3-21 Korelacioni dijagram za pokozicu i ligtzercetin 30-glukuronidvs N (prvi

termin)

Vinska kiselina (mg/g)

Rsq =0.3371
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Slika 3-22 Korelacioni dijagram za g i list: vinska kiselinas N (prvi termin)
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Rezultati prostih korelacija izrda Fe i ispitivanih fenolnih jedinjenja (izuzev
proantocijanidin dimera 3), organskih kiselina i¢&a pokazuju statiski znaajnu
obrnuto proporcionalnu vezu. Iméjuw vidu da u biosintezi antocijanina Fe ima ulogu
kofaktora nekih enzima (Het al, 2010), @éekivana je pozitivha korelacija. Matim, treba
uzeti u obzir da ukupni sadrzaj gdaZ u listucesto ne oslikava stanje obezhgaosti
bilike i da je u tu svrhu bolje odtvati sadrzaj F& u svjeZzem biljnom materijalu. Ht al.
(2010) navode da katalizom antocijanidin sintazez poma& Fe&*, bezbojni
leukoantocijanidini mogu biti oksidovani do obojerintocijanina.

Dobijena negativna zavisnost moze biti i posljedea@usobne negativne korelacije
izmedu sadrzaja Fe i Zn u listu. Espaetaal. (2004) su dobili negativnu korelaciju izthe
sadrZaja Fe i ukupnih polifenola i antocijaninaiouv Sto se tie glukozida jasne su veze
antocijanina sa glukozom, koja je s druge strangozitivhoj korelaciji sa fruktozom.
Poznata je veza izrde Se&era i antocijanina, bilo da igraju ulogu induktogena
uklju¢enih u biosintezu antocijanina ili da su vazni sakaw supstrati za nastanak
antocijanina (Hest al, 2010).

U PC3 se grupiSu malvidin-®-glukozid i miricetin heksozid 2, kao i djeligmo
kvercetin 30-glukuronid i katehin sa pozitivnim vrijednostimawacije (Tabela 3-9). Od
hranljivin elemenata visoku pozitivhu vrijednostwacije ima Mg i djelimino Mn, dok
Fe, K i N imaju relativnho visoku negativnu satujaciOvi rezultati ukazuju na pozitivni

uticaj Mg u stvaranju pomenutog antocijanina (SBka3).
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Slika 3-23 Korelacioni dijagram za pokozicu i listralvidin 30-glukozid vs Mg (prvi

termin)

Rezultati istraZivanja koja pokazuju negativan ajtigrekomjernogiubrenja sa N i
K na obojenost graia (Delgadcet al, 2004) se ne mogu dovesti u vezu sa priceipgn
negativnim trendom izn@g malvidin 30-glukozida i N i K, jer su koncentracije
pomenutih nutrijenata bile na optimalnom nivou.

Uzimajwi u obzir rezultate prostih korelacija moze séi a epikatehin i cink
pokazuju direktno proporcionalnu vezu, dok je vezaP negativna ali ne i statéi
znaajna. Pomenuti parametri opisujtetvrtu komponentu, u kojoj relativno visoke
negativne vrijednosti saturacije imaju i N i Fe.

Peta i Sesta komponenta u ptaeju sa prethodnim komponentama u malom
stepenu doprinose objasnjavanju varijanse podataka.

Generalno, imajti u vidu bitan uticaj klimatskih uslova na primainsekundarni
metabolizam, ali i da klimatski uslovi mogu uticaia usvajanje hranljivih elemenata,

promjene u vrijednostima ispitivanih parametarazdage opravdano smatrati za posljedicu
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njihovog uzajamnog uticaja. Natito jer je tokom 2008. godine u ¥@mavedenom periodu
temperatura bila znatno viSa u odnosu na isti deBi@09. godine. Ipak, pomenute veze
izdvajaju i ukazuju na moduuticaj pojedinih elemenata na metabolizaréesa, kiselina i

flavonoida u datim agroekoloSkim uslovima.

U cilju daljeg prodavanja veza izn@ hranljivih elemenata u listu vinove loze na
pocetku zadnjeg mjeseca sazrijevanja i parametaratétaalgroda u zrelom stanju (sa
najviSim sadrzajem gera), ponovo je utkena PCA (Tabela 3-10).

PCA nakon varimaks rotacije izdvaja sedam komponene objasSnjavaju 92,21%
varijanse podataka. Varijabilnost primarnih met#hoje objasSnjena sa preko 94%, a
sekundarnih metabolita sa maksimalnih 99,2% kodmtaxijanidin dimera 2 i minimalnih
82,1% kod malvidin d-glukozida. Od hranljivih elemenata najbolje je d&bjena
varijabilnost Mn sa 97,9%, dok kod Ca navedenirasettomponenti objaSnjavaju svega
79,6% varijanse.

Prva komponenta je opisana sa sligte metabolitima: saharozom, jaimom
kiselinom, katehinom, vinskom kiselinom, miricetimeksozidom 2, proantocijanidin
dimerom 1, a djelindino i sa proantocijanidin dimerom 2 i epikatehinad@d hranljivih
elemenata, PC1 je u pozitivhoj korelaciji sa Mn, M&u, i B ima relativho visoku

vrijednost saturacije, a negativnoj sa K, Ca ik&® i u znatnoj mjeri sa N.
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Tabela 3-10 PCA nakon varimaks rotacije za lispogetku i grodte na kraju sazrijevanja

PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6 PC7 Komun.
Jedinstvena vrijednost 8,00 7,14 5,03 3,28 323 62,0 1,69 varijansa
Kumul. (%) 24,23 45,86 61,10 71,05 80,84 87,08 92,2
K -0,887 -0,064 -0,073 -0,172 0,058 -0,061 0,006 0,834
Mn 0,887 0,152 -0,183 -0,201 -0,081 0,093 -0,283 0,979
Mg 0,860 0,001 0,045 -0,028 0,001 0,103 0,385 0,901
Saharoza 0,773 0,195 -0,466 0,266 0,124 -0,008 0,016 0,940
Ca -0,680 -0,230 0,361 -0,016 -0,030 0,356 -0,152 0,796
Jabucna kiselina 0,679 0,261 -0,547 0,260 0,200 0,118 0,062 0,954
Katehin 0,670 0,342 -0,457 0,362 0,214 0,022 0,115 0,966
Vinska kiselina 0,669 0,137 -0,546 0,216 0,298 0,134 0,190 0,954
Fe -0,645 -0,181 0,135 -0,525 -0,037 -0,247 -0,232 0,859
Miricetin heksozid 2 0,645 0,576 0,070 0,085 0,357 0,000 -0,245 0,947
Proantocijanidin dimer 1 0,632 0,363 -0,134 0,239 0,506 -0,205 0,025 0,905
Cu 0,616 0,317 -0,559 0,188 0,013 -0,235 0,196 0,922
Petunidin 30-glukozid -0,009 0,946 0,155 0,093 -0,062 0,193 0,111 0,980
Delfinidin 3-O-glukozid -0,027 0,910 0,250 0,099 0,014 0,135 -0,073 0,925
Miricetin heksozid 1 0,280 0,898 -0,071 0,192 0,064 0,108 0,135 0,960
Peonidin 30-glukozid 0,339 0,863 -0,129 0,269 0,017 0,055 0,075 0,958
Cijanidin 30-glukozid 0,219 0,797 0,085 0,477 -0,018 0,144 0,095 0,947
Malvidin 3-O-glukozid 0,120 0,780 -0,002 -0,424 0,116 -0,028 0,064 0,821
Epikatehin 0,463 0,705 -0,115 0,283 0,300 0,206 0,153 0,959
Proantocijanidin dimer 2 0,586 0,628 -0,318 0,234 0,273 0,081 0,134 0,992
Kvercetin 30-glukozid -0,143 0,164 0,867 0,018 0,371 -0,121 0,075 0,958
Kvercetin 30-galaktozid -0,256 0,034 0,862 -0,030 0,352 -0,096 0,074 0,950
Kempferol heksozid 0,130 0,025 0,851 0,097 0,385 -0,175 0,088 0,939
Proantocijanidin trimer -0,344 0,269 0,766 -0,050 -0,263 -0,038 -0,107 0,862
Zn 0,038 0,421 -0,197 0,745 0,075 0,127 0,315 0,894
P -0,031 -0,081 -0,323 -0,687 -0,397 -0,057 0,370 0,882
N -0,514 -0,146 0,018 -0,685 0,206 -0,051 -0,148 0,821
B 0,461 0,392 -0,245 0,556 0,029 -0,281 -0,076 D,82
Kvercetin 30-glukuronid  -0,037 0,010 0,281 -0,026 0,930 -0,083 0,019 0,953
Rutin 0,162 0,089 0,158 0,047 0,914 0,027 0,207 0,941
Glukoza -0,031 0,292 -0,144 0,064 -0,0740,914 -0,015 0,951
Fruktoza 0,280 0,431 -0,327 0,108 -0,0170,762 0,101 0,973
Proantocijanidin dimer 3 0,178 0,270 0,074 0,123 256, 0,024 0,889 0,981

Znatajnom ulogom Mg kao primarne komponente hlorofkaji je samim tim

aktivno ukljwen u fotosintezu, kao i Mn i Cu neophodnih za giatblorofila, moze se na

indirektan ndin objasniti veza izmiu ovih nutrijenata i pomenutih sekundarnih metdholi
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(uglavnom flavan-3-ola). S druge strane, dobijeegativhe korelacije izndel K i kiselina
potvrduju rezultate mnogih istraZzivanja koja su pokazaégativan uticaj kalijuma na
kiselost uopsSte (kojoj u najéej mjeri doprinose vinska i jaldna kiselina). Ipak, kao Sto je
ve¢ napomenuto, u staju organskih kiselina ne smije se zaboraviti posejak uticaj
klimatskih uslova na njihov metabolizam, a rgtmjabwne kiseline (Jackson, 2000; Lét
al., 2006).

Drugu komponentu opisuju svi analizirani antocianimiricetin heksozid 1,
epikatehin i proantocijanidin dimer 2, a djelimo i miricetin heksozid 2, kao i fruktoza.
Medu hranljivim elementima u@va se relativho visoka vrijednost saturacije za lgak,
nije naiena statistki znatajna korelacija izm#u ovih fenolnih jedinjenja i Zn, iako
najviSu vrijednost Pirsonovog koeficijenta ima veza epikatehinom i cijanidin-Q-
glukozidom. Esparzat al. (2004) nalaze statigki znatajnu korelaciju Zn i Cu sa cijanidin
3-O-glukozidom u vinu, Sto objasSnjavaju njegovom hekadjs strukturom. Naime,
cijanidin 30-glukozid ima 2 hidroksilne grupe arto- polozaju koje omogiavaju lakse
formiranje kompleksa.

Treca komponenta korelira sa kvercetin-O2glukozidom, kvercetin 8-
galaktozidom, kempferol heksozidom i proantocijamittimerom, dok su relativho visoke
negativne vrijednosti saturacije ufene za jabtnu i vinsku kiselinu, katehin i saharozu,
kao i Cu. Smatra se da je uspostavljena obrnutpgpctonalna veza pomenutih flavonola i
proantocijanidin trimera sa bakrom posljedica njgdorelacije sa organskim kiselinama,
katehinom i saharozom. Prethodno su daluPC1 objaSnjene pomenute veze.

Vrijednosti saturacije wetvrtoj komponenti ukazuju na obrnuto proporcioealn
veze izmdu Zn sa makronutrijentima N i P, i u znatno visoksetepenu B sa Fe. Od
metabolita relativno visoku vrijednost imaju anjanini: cijanidin 30-glukozid pozitivhu
i malvidin 3-O-glukozid negativnu. Rezultati Pirsonove korelapigkazuju pozitivhu vezu
cijanidin 3O-glukozida sa B (statisti znatajnu) i Zn i Cu, a negativnu sa Fe (staisti
zna&ajnu), dok malvidin 30-glukozid nije u vezi sa bilo kojim hranljivim elem@m. O

vezi cijanidin 30-glukozida sa Zn i Cu v¥ge prethodno diskutovano.
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Kao Sto se vidi iz Tabele 3-10, preostale tri komgrie nemaju visoke vrijednosti
saturacije za bilo koji od ispitivanih hranljivileenenata, v su opisane sa sekundarnim i

primarnim metabolitima, i to:

— PC5 sa kvercetin -®-glukuronidom i rutinom i djelimino proantocijanidin
dimerom 1,
- PC6 sa glukozom i fruktozom i

— PC7 sa proantocijanidin dimerom 3.

Navedeni rezultati ugwju na dalje istrazivanje uticaja elemenatacapah za
sintezu hlorofila, odnosno veze izdwesadrzaja hlorofila u listu vinove loze i fenolnih
jedinjenja u grodu. Naraito treba obratiti paznju na préavanje uticaja Fe na sadrzaj

antocijanina odnosno fenolnih jedinjenja uopste.
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3.7. Dopunska ispitivanja

3.7.1.Promjene sadrzaja fenolnih jedinjenja u sjemenkama

Globalno, kada je u pitanju stono gdez zahtjevi potro&a su uglavnom okrenuti
ka besjemenim sortama. Wdim, ostaje diskutabilno da li su besjemene sgreada
jednako zdrave za organizam u odnosu na sort@sgeskama. Sjemenke gaa’su bogate
flavan-3-olima, kao najvaznijim antioksidansima mozgu, koji pokazuju i antimikrobna,
antikarcinogena, antiinflamatorna svojstva (Kalet al, 2002; Enget al, 2003;
Jayaprakashat al, 2003; Stankoviet al, 2008). Novije studije su pokazale da redovno
koris&tenje suplemenata na bazi katehina u dnevnogikolod 7,5 mg je povezana sa
tendencijom od 20% smanjenja rizika od smrti usigdeeménog oboljenja srca (Artst al,
2001). Pored flavan-3-ola monomera (Beli al, 2000), postoji evidencija da se i
proantocijanidini apsorbuju u krvotok (Haodt al, 2002). Grode koje sadrzi sjemenke
moze biti posebno upotrebljivo u pripremi soka,glboogunosti "obogéivanja” flavan-3-
olima iz sjemenki tokom postupka gégmja (Cantos, 2002). Drugu veoma &ijau
moguenost predstavlja upotreba u pripremi dijetetskilplemenata na bazi ekstrakta
sjemenki (Jayaprakaskeaal., 2001).

S obzirom na cilj ovog istrazivanja, a imé&jw vidu prethodno navedene benefite
uraiena je analiza sjemenki 'Kardinala'. Rezultati gmnjerne analize varijanse su
pokazali da ne postoji razlika izawe kontrole i varijante sa folijarnom prihranom u
pogledu sadrzaja fenolnih jedinjenja u sjemenkastaje bio dovoljan razlog da se podaci
objedine i obrade po terminima. Koncentracije amanih fenolnih jedinjenja su
predstavljene u Tabeli 3-11. U sjemenkama 'KardinahjviSe koncentracije imali su:
galna kiselina, metil-galat i monomerni flavan-3-dRazlike u koncentraciji fenolnih
jedinjenja u sjemenkama tokom zadnjeg mjesecajeaanja groda su evidentne. Sadrzaji
katehina, proantocijanidin dimera 2, proantocijamnigimera, epikatehina, proantocijanidin
dimer monogalata i epikatehin galata opadali sypmbg do drugog termina, a potom se

statisttki znatajno nisu mijenjali, dok su za metil-galat i prazeifanidin dimere 1 i 3 bili
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na istom nivou tokom posmatranog perioda. S drugme, koncentracija galne kiseline

zn&ajno je rasla od petka do kraja zadnjeg mjeseca sazrijevanja (SHR4)3

Tabela 3-11 Sadrzaj fenolnih jedinjenja u sjemerkamrmg/kg suve mase

Datum 16. jul 2008. 30. jul 2008. 13. avgust 2008.
Galna kiselina 1532590,8a 1842,% 180,2ab  2080,8 139,6b
Proantocijanidin dimer 1 203#813,5a 153,& 19,5a 138,& 32,3a
Proantocijanidin dimer 2 197#421,0b 126, 14,9a 151,& 7,8ab
Metil-galat 930,& 79,3a 792,% 77,5a 902,% 48,5a
Katehin 1426,% 144,6b 901,3 114,9a 780,& 70,7a
Proantocijanidin trimer 147:611,0b 102,% 17,5a 120,& 12,8ab
Proantocijanidin dimer 3 111438,1a 113,& 10,8a 136,32 8,4a
Epikatehin 801,3 59,8b 593,& 76,5a 632,% 33,7ab
Proantocijanidin dimer monogalat 50%30,4b 241,%3 37,2a 152,5 18,3a
Epikatehin galat 955,€128,3b 182,% 40,3a 165,& 15,7a

Razliita slova u svakom redu ozfevaju zndajne razlike izméu prosje€nih vrijednosti za

p < 0,05.

Istrazivanja sjemenki grda su pokazala da sadrzaj ekstraktabilnih monomera
flavan-3-ola (Mr: 290-442) i tanina male molekulskese (Mr: <900) opada tokom
sazrijevanja (Kennedgt al, 2000; Braidoet al, 2008; Obreque-Sliest al 2010). Odnos

izmedu katehina i epikatehina (koji zavisi od sorteyjsjemenkama 'Kardinala' opadao od

1,8 do 1,2 tokom zadnjeg mjeseca sazrijevanj@n&liome, Gdevacet al. (2010) su u

sjemenkama nekih sorti grdg utvrdili vrijednost odnosa katehin/epikatehin & 1 i 2.

Za 'Muskat Hamburg' kao najrasprostranjeniju steordu u Srbiji, pomenuti odnos iznosio

je 1,25. Sa stanovista relativnog udjela flavarfolmonomera, utdene su relativho velike

promjene naréito izmeiu prvog i drugog termina, ali ne i izdwe drugog i tréeg. Naime,

tokom zadnjeg mjeseca sazrijevanja geozidio (%) katehin: epikatehin: epikatehin galat
je bio sljedéi — 45: 25: 30; zatim 54: 35: 11 i 50: 40: 10. Kedwget al. (2000) smatraju da

su razlike u relativnom udjelu monomernih flavaoia- dosljedne i u jakoj vezi sa

varijetetom i vremenom sazrijevanja.
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Slika 3-24 HromatogramiAE280 nm) ekstrakata sjemenki iz prvog, drugog tege
termina
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U poreienju sa sjemenkama 'Kardinala' na kraju sazrijeyasjemenke 'Muskat
Hamburga' (Géevacet al, 2010) imale su znatno nizu koncentraciju galiseline, metil-
galata i epikatehin galata, ali viSu koncentrakgtehina i epikatehina. Fuleki & Ricardo da
Silva (1997) su izmjerili stine koncentracije za katehin u sjemenkama vinskith 'sterlo’

I 'Rizling', kao i za epikatehin u 'Kaberne Sovimjoi 'Rizlingu'.
3.7.2.Veze izmealu parametara sjemenke i lista

Umjesto analize principalne komponente zbog ratativnalog broja podataka o
sadrzaju fenolnih jedinjenja u sjemenci,dena je prosta korelaciona analiza sa sadrzajem
hranljivih elemenata u listu (Tabela 3-12). N&gtu zadnjeg mjeseca sazrijevanja geoz
dobijena je pozitivna korelacija izide sadrzaja kalijuma u listu vinove loze i svih femio
jedinjenja, mdu kojima je statistki znatajna sa galnom kiselinom (Slika 3-25), metil-
galatom, katehinom, proantocijanidin trimerom, progijanidin  dimerom 3 i
epikatehinom (Slika 3-26). Nije ustanovljena kocghk sa proantocijanidin dimerom 2.
Pored toga, pozitivha korelacija P sa katehinomk@SB-27) i epikatehin galatom je
statistéki znatajna, a ndene su i relativno visoke pozitivhe vrijednosti é&acionog
koeficijenta sa galnom kiselinom, proantocijanidiimerom i epikatehinom. Negativhe
korelacije narsito Ca, ali i B sa fenolnim jedinjenjima u sjemesaiposljedica nd&isobne
obrnuto proporcionalne veze izthe ovih elemenata i K. Id@ je poznat antagonizam
izmedu K i Ca.

Dobijene pozitivne veze sa fenolnim jedinjenjimaguse objasniti zriajem K i P
za brojne fizioloSke funkcije uklfiwju¢i fotosintezu, zatim u enzimskoj aktivaciji,
osmoregulaciji, protoku nutrijenata i distribugjiimarnih metabolita, te transferu energije.
Kalijum aktivira preko 50 enzima rda kojima i enzime koji &estvuju u pentozofosfatnom
ciklusu i Krebsovom ciklusu u kojima nastaju predarr sekundarnih metabolita, a doe
njima i fenolna jedinjenja.

Korelaciona analiza za sjemenku na kraju zadnjegsetga sazrijevanja gi&

(Tabela 3-13) je pokazala da sadrzaj nekih fengkmlinjenja raste sa porastom sadrzaja
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Zn u listu na peetku zadnjeg mjeseca sazrijevanja. Naime, korelgeigtatistiki znatajna
za katehin (Slika 3-28), proantocijanidin trimgrroantocijanidin dimer 3 (Slika 3-29), dok
relativno visoku pozitivnu vrijednost korelaciondgeficijenta imaju proantocijanidin
dimer 2, epikatehin i epikatehin galat. Cink je pleadan za stvaranje hlorofila i ugljenih
hidrata, hormona rasta i enzimskih sistema, i génerima vaznu ulogu u formiranju
sjemena (Milosavljew, 1998; Salisbury & Ross, 1992). Espagtaal. (2004) su utvrdili
dvostruko véu kolicinu Zn u sjemenci u odnosu na pokozicu geosorte Tempranillo'.
Negativna korelacija izni#® Fe i pomenutih jedinjenja je vjerovatno posljedmbrnuto

proporcionalne veze iznda Fe i Zn u listu vinove loze.
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Tabela 3-12 Korelaciona matrica za hranljive eletman listu i fenolna jedinjenja u sjemenci natgiu zadnjeg mjeseca

sazrijevanja
GA MG PAD 1 PAD 2 Katehin PAT PAD 3 Epikatehin|PADMG _ |EKG K Mg Ca Fe Mn Zn Cu
GA
0,942**
MG 0,000
0,382 0,487
PAD 1 0,350 0,220
-0,108 -0,009 0,788*
PAD 2 0,799 0,983 0,020
0,660 0,564 0,542 0,277
Katehin 0,075 0,145 0,165 0,506
0,749* 0,695 0,817* 0,448 0,839**
PAT 0,032 0,056 0,013 0,266 0,009
0,610 0,622 0,712* 0,463 0,679 0,827*
PAD 3 0,108 0,100 0,048 0,247 0,064 0,011
0,892** 0,811* 0,391 0,041 0,767* 0,776* 0,813*
Epikatehin 0,003 0,014 0,338 0,923 0,026 0,024 0,014
0,466 0,387 0,621 0,560 0,891** 0,800% 0,811* 0,725*
PADMG 0,245 0,344 0,100 0,149 0,003 0,017 0,015 0,042
0,509 0,370 0,513 0,291 0,961** 0,798* 0,558 0,612 0,849**
EKG 0,197 0,366 0,193 0,485 0,000 0,018 0,151 0,107 0,008
0,620 0,392 -0,391 -0,678 0,277, 0,157 -0,076 0,475 -0,002 0,248
N 0,101 0,337 0,338 0,064 0,506 0,710 0,859 0,234 0,997 0,553
0,204 0,128 0,267 0,173 0,453 0,437 0,375 0,429 0,526 0,500 0,091
S 0,628 0,762 0,522 0,682 0,260 0,280 0,36 0,289 0,181 0,207 0,831
0,913** 0,848** 0,503 0,124 0,771* 0,836** 0,711* 0,936** 0,686 0,647 0,482 0,539
K 0,002 0,008 0,204 0,769 0,025 0,01 0,048 0,001 0,060 0,083 0,227 0,169
0,681 0,460 0,053 -0,235 0,752* 0,545 0,193 0,598 0,472 0,759* 0,788* 0,234 0,646
P 0,063 0,252 0,901 0,575 0,032 0,162 0,647 0,117 0,238 0,029 0,020 0,577 0,083
-0,378 -0,227 -0,419 -0,049 -0,311 -0,600 -0,215 -0,226 -0,175 -0,450 -0,312 -0,360 -0,385 -0,427
Mg 0,356 0,589 0,301 0,908 0,454 0,116 0,610 0,590 0,679 0,263 0,452 0,381 0,347 0,291
-0,782* -0,794* -0,312 -0,044 -0,730* -0,600 -0,706*| -0,909** -0,677 -0,526 -0,335 -0,372| -0,843** -0,487 -0,121
Ca 0,022 0,019 0,451 0,918 0,040 0,116 0,050 0,002 0,065 0,181 0,417 0,364 0,009 0,221 0,776
0,455 0,208 -0,216 -0,374 0,128 0,229 0,053 0,436 0,076 0,156 0,775* 0,447 0,500 0,511 -0,522 -0,169
Fe 0,258 0,621 0,608 0,362 0,763 0,585 0,901 0,281 0,859 0,712 0,024 0,267 0,207 0,195 0,184 0,690
-0,366 -0,484 -0,288 -0,304 -0,451 -0,244 -0,221 -0,323 -0,379 -0,279 0,016 0,238 -0,341 -0,281 -0,457 0,581 0,389
Mn 0,373 0,224 0,489 0,464 0,262 0,560 0,599 0,435 0,354 0,503 0,969 0,570 0,409 0,501 0,254 0,131 0,341
-0,66 -0,575 0,148 0,486 -0,077, -0,195 0,019 -0,462 0,127 0,006 -0,778* -0,272 -0,599 -0,463 0,343 0,361 -0,782* -0,034
Zn 0,075 0,136 0,727 0,222 0,856 0,644 0,965 0,250 0,765 0,990 0,023 0,514 0,117 0,248 0,405 0,380 0,022 0,937
-0,388 -0,433 0,133 0,457 -0,152 -0,078 -0,405 -0,446 -0,049 0,010 -0,201 0,190 -0,179 -0,045 -0,231 0,483 0,113 0,063 0,038
Cu 0,343 0,284 0,754 0,255 0,718 0,855 0,319 0,268 0,908 0,982 0,634 0,652 0,672 0,915 0,582 0,226 0,790 0,883 0,929
-0,758* -0,736* -0,199 -0,017 -0,616 -0,461 -0,325 -0,674 -0,453 -0,441 -0,506 0,012 -0,710* -0,666 -0,115 0,773* -0,177 0,821* 0,459 0,141
B 0,029 0,037 0,637 0,968 0,104 0,250 0,432 0,067 0,259 0,274 0,201 0,977 0,048 0,071 0,787 0,024 0,675 0,012 0,253 0,739
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Tabela 3-13 Korelaciona matrica za hranljive eleimanlistu na pe&etku zadnjeg mjeseca sazrijevanja i fenolna jedjaje

sjemenci na kraju zadnjeg mjeseca sazrijevanja

GA MG PAD 1 PAD 2 Katehin __|PAT PAD 3 Epikatehin|PADMG _ |EKG Mg Ca Fe Mn Zn Cu
GA
0,808*
MG 0,015
-0,417 -0,139
PAD 1 0,304 0,743
-0,287 0,084 0,571
PAD 2 0,491 0,844 0,140
0,347 0,492 0,637 0,381
Katehin 0,399 0,215 0,090 0,352
-0,109 0,282 0,517 0,700 0,672
PAT 0,798 0,499 0,189 0,053 0,068
0,399 0,540 0,135 0,435 0,659 0,776
PAD 3 0,328 0,167 0,750 0,282 0,076 0,024
0,604 0,688 0,429 0,249| 0,891** 0,405 0,544
Epikatehin 0,113 0,059 0,288 0,552 0,003 0,320 0,163
0,447 0,414 0,137 0,068 0,709 0,518 0,541 0,522
PADMG 0,267 0,308 0,747 0,873 0,049 0,189 0,166 0,184
0,403 0,415 0,178 0,191 0,768* 0,692 0,748* 0,566] 0,945*
EKG 0,323 0,306 0,674 0,651 0,026 0,057 0,033 0,143 0,000
-0,545 -0,389 -0,053 -0,094 -0,602 -0,393 -0,839 -0,570 -0,444 -0,620
N 0,163 0,341 0,901 0,824 0,114 0,336 0,009 0,140 0,270 0,101
-0,146 -0,459 0,312 -0,007 -0,046 -0,499 -0,468 -0,004 -0,224 -0,358 0,091
S 0,730 0,253 0,452 0,987 0,913 0,209 0,242 0,993 0,594 0,385 0,831
-0,016 -0,202 0,124 -0,185 0,016 -0,363 -0,588 0,004 0,295 0,009 0,482 0,539
K 0,970 0,632 0,769 0,661 0,970 0,376 0,125 0,992 0,478 0,984 0,227 0,169
-0,261 -0,018 0,216 0,288 -0,153 -0,133 -0,557 -0,110 -0,109 -0,327 0,788* 0,234 0,646
P 0,532 0,967 0,607 0,488 0,717 0,753 0,151 0,796 0,797 0,430 0,020 0,577 0,083
-0,131 0,065 0,313 -0,137 0,334 0,418 0,365 0,062 0,231 0,307 -0,312 -0,360 -0,385 -0,427
Mg 0,758 0,878 0,451 0,747 0,419 0,303 0,374 0,884 0,581 0,459 0,452 0,381 0,347 0,291
0,075 0,108 -0,436 0,205 -0,325 0,096 0,406 -0,201 -0,430 -0,188 -0,335 -0,372 -0,843 -0,487 -0,121
Ca 0,859 0,799 0,280 0,626 0,432 0,82 0,319 0,632 0,287 0,656 0,417 0,364 0,009 0,221 0,776
-0,618| -0,770* -0,153 -0,098| -0,734* -0,542| -0,824*| -0,750* -0,486 -0,622 0,775* 0,447 0,500 0,511 -0,522 -0,169
Fe 0,103 0,025 0,718 0,817 0,038 0,165 0,012 0,032 0,222 0,099 0,024 0,267 0,207 0,195 0,184 0,690
-0,318 -0,505 -0,145 0,055 -0,447 -0,292 -0,194 -0,295 -0,680 -0,503 0,016 0,238 -0,341 -0,281 -0,457 0,581 0,389
Mn 0,443 0,202 0,732 0,897 0,267 0,483 0,645 0,478 0,064 0,204 0,969 0,570 0,409 0,501 0,254 0,131 0,341
0,215 0,435 0,445 0,605 0,742* 0,797*|  0,915* 0,647 0,344 0,582| -0,778* -0,272 -0,599 -0,463 0,343 0,361| -0,782* -0,034
Zn 0,609 0,282 0,270 0,112 0,035 0,018 0,001 0,083 0,404 0,130 0,023 0,514 0,117 0,248 0,405 0,380 0,022 0,937
0,148 0,020 -0,381 0,222 -0,322 -0,129 0,177 -0,320 -0,128 -0,141 -0,201 0,190 -0,179 -0,045 -0,231 0,483 0,113 0,063 0,038
Cu 0,726 0,963 0,352 0,597 0,436 0,761 0,675 0,440 0,762 0,738 0,634 0,652 0,672 0,915 0,582 0,226 0,790 0,883 0,929
-0,001 -0,131 -0,081 0,140 -0,068 0,033 0,337 0,055 -0,428 -0,152 -0,506 0,012 -0,710 -0,666 -0,115 0,773* -0,177 0,821* 0,459 0,141
B 0,998 0,757 0,849 0,740 0,873 0,939 0,415 0,897 0,290 0,719 0,201 0,977 0,048 0,071 0,787 0,024 0,675 0,012 0,253 0,739
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Slika 3-25 Korelacioni dijagram za sjemenku i hst p@etku zadnjeg mjeseca sazrijevanja

grozda: galna kiselinas K
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Slika 3-26 Korelacioni dijagram za sjemenku i fist p@etku zadnjeg mjeseca sazrijevanja

grozda: epikatehirvs K
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Slika 3-27 Korelacioni dijagram za sjemenku i hst p@etku zadnjeg mjeseca sazrijevanja

grozda: katehirvs P
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Slika 3-28 Korelacioni dijagram za sjemenku nakrsgzrijevanja grafa i list na pdetku

zadnjeg mjeseca sazrijevanja gtazkatehirvs. Zn
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Slika 3-29 Korelacioni dijagram za sjemenku nakrsgzrijevanja grafa i list na pdetku

zadnjeg mjeseca sazrijevanja gtazproantocijanidin dimer @s Zn

Uprkos ¢injenici da folijarno prihranjivanje vinove loze $asforom i kalijumom
nije dalo statistki znatajne razlike u sadrzaju ispitivanih fenolnih jeéinja u poréenju
sa kontrolnom varijantom, ipak dobijene korelacikazuju na mogti pozitivni uticaj ovih
elemenata kao i Zn u stvaranju fenolnih jedinjangiemenci graa. Svakako, treba uzeti
u obzir i speciftnosti agroekoloskih uslova (zemljiSte, klima itca)i, i vrijeme primjene i

dozedubriva.
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4. EKSPERIMENTALNI DIO

Eksperimentalni dio ovog istrazivanja je éea u laboratorijama:

Biotehnikog fakulteta u Podgorici (analiza zemljista, ligtaove loze i groda);
Odjeljenja za instrumentalnu analizu Hemijskog feta i Centra za hemiju
Instituta za hemiju, tehnologiju i metalurgiju u dgadu (odréivanje sadrzaja
azota i sumpora u listu i hromatografsko d@ilranje sadrzaja fenolnih jedinjenja u
sjemenkama graa) i

Katedre za véarstvo Biotehnikog fakulteta u Ljubljani (hromatografsko

odreiivanje sadrzaja gera, ogranskih kiselina i fenolnih jedinjenja u Zia).
4.1. Reagensi i pribor

Tokom ispitivanja Se&era, organskih kiselina i fenolnih jedinjenja koegi su

reagensi proizwieca:

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Njetka) za glukozu, fruktozu,
saharozu, vinsku i jaldau kiselinu, rutin (kvercetin -®-rutinozid), miricetin,
kempferol, delfinidin, cijanidin 3-glukozid, peonidin i malvidin ®-glukozid,
Fluka Chemie (Buchs, Svajcarska) za (-)-epikatekirgrcetin 30-galaktozid,
kvercetin 30-glukozid i procijanidin B2;

Roth (Karlsruhe, Njentka) za (+)-katehin.

Metanol korigen za ekstrakciju fenolnih jedinjenja, i 2,6-big¢¢timetiletil)-4-

metilfenol (BHT) koji je kao antioksidans dodat wk&cionom sredstvu, bili su od

proizvadaca Sigma-Aldrich. Za mobilnu fazu upotrijebljeni aaetonitril i mravlja kiselina

Fluka Chemie. Voda korgna za pripremu svih rastvora i kao mobilna faZa @

dvostruko destilovana i pt&scena kroz Milli-Q sistem (Millipore, Bedford, MA, 33).
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Za filtraciju ekstrakata za odtiwanje koncentracije gera i organskih kiselina
kori&ten je filter sastavljen od celuloze i mijeSanihaest a za fenolna jedinjenja filter od

poliamida, oba poroznosti 0,4n, proizvataca Macherey Nagel (Duren, Njetdka).
4.2. Dizajn ogleda

Istrazivanja su zapela izborom ogledniltokota u zasadu stone sorte 'Kardinal'
(Vitis viniferaL.) na lokalitetu Tuzi u kompaniji "13. jul Plaidl’. Zasad je podignut 1997.
godine sa rastojanjem izideredova od 2,6 m, a izrhe cokota 1,2 m. Izabrano je ukupno
40 ¢okota na podlozi SO4 (Selection Oppenheim Nr. 4)le@nicokoti nalazili su se u 74.
redu, na tabli T-7 istmo, zaSttenom s lijeve i desne strane tzv. izolacionim reuav
Ogled je obuhvatao 4 ponavljanja sa p&okota za varijantu sa folijarnim prihranjivanjem,
kao i za kontrolu (varijantu bez folijarnog prihjiaanja). Orezivanjedubrenje, zastitu,

navodnjavanje i druge agrotebké mjere sprovodilo je sténo osoblje "Plantaza".

Slika 4-1 Vinograd u Tuzima (bojom izdvojena pomesiozndava mjesto izvéenja

ogleda)
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Folijarna prihranaiubrivom Hascon M 10 (Green Has Italia S.p.A.)dersa je
prema uputstvu proizviaca u 3 navrata svakih 14—-15 dana, pémognih rasprskivaa, u
ranim jutarnjim satima u terminima prikazanim u &abd-1. Primijenjeno je po 2 litra
rastvoradubriva koncentracije 0,6% (v/v) nacdkota, Sto odgovara nivou od 8 I/ha. Prvo
tretiranje je obavljeno oko 15 dana prije Sarkaastdn M10« je tgo mineralnaiubrivo
formulacije — 15% FOs, 20% KO sa 0,1% B, 0,1% Mn i 0,01% Mo (% w/w, ekvivalentn
w/v na 20 °C).

Tabela 4-1 Datumi folijarne primjene folijarndgbriva, uzimanja uzoraka listova i gta

Godina Folijarna Uzimanje Uzimanje

prihrana uzoraka lista  uzoraka groda
2008. 10. jun 9. jun 16. jul

25. jun 16. jul 30. jul

9. jul 13. avgust
2009. 10. jun 9. jun 17. jul

25. jun 16. jul 31. jul

9. jul 14. avgust

4.3. Analiza lista vinove loze

4.3.1.Uzimanje uzoraka listova vinove loze

U cilju provjere snabdjevenosti vinove loze hramiji elementima, ali i efekta
folijarne prihrane na njihov sadrzaj, sprovedenazananje uzoraka lista, neposredno prije
prvog prskanja folijarnindubrivom i prije prvog uzimanja uzoraka gdaz(datumi su dati

u Tabeli 4-1), prema metodologiji koja se koristiolijarnoj dijagnostici. Naime, uzima se
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list naspram grozda sa sredine lasta@dmah po uzimanju liske su odvojene od peteljki,
zbog spréavanja transfera hranljivin elemenata. Za analzwdgabrana liska, zato Sto
ukazuje na krajnji status svih nutrijenata uljjuci i manje mobilne odnosno elemente
niske mobilnosti kakvi su Ca, Fe, Mn, Zn, Cu i Bkde peteljka osjetljiva na mobilne

nutrijente — N, P, K i Mg.
4.3.2.Priprema uzoraka liski za analizu

Uzorci liski vinove loze su pripremljeni za analina sljedéi natin: odmah po
dolasku u laboratoriju oprani gesmenskom vodom, zatim isprani dejonizovanom vodom
ostavljeni da se vazdusno prosusSe. Nakon toga iugarsuseni 2&asa na 65-70 °C i
usitnjeni u porcelanskom avanu s&knm. Sadrzaj vlage odten je suSenjem na 105 °C.

4.3.3.Suvo spaljivanje uzoraka liski i obrada sa rastvoron HCI

Kod pripreme uzorka za odii@anje koncentracije bora odvagano je 1,0000 g
uzorka suvog biljnog materijala u porcelanskicién(zapremine 20 ml) visokog oblika i
Zareno na 485 °C 10-X2asova (Munter & Grande, 1984). Pepeo je preliveh sd 20%
HCIl i ostavljen da odstoji na sobnoj temperaturiapsata. Potom je dodato 5 ml
dejonizovane vode i filtrirano kroz filter papirlgva traka". Kao kontrolna proba kareh

je odgovarajti rastvor HCI, koji je takde filtriran kao i uzorak.

4.3.4.0brada uzoraka liski sa koncentrovanim kiselinama
(HNO; + HCIO,)

U skladu sa metodom prepoéamom od strane Ryaet al. (2002) za odrdivanje
sadrZzaja makro- i mikroelemenata u biljnom matkrif®, K, Ca, Mg, Fe, Mn, Cu i Zn),
kolicina od 1,0000 g je prelivena sa 10 ml smjeSe EINBCIO, (2:1) i ostavljena preko

° Srednje lige na lastaru ispoljava intenzivniju fotosintezudnasu na vrsno i bazalnod&i najznéajnije je
za obrazovanje prinosa. Interesantan je nalazgtaad znatno viSe asimilata dolazi iz lista na stimj
strani grozda, nego iz onog sa iste strane (Milpsay¢, 1984a).
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noci da odstoji, kako bi se burna reakcija stiSalakdapaietnog razaranja temperatura je
pove&ana na 150 °C i nastavilo se sa zagrijavanjem barddorijskoj pl@i oko 1 ¢as.
Zatim je postepeno potana temperatura do 235 °C sve dok se mrke pareaakteline
nisu izgubile. Kada su se pojavile bijele gusteepaastavljeno je sa razaranjem joS 30
minuta. Suspenzija je oldana, razblazena sa dejonizovanom vodom i prenesena
normalni sud od 100 ml, naka@ega je filtrirana kroz filter papir "plava traka".

Postupak razaranja je izvedencasSi visokog oblika od 150 ml, koja je bila
poklopljena sahatnim staklom. Istovremeno je pdgma& kontrolna proba sa istim

reagensima, koja je olit@na po navedenom postupku.
4.3.5.0dredivanje sadrzaja makro- i mikroelemenata

Sadrzaj N i S je odden sagorijevanjem usitnjenog uzorka liski u stkigeonika na
CHNS elementalnom analajzeru Vario EL Il (Elemenijemaka)

P je odrden kolorimetrijski na instrumentu Spectroquant Nog@ (Merck,
Njemaka) kori€enjem  amonijum-vanadomolibdatnog reagensa, K i Ca
plamenofotometrijski na PFP7 (Jenway, Velika Biij@n a Mg, Fe, Mn, Cu i Zn
plamenom atomskom apsorpcionom spektrofotometrijom instrumentu AA-6800
(Shimadzu, Japan).

B je odrelen primjenom indukovano spregnute-plazmasiati emisione
spektrometrije na emisionoj liniji 181,837 nm naaggiu Thermo Scientific ICAP 6500
Duo ICP (Thermo Fisher Scientific, Cambridge, ValBritanija).

4.4. Analiza grozda

4.4.1.Uzimanje uzoraka groala

Prosj&an uzorak grafa (oko 2,5 kg) uzet je sa obje strane kontrotwkota, kao i
cokota tretiranih sa folijarnimdubrivom, tri puta tokom zadnjeg mjeseca sazrijeaan]
(Tabela 4-1). Grozdovi za proggn uzorak izabrani su na osnovu sadrZzaja suve ijgater

odreienog poméu ruwnog refraktometra u nekoliko bobica. Nakon doprgman
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laboratoriju, bobice su odvojene od peteljke pémmakazica i uzorak je odmah zamrznut
I ¢uvan na -20 °C do pripreme za analizu. Svaki uzggadnaliziran u 4 ponavljanja. Kao
opSti parametri, vazni za procjenu stanja zrelpstred suve materije (°Brix) u grdgnom

soku je odréen i sadrzaj ukupnih kiselina.

4.4.2.0dredivanje osnovnih parametara kvaliteta grofla (°Brix

I ukupne kiseline)

Iz kolicine od oko 500 g prosjaog uzorka je iscigen sok, rdnim gnj&enjem i
presovanjem bobica kroz dvoslojnu gazu. U dobijegpazanom soku oddeni su sadrzaj
rastvorljivih suvih materija ($eri, soli, kiseline) u °Brix pomtu ruénog refraktometra
RHB-32 ATC (Xiamen Ming Xin Instrument Company, ki ukupne kiseline titracijom

sa 0,1M NaOH uz prisustvo indikatora bromtimol lgv
4.4.3.Ekstrakcija Secera i organskih kiselina

Ekstrakcija Séera i organskih kiselina je odi@na prema metodi opisanoj u radu
Mikuli ¢-PetkovsSek (2007). Kalina od 10,000 g homogeniziranog uzorka bobica je
obratena sa 50 ml bidestilovane vode na sobnoj temperdtiakon tridesetominutne

ekstrakcije, dobijene suspenzije su centrifuginané. 0000 o/min u trajanju od 7 minuta na
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5 °C. Dekantovani rastvori su filtrirani kroz odgwajte filtere, preneseni u vijale i
ostavljeni na -20 °C do analize na HPLC-u.

4.4.4.Ekstrakcija fenolnih jedinjenja

Uzorak od 1,000 g pokozice je obiem sa 10 ml metanolnog rastvora BHT-a
koncentracije 1% (w/v) koji sadrzi i mravlju kisali u koncentraciji 3% (v/v). Ekstrakcija
je trajala 1¢as u ultrazvénom kupatilu koje je hiéeno dodatkom leda. Nakon ekstrakcije,
uzorak je centrifugiran pri 10000 o/min u trajamgd 7 minuta na 0 °C. Supernatanti su
filtrirani kroz odgovarajge filtere, preneseni u vijale i ostavljeni na -2D do analize na
HPLC-u.

4.4.5.0dredivanje koncentracije Séera i organskih kiselina

HPLC analiza vodenog ekstrakta né&eje je izvrSena na Thermo Finnigan Spectra
HPLC sistemu (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA83 detektorom indeksa loma
(RID). Kori&ena je Rezex RCM-monosaccharide kolona (300 x /8 Phenomenex,
Torrance, CA, USA) na temperaturi 65° C. Uzorci euirani u izokratskim uslovima
prema metodi Sturret al. (2003). Kao mobilna faza je koégna dvostruko destilovana
voda sa protokom 0,6 ml/min.

Organske kiseline su analizirane na Thermo Finniggectra HPLC sistemu
(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) sa UV deteldm na 210 nm, u skladu sa
metodom Sturnet al. (2003). Korisena je Rezex ROA-organic acid kolona (300 x 7,8
mm; Phenomenex, Torrance, CA, USA) na temperatfi@G Mobilna faza je bila 4 mM
H,SQy, a protok eluiranja 0,6 ml/min. Koncentracije¢&a i organskih kiselina su
odreiene poméu odgovarajtih spoljasnjih standarda.

4.4.6.0dredivanje koncentracije fenolnih jedinjenja

HPLC analiza metanolnog ekstrakata je izvrSena hermio Finnigan Surveyor

HPLC sistemu (San Jose, CA, SAD) opremljenim sa DKDris¢ena je kolona Gemini
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C18 (150 x 4,6 mm; 3 um; Phenomenex, Torrance, Ssa))redkolonom Phenomenex na
temperaturi 25 °C. Mobilna faza A bila je 1% mraujselina, a mobilna faza B acetonitril.
Protok eluiranja je bio 1 ml/min sa gradijentninogramom opisanom od strane Magks
al. (2007): 0-5 min 3-9% B, 5-15 min 9-16% B, 15-45 &6-50% B, 45-50 min 50% B
izokratski. Nakon toga, udano je ispiranje i rekondicioniranje kolone. Flax&oli su
analizirani na 280 nm, flavonoli na 350 nm i anmaini na 530 nm. Injektirano je 20 pl
ekstrakta. ldentifikacija fenolnih jedinjenja jegtignuta poréenjem retencionih vremena i
njihovih UV-Vis spektara od 200 do 600 nm, kao ddtkom spoljadnjeg standarda.
Maseni spektri su dobijeni na aparatu LCQ Deca XRXMThermo Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA) sa negativhom elgkiepgonizacijom (ESI). Analize su
uraiene korigenjem MS skeniranja za opseg masa od 115 do 2608 Podaci o
hromatografskom oddévanju fenolnih jedinjenja sumarno su prikazaniab&li 4-2.
Koncentracije fenolnih jedinjenja su iZtmate preko povrSina pikova uzorka i
odgovarajdih standarda. U nedostatku auténiih supstanci kvantifikacija pojedinih

flavonoida je urdena poméu jedinjenja skinih struktura.
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Tabela 4-2 Talasna duZing)( retenciono vrijeme &, [M-H] kvazimolekulski jon i M$

podaci analiziranih fenolnih jedinjenja u pokozici.

A(nm) R [M-H]" MS? (m/2) Naziv jedinjenja Izrazeno kao
(min) (Mm/2
280 11,8 577 425, 407, 289Proantocijanidin dimer 1 Procijanidin B2
12,7 577 425, 407, 289Proantocijanidin dimer 2 Procijanidin B2
13,8 289 245 Katehin Katehin
14,3 867 577, 289 Proantocijanidin trimer ProciimiB2
16 289 245 Epikatehin Epikatehin
18,5 577 425, 407, 289Proantocijanidin dimer 3 Procijanidin B2
350 20,3 479 316 Miricetin heksozid 1 Miricetin
215 479 316 Miricetin heksozid 2 Miricetin
23,12 609 301 Rutin Rutin
23,6 463 301 Kvercetin-@-galaktozid  Kvercetin ®-galaktozid
23,9 463 301 Kvercetin-@-glukozid Kvercetin 30-glukozid
24,3 477 301, 179, 151Kvercetin 30-glukuronid Kvercetin 30-galaktozid
25,8 447 285, 284 Kempferol heksozid Kempferol
530 11,8 465 303 Delfinidin -®-glukozid Delfinidin
13,3 449 287 Cijanidin-®-glukozid Cijanidin 30-glukozid
14,4 479 317 Petunidin®-glukozid Peonidin
15,1 463 301 PeonidinG-glukozid Peonidin
16,5 493 331 Malvidin ®-glukozid Malvidin 30-glukozid
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4.5. Dopunska ispitivanja

4.5.1.0dredivanje sadrzaja fenolnih jedinjenja u sjemenkama

4.5.1.1. Ekstrakcija fenolnih jedinjenja

Tokom pripreme uzorka za potrebe ativanja fenolnih jedinjenja u pokozici,
sjemenke gra¥a su ré¢no odvojene od pulpe i osuSene filter papirom. Baduhu osusSene
cijele sjemenke (oko 2,4 g) su potopliene u 30 rAPo5metanola i ostavljene u
ultrazvienom kupatilu tokom 1Zasova (Gdevacet al, 2010). Nakon toga, ekstrakt je

profiltriran kroz 0,45 pum celulozni filter i prer&s u vijale.

4.5.1.2. Hromatografsko odredivanje koncentracije fenolnih

jedinjenja

U studiji o polifenolnom sastavu sjemenki gtazsa podréja Srbije (Gdevacet
al., 2010) opisano je hromatografsko ativanje koncentracije fenolnih jedinjenja, koje je
i ovdje primijenjeno. Naime, HPLC analiza ekstrak@a izvrSena na Agilent 1200
instrumentu sa DAD model G1315B, binarnom pumpom312A, autosemplerom
G1313A i kolonom RR Zorbax Eclipse Plus C18 (150,& mm; 1,8 um). Mobilna faza A
je bila 0,2% mravlja kiselina u vodi, mobilna faza B acetonitril. Protok eluiranja je bi
0,95 ml/min sa gradijentnim programom: 0—20 min @%1B, 20-28 min 16-40% B, 28—
32 min 40-70% B, 32-36 min 70-99% B, 36—45 min ®%45-46 min 99-5% B. UV-
Vis detekcija je préena na 230, 280 i 360 nm.

LC/MS analiza ekstrakata je izvrSena na Agilent MSIDF instrumentu,
povezanim sa Agilent 1200 HPLC, ka®hjem iste kolone i gradijentnog programa kao i
za HPLC/DAD analizu. Maseni spektri su dobijeni Agilent ESI-MSD TOF uréaju.
Protok suség gasa (B je bio 12 I/min, pritisak rasprSiva 45 psig, temperatura sdég
gasa 350 °C. Za ESI, uslovi su bili sljgdenapon kapilare 4000 V, skimer 60 V, Oct RF V
250 V, opseg masa od 100 do 200
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Identifikacija jedinjenja je izvrSena na osnovudderisténog izgleda UV spektra i
molekulske formule izkanate iz preciznih masa kvazimolekulskih jona u Efslsenom
spektru. Retenciono vrijeme za pojedina jedinjgajporeieno sa retencionim vremenima
komercijalnih supstanci. Zbog nedostupnosti autaittisupstanci, proantocijanidin dimeri
I proantocijanidin trimer su uslovno identifikovathiez odréivanja konfiguracije pojedinih
monomernih jedinica (na osnovu UV/MS podataka bile mogite utvrditi stereohemiju).

Retenciona vremena bila su: 3,3 min za galnu kisel8,9 min za proantocijanidin
dimer (ozné&en sa 1); 9,8 min za proantocijanidin dimer (@&emasa 2); 10,2 min za metil-
galat; 10,6 min za katehin; 11,4 min za proantogigm trimer; 13,2 min za
proantocijanidin dimer (ozian sa 3); 14,9 min za epikatehin; 18,3 min za gozanidin
monogalat i 22,7 min za epikatehin galat.

Koncentracija metil-galata je izrazena kao ekvimtlgalne kiseline, a ostalih

fenolnih jedinjenja kao ekvivalent katehina.
4.6. Statisticka obrada podataka

Podaci su statistki obradeni kori€enjem kompjuterskog programa SPSS 10.0. Iz
obrade su iskljgeni podackija vrijednost je bila van intervala + tri standaeddevijacije.
U vezi sa tim za date replikate uzoraka (kojimangzlostajala i jedna vrijednost) nije
izracunata suma za pojedine klase jedinjenja. Daklegd#bsa sumama (ANOVA i DA) se
odnosila isklj¢ivo na uzorke sa kompletnim setom podataka. Istods®si i na analizu
principalne komponente.

Deskriptivnom statistkom analizom su oddene prosjéne vrijednosti parametara
I standardna greSka po datumima uzimanja uzorakieomtrolnu varijantu i varijantu sa
dubrenjem.

Prosj€&ne vrijednosti ispitivanih parametara u gtoXontrolne varijante i varijante
sadubrenjem su upodene primjenom jednosmjerne ANOVA i Dankanovog tgsig <

0,05 odvojeno po godinama.
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Da bi se odredila sustinska varijacija u podaciraaohje godine primijenjena je
analiza principalne komponente sa varimaks rotatij@) radu su date dvije odvojene

obrade za:

1. S&ere i organske kiseline kao primarne metabolite i

2. fenolna jedinjenja kao sekundarne metabolite.

U cilju generalne procjene razlika izéwepojedinih datuma i tretmana, tokom dvije
uzastopne godine, primijenjena je i metoda diskranine analize ("korak po korak"
stepwise). S tim u vezi, u obradu su uzete sunierdeorganskih kiselina, antocijanina,
flavonola i flavan-3-ola.

Veze izméu parametara odtenih u grodu i listu su prikazane preko vrijednosti
saturacije (PCA nakon varimaks rotacije) u okvirdgovarajiih komponenti i/ili
vrijednosti Pirsonovih korelacionih koeficijenatatepena zriajnosti ("2-tailed"). Pojedine

veze sa hajwmm vrijednosu korelacionog koeficijenta prikazane su giiaifi

4.7. Skraéenice

U radu su kori&ene sljedée skr&enice:

ANOVA, jednosmjerna analiza varijanse;

PCA, analiza principalne komponente;

DA, diskriminantna analiza;

F, odnos varijansi tj. odnos kvadratnih vrijednaséindardne devijacije;

p, nivo zn&ajnosti;

C, grode uzeto sa kontrolni¢okota;

H, grozie uzeto sé&okota tretiranih sa folijarnindubrivom Hascon;

C1-08 i H1-08, groZe uzeto 16. jula 2008. sa C iddkota, respektivno;
C2-08 i H2-08, groZe uzeto 30. jula 2008. sa C iddkota, respektivno;
C3-08 i H3-08, groZe uzeto 13. avgusta 2008. sa Cddkota, respektivno;
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C1-09i H1-09, groZe uzeto 17. jula 2009. sa C iddkota, respektivno;
C2-09 i H2-09, groZe uzeto 31. jula 2009. sa C iddkota, respektivno;
C3-09 i H3-09, groZe uzeto 14. avgusta 2008. sa Cdd#ota, respektivno.

U korelacionoj matrici za sjemenku:

GA - galna kiselina, MG — metil-galat, PAD 1 — pmtzcijanidin dimer odréen na
retencionom vremenu 8,9 min, PAD-2proantocijanidin dimer odden na retencionom
vremenu 9,8 min, PAD 3 proantocijanidin dimer odden na retencionom vremenu 13,2
min, PAT — proantocijanidin trimer, PADMG — proaaijanidin dimer monogalat i EKG —

epikatehin galat.
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5. ZAKLJU CAK

Grozie i proizvodi od groZa su predmet mnogih istrazivanja zbog sekundarnih
metabolita kao bioloski aktivnih supstanci. Fengkdinjenja kao sekundarni metaboliti su
na tr&em mestu po zastupljenosti u gtaz poslije ugljenih hidrata i Vmih kiselina. Méu
stonim sortamagije grozie je namijenjeno za konzumiranje u svjezem stappsebnu
paznju zasluzuju sorte veoma ranog perioda saarnjay jer su vrlo profitabilne i za njih
vlada veliko interesovanje, kako na damia tako i na inostranom trziStu. Za razliku od
vinskih sorti, stone sorte su veoma malo istrazyaa generalno postoji mali broj
istrazivanja koje se odnose nad@aje promjena fenolnih jedinjenja &abrenjem.

Istrazivanje je sprovedeno na sorti 'Kardinal' toksazrijevanja u tri termina.
Folijarno je primjenjivano PKdubrivo (sa veoma malim kd&inhama B, Mn i Mo) u tri
navrata svakih 14-15 dana. Prvo tretiranje obawljerl5 dana prije petka Sarka.

Na osnovu rezultata prikazanih u ovom radu, mozsedzakljdi sliedee:

Tokom sazrijevanja sadrzaj ukupnih rastvorljivitpstanci (°Brix), kao i glukoze i
fruktoze u grodu raste, a ukupnih kiselina, odnosno vinske i ¢alwkiseline, opada.

Odnos izméu fruktoze i glukoze krge se u rangu 1,04-1,21. Sadrzaj saharoze
opada kao posljedica hidrolize.

Sadrzaj organskih kiselina, koje i pored nizeg &ajdr u odnosu na &ere, imaju
zn&ajan uticaj na organolepke osobine, odnosno kvalitet giaz veoma je osjetljiv na
klimatske promjene. Klimatske promjene posebndéuutia jabdnu kiselinu, koja se gubi
prvenstveno radi procesa disanja, u kojem kao glawor energije zamjenjuje glukozu.
Ubrzani gubitak jabtne kiseline izazvan je relativho visokim temperatoa.

Grozie uzeto saokota folijarno prihranjivanih sa PlKdubrivom ima statistiki

zn&ajno Visi sadrzaj suve materije, kao i suméege (glukoza, fruktoza i saharoza), a nizi
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sadrzaj ukupnih kiselina i vinske kiseline u odnosugrode sa kontrolnincokota (bez
folijarne prihrane) u drugom terminu.

Tokom sazrijevanja, suma antocijanina se uglavnawejavala od prvog do
drugog termina, a potom je bila skoro konstantrez (&tatisttki znatajne razlike). Suma
flavonola takde je rasla tokom sazrijevanja, dok je uéaju sume flavan-3-ola trend bio
razlicit — rastii, opadajdi ili nisu utvrdene statistiki znatajne razlike.

Folijarno prihranjivanje ¢okota sa PK dubrivom ima pozitivan efekat na
akumulaciju antocijanina, ali ne i flavonola i feEaw-3-ola.

Gledaj&i po sezonama, koncentracija pojedinih antocijamitge da varira znatno
na paetku sazrijevanja, dok se na kraju sazrijevanjaiz®s/rijednost koja se statiski
zn&ajno ne razlikuje za delfinidin-®-glukozid, cijanidin 30-glukozid, petunidin 30-
glukozid i malvidin 30-glukozid, ali ne i peonidin -®-glukozid, kao najviSe zastupljen
antocijanin u pokozici grafa ispitivane sorte.

Imajuéi u vidu da se sa hemotaksonomskek¢aglediSta oldino uzima odnos
izmedu malvidin 30-glukozida i peonidin 3-glukozida za karakterizaciju sorte
(kultivara), rezultati ove studije pokazuju da ogmoalvidin 30-glukozida i petunidin 3
O-glukozida ima stine vrijednosti (5,5-5,9) na kraju sazrijevanja, bbzira na sezonu i
tretman sa folijarnindubrivom.

Prowavani metaboliti na pgetku sazrijevanja ukazuju da pri temperaturamadzna
25 °C fotosintetska aktivnost opada, odnosno daajeelativho nizim temperaturama, kao
na primjer 25 °C, favorizovana biosinteza antoaijan

Analiza principalne komponente i Pirsonova korelaei analiza d < 0,05)
izdvajaju Mg, Cu, Zn i Mn kao elemente koji moguzpiwno da utéu na stvaranje
ispitivanih metabolita (uglavnom flavonola i pojei flavan-3-ola). Dobijene su pozitivhe
korelacije izmédu B i saharoze, glukoze i fruktoze, ali icuge fenolnih jedinjenja. To se
objasnjava zn@mjnom ulogom bora u metabolizmu ugljenih hidratnitezi proteina, Sto
indirektno ukazuje na pozitivni uticaj na sinteeadlnih jedinjenja.

| pored optimalnog sadrzaja N u listu, ipak su dgwe negativne korelacije izkhe

N i ispitivanih metabolita (statiski znaajne za vénu flavonola, kao i vinsku i jaldmu
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kiselinu, a sa relativno visokim stepenom é&aaosti u sldaju proantocijanidin dimera i
saharoze kao transportnog oblikéeda iz lista u plod).

U sjemenkama najviSe koncentracije imali su: gakiselina, metil-galat i
monomerni flavan-3-oli.

Sadrzaj monomera flavan-3-ola i tanina male mokhellmase u sjemenkama
uglavnom opada, a galne kiseline raste tokom saafja groda. Odnos izméu katehina i
epikatehina takide opada (od 1,8 do 1,2).

Na paetku ispitivanog perioda sazrijevanja gtazdobijena je pozitivha korelacija
izmedu sadrzaja kalijuma u listu i galne kiseline, mgtlata, katehina, proantocijanidin
trimera, proantocijanidin dimera 3 i epikatehinasgmenci. Pored toga, utiena je
pozitivna korelacija P sa katehinom i epikatehinlatggan. Ipak, uticaj folijarnog
prihranjivanja vinove loze sa PKubrivom nije statistiki znaajno uticao na sadrzaj
fenolnih jedinjenja u sjemenkama.

Evidentirana je pozitivna korelacija izide sadrzaja Zn u listu vinove loze i
katehina, proantocijanidin trimera i proantocijanidimera 3 u sjemenkama zrelog gtaz

Generalno, imajti u vidu bitan uticaj klimatskih uslova na primainsekundarni
metabolizam, ali i da klimatski uslovi mogu uticata usvajanje hranljivinh elemenata,
promjene u vrijednostima ispitivanih parametara Zgeso je opravdano smatrati kao
posljedicu njihovog uzajamnog uticaja. Ipak, ponterueze izdvajaju i ukazuju na magu
uticaj pojedinih elemenata na metabolizaméega, kiselina i flavonoida u datim

agroekoloskim uslovima.
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