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Izvod

Hemijska karakterizacija grozda i sortnih vina iz razli¢itih vinogorja u Srbiji

Hemijska karakterizacija razli¢itih sorti vinove loze (Vitis vinifera L.) iz
razli¢itih vinogorja u Srbiji predstavlja osnovni cilj ove disertacije. Istrazivanjem je
obuhvaceno 29 sorti, u kojima je odreden polifenolni profil, antioksidativni potencijal,
kao i elementalni sastav.

Polifenolni profil internacionalnih i autohtonih sorti vinove loze utvrden je u
celim bobicama u razli¢itim fazama sazrevanja, ali i u pojedina¢nim delovima, u
pokozici, semenkama i mezokarpu. Pored ovih ispitivanja, istrazivanje je obuhvatilo
mlada sortna crvena i bela vina dobijena u postupku mikrovinifikacije, kao i hemijsku
karakterizaciju listova vinove loze.

U cilju poredenja polifenolnog profila ispitanih sorti vinove loze, odreden je
sastav pojedinac¢nih polifenolnih jedinjenja, sadrzaj ukupnih polifenola, sadrzaj ukupnih
antocijana, kao i antioksidativna aktivnost. Za odredivanje antioksidativne aktivnosti,
sadrzaja ukupnih polifenola 1 ukupnih antocijana, upotrebljene su spektrofotometrijske
metode, dok je za kvantifikaciju pojedinac¢nih polifenolnih jedinjenja primenjena te¢na
hromatografija sa masenom detekcijom (UHPLC-DAD MS/MS). Kvantifikacija je
izvrSena na osnovu dostupnih standarda i odreden je sadrzaj ukupno 35 razli€itih
polifenola, a prisustvo odredenih polifenolnih jedinjenja po prvi put je zabelezeno u
sortama vinove loze V. Vinifera. Tankoslojna hromatografija primenjena je za
odredivanje ,otiska prsta“ flavanola semenki, pokozice 1 mezokarpa razli¢itih
autohtonih sorti i odgovaraju¢ih sortnih vina. ldentifikacija antocijana prisutnih u
pokozici crnih sorti i crvenom vinu, postignuta je primenom ultra-efikasne te¢ne
hromatografije sa masenim detektorom visoke rezolucije (UHPLC-LTQ OrbiTrap XL).
U ispitivanim uzorcima grozda i vina identifikovano je ukupno 20 derivata malvidina,
delfinidina, petunidina, cijanidina i peonidina.

Elementalni sastav grozda, vina 1 lis§¢a odreden je primenom indukovano
spregnute plazme sa optickom emisionom spektrometrijom (ICP-OES). Kvantifikovano
je ukupno 22 elementa, ukljucujuéi i toksi¢ne elemente, kao potencijalne pokazatelje

zagadenja zivotne sredine.



Izvod

Pirsonovi korelacioni koeficijenti upotrebljeni su za konstrukciju korelacionih
matriksa 1 definisanje moguéih interakcija izmedu polifenola, elemenata i
antioksidativne aktivnosti.

Konacno, statistickom obradom dobijenih rezultata i primenom analize glavnih
komponenata definisani su najznacajniji parametri odgovorni za klasifikaciju uzoraka
grozda, lis¢a i vina prema geografskom poreklu i sortnim specifi¢nostima. Rezultati
dobijeni u okviru ove disertacije pokazali su mogucnost grupisanja sorti vinove loze iz

razli¢itih krajeva Srbije, ali i mogucnost razdvajanja na osnovu sortnih specifi¢nosti.

Klju¢ne rec¢i: grozde, mlada sortna vina, lis¢e, geografsko poreklo, sortna specifi¢nost,
polifenolni profil, antocijani, flavan-3-oli, elementalni profil, antioksidativna aktivnost,
LC/MS, PCA, ICP-OES, TLC.
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Abstract

Chemical characterization of grape and monovarietal wine from different

vineyard in Serbia

The aim of this study was to define chemical composition of diverse Vitis
vinifera L. grapevine species from different vineyards located in Serbia. Phenolics
content, radical scavenging activity and elemental composition of 29 grapevine varieties
was determined using different analytical techniques.

Phenolic profile of selected international and diverse autochthonous grapevine
varieties was assessed, with respect to whole grape berries at different ripening stages,
as well different parts of berries, skin, seed and pulp. Research also included young
monovarietal white and red wines obtained in the microvinification process. Grapevine
leaves were also investigated.

In order to compare the phenolic profile of investigated grape varieties, total
phenolic content (TPC), total anthocyanin content (TAC), radical-scavenging activity
(RSA), and the content of individual polyphenols were determined. TPC, RSA and TAC
results were obtained using standard spectrophotometric methods, while quantification
of the polyphenols was done using ultra-high performance liquid chromatography
coupled with a diode array detector and a triple-quadrupole mass spectrometer
(UHPLC-DAD MS/MS). A total of 35 phenolic compounds were detected using
available standards, and the presence of some of them for the first time was reported in
V. vinifera species. Thin layer chromatography (TLC) was used to establish flavanols
fingerprints of diverse autochthonous grape varieties and corresponding wines.
Characterization of anthocyanins in the berry skins and wines obtained from red grape
varieties was achieved by UHPLC coupled with Linear Trap Quadrupole and OrbiTrap
mass analyzer, and revealed a total of twenty derivatives of malvidin, delphinidin,
petunidin, cyanidin, and peonidin.

Composition of 22 elements in grapevine varieties and wines was established by
inductively coupled plasma optical emission spectrometry (ICP-OES), including toxic
elements as potential markers of environmental pollution.

Pearson’s correlation coefficient was used to produce correlation matrixes and to
establish possible interactions among determined chemical traits, ie. quantified

polyphenols and elements, and radical scavenging activity.



Abstract

Finally, multivariate statistical procedure, Principal Component Analysis (PCA),
was used to explore relations of grapevine origin and its chemical composition. Results
obtained in this thesis indicated clustering of grapevine varieties belonging to different

Serbian regions, but also discrimination based on varietal origin was achieved.

Keywords: grape, young monovarietal wines, leaves, geographical origin, varietal
origin, phenolic profile, anthocyanins, flavan-3-ols, minerals, antioxidant activity,
LC/MS, PCA, ICP-OES, TLC.

Scientific field: Chemistry
Field of Academic Expertise: Analytical Chemistry
UDC Number: 543
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Uvod

1. UvOD

U proteklih nekoliko decenija raste broj istrazivanja u oblasti hemije hrane, a
narocCito hrane biljnog porekla. Publikovana su brojna istrazivanja koja za cilj imaju
ispitivanje hemijskog sastava vinove loze. Identifikacijom i kvantifikacijom jedinjenja
prisutnih u razli¢itim delovima vinove loze i u vinu, moze se do¢i do visestruko korisnih
informacija o sortnim karakteristikama i geografskom poreklu, kao i za unapredenje
tehnologije gajenja vinove loze i proizvodnje vina.

U vinogradima sa podru¢ja Srbije dominiraju internacionalne sorte vinove loze
od kojih se proizvode kvalitetna, u svetu prepoznatljiva vina. Budu¢i da taksonomski
srodne biljne vrste sintetiSu slicna polifenolna jedinjenja, smatra se da je poznavanje
hemijskog sastava grozda razli¢itih sorti vinove loze od izuzetnog znacaja, kako bi se
formirala baza podataka koja bi omogucéila jednostavniju hemijsku identifikaciju vina.
Pored internacionalnih sorti, sve vise se pridaje paznje oCuvanju i uzgoju autohtonih
sorti koje su prilagodene prirodnim uslovima karakteristiécnim za Srbiju. Autohtone
sorte vinove loze predstavljaju vazno naslede, a njihovom preradom mogu se dobiti vina
jedinstvenog ukusa. Razvoj metoda za odredivanje razli¢itih parametara u grozdu i vinu
u velikoj meri olakSava dobijanje zeljenih ciljeva u selekciji klonova, kako
internacionalnih, tako i autohtonih sorti.

Za istrazivanja u ovoj oblasti, analiticke metode imaju posebno mesto. Uprkos
stalnom usavrSavanju analitickih postupaka koji se koriste za ispitivanja, zbog
slozenosti i raznovrsnosti hemijskih komponenti, kao i procesa njihove ekstrakcije,
identifikacije 1 kvantifikacije, istrazivanja u ovoj oblasti i dalje predstavljaju izazov.
Razli¢ite hromatografske i spektroskopske metode koje se koriste za odredivanje
sadrzaja polifenola, elemenata u tragovima, isparljivih komponenti i odnosa izotopa
pruzaju dragocene informacije. U prethodnoj deceniji uradena su brojna ispitivanja
vezana za polifenolni profil i elementalni sastav grozda i vina. Za odredivanje
polifenolnog profila grozda i vina najceSCe se primenjuje teCna hromatografija
spregnuta sa masenom spektrometrijom. Takode, zbog brzine i jednostavnosti,
tankoslojna hromatografija nalazi ¢estu primenu. Sadrzaj ukupnih polifenola, ukupnih
antocijana, kao i antioksidativni potencijal biljnog materijala uobicajeno se odreduje

primenom spektrofotometrijskih metoda. Elementalni sastav grozda i vina cesto se
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odreduje primenom metoda indukovano spregnute plazme. Pomenute tehnike
predstavljaju klasi¢an analiticki pristup proceni autenti¢nosti grozda i vina. Zbog
kompleksnosti dobijenih rezultata u procesu tumacenja neizostavne su hemometrijske
metode. Jedna od najviSe kori$¢enih je analiza glavnih komponenata.

U okviru izrade ove doktorske disertacije nekoliko zadataka je postavljeno, a sve
u cilju hemijske karakterizacije najzastupljenijih internacionalnih i autohtonih sorti
vinove loze sa razli¢itih lokaliteta u Srbiji. Optimizacijom analitickih postupaka
omogucena je karakterizacija ploda vinove loze i mladih sortnih vina dobijenih
postupkom mikrovinifikacije. Kvantifikacijom polifenola definisan je profil lis¢a,
grozda i vina, kao i polifenolni profil izdvojenih klonova u procesu selekcije klonova.
Takode, utvrdena je zastupljenost polifenolnih jedinjenja u pojedina¢nim delovima
bobice, u pokozici, semenkama i mezokarpu, kao i u celim bobicama u razli¢itim
fazama razvoja. Mineralni sastav lis¢a, grozda i vina odreden je u cilju pronalazenja
veze izmedu elemenatalnog sastava 1 geografske pripadnosti. Statistickim metodama
potvrdena je veza izmedu prisutnih komponenti i geografske pripadnosti i sortnih

specifi¢nosti, kako internacionalnih tako i autohtonih sorti.
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2. OPSTI DEO
2.1. Vinova loza

Vinova loza je visegodiSnja listopadna biljka koja pripada rodu Vitis L., familiji
Vitacea L. i jedna je od naj¢e$¢e uzgajanih biljanih kultura u svetu (Fortes i Pais, 2016).
Rod Vitis sadrzi vise od 70 vrsta koje uspevaju na razli¢itim geografskim podruc¢jima
(Owens, 2008). Uzgaja se pre svega zbog ukusnih i hranljivih plodova od kojih se prave
vina, sokovi i dzemovi, kao i suseno grozde, koji ¢ine vaznu robu na trzistu celog sveta.

Bobica, koja predstavlja plod vinove loze, sastoji se od pokoZice, mezokarpa i
semenke (Slika 1). Udeo pojedinih delova bobice u celokupnoj masi varira i zavisi pre
svega od sorte, ali i od spoljasnjih faktora. Najveci deo zrelog ploda (75 do 90%) ¢ini
mezokarp, zatim pokozica (9 do 20%), dok najmanji zauzimaju semenke (2 do 6%)
(Vujovic, 2013).

Pokozica ,
seceri: k25‘;f> e / Mezokarp
organske kiseline: 35% tederi: 50%

}Zﬂiﬂ'{.“’zao{?,gg’e“’a' »B0% organske kiseline: 35%

K*: 30-40% isparljiva jedinjenja: <20%
' fenoli: 10-20%

K*: 20-30%

Semenke
seceri: 25%

organske kiseline: 30%
fenoli: 60%
a — K*: 30-40%

Slika 1. Grada bobice (vrednosti oznacavaju procenat svake grupe jedinjenja u datom

delu bobice, u odnosu na celu bobicu).

Svaka bobica sadrzi 1-4 semenke, mada postoje i besemene sorte koje su, pre
svega, namenjene za suSenje ili konzumiranje u svezem stanju. Pored vode, semenke
sadrze znacajnu koli¢inu ugljenih hidrata (pre svega celuloze), eteri¢nih ulja (koja se
koriste u proizvodnji kozmeti¢kih preparata), polifenola (u najve¢oj meri tanine),

minerala, vitamina (tokoferol) i masnih kiselina. Pokozica je spoljnji omotac bobice koji
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u najvecoj meri sadrzi vodu, pektine, proteine i polifenole. Takode, pokozica je bogata
aromati¢nim jedinjenjima koja sortama daju izraZzen i karakteristican miris, koji se
naziva primarna sortna aroma. Ovo je obi¢no jedini deo bobice u kojem se nalaze
pigmenti (pre svega antocijani), mada mogu biti prisutni i u mezokarpu pojedinih crnih
sorti vinove loze. Kod belih sorti, mezokarp je zuto-zelene do zlatno-zute boje (Conde i
sar., 2007).

Prva faza razvoja bobice predstavlja brzo rastenje bobice i odvija se odmah
nakon zametanja. U tom periodu u bobicama se akumuliraju organske kiseline. Drugu
fazu odlikuje usporeno rastenje bobice i razvoj embriona ploda, a bobice ostaju ¢vrste i
pocinju da gube hlorofil. Poéetak treCe faze, zvane Sarak (véraison), odgovara pocetku
sazrevanja bobica. U toku ovog perioda razvoja ploda, dolazi do razli¢itih biohemijskih
i fizioloSkih promena, kao §to su omekSavanje, promena boje, promena veliine i
hemijskog sastava bobice (Fillion i sar., 1999). Pocetak sazrevanja grozda karakterise i
pocetak znacajnih promena u metabolizmu, §to ukljucuje akumulaciju Secera i sintezu
antocijana i aromati¢nih jedinjenja. Zbog neujednacenog sazrevanja bobica, u periodu
berbe postoje razlike u sastavu svake pojedinac¢ne bobice (Robinson i Davies, 2000).

Na hemijski sastav vinove loze u znatnoj meri utiu sorta, stepen sazrevanja,
klimatski uslovi, kao i lokacija na kojoj se biljka uzgaja (Taware i sar., 2010; Teixeira i
sar., 2013; Krol 1 sar., 2014). Svaku sortu vinove loze karakteriSu specifi¢an ukus, boja,
veli¢ina bobice, polifenolni profil, kao i koli¢inski odnos kiselina i Secera. Od sorte,
zavise 1 oblik i boja (nijansa zelene boje) lis¢a vinove loze (Goldammer, 2015).

Brojna istrazivanja ukazuju na potencijalna bioaktivna i lekovita svojstva koja se
pripisuju svim delovima biljke, ne samo plodu, ve¢ i izdancima i lisc¢u, koji se koriste
kao dijetetski suplementi (Dani i sar., 2010; Schoedl i sar., 2012; Handoussa i sar.,
2013). Pored toga, listovi vinove loze imaju prijatan ukus i miris, pa se koriste i kao
sveza hrana ili za kuvanje. lako se plodovi borovnice, brusnice, maline, kupine i drugog
sitnog voca koriste kao prirodna boja za prehrambene proizvode, samo je upotreba
grozda u te svrhe sertifikovana (Giusti i Jing, 2007).

Evropska vinova loza (Vitis vinifera L.) se najviSe uzgaja i ¢ini oko 95% od
ukupnih povrSina pod vinovom lozom u svetu (Jackson, 2008). U okviru ove vrste
postoje razliCite sorte koje se gaje u celom svetu zbog kvalitetnih plodova. Kako su V.

vinifera sorte osetljive na filokseru (Dactylosphaera vitifoliae), lisnu va$ koja nanosi
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Stetu korenu vinovoj lozi), za evropsko vingradarstvo znacajne su i americ¢ke vrste (V.
berlandieri, V. riparia, V. rupestris i V. labrsusca) ¢iji koren je otporan na ovu
StetoCinu, pa su nasle svoje mesto u proizvodnji loznih podloga na koje se kaleme sorte
V. vinifera (Arrigo i Arnold, 2007). U zavisnosti od svojih morfoloskih i proizvodnih
karakteristika, grozde ima razliCitu primenu, pa je izvrSena podela na stone i vinske
sorte, kao i sorte koje su pogodne za suSenje.

Zahvaljujuéi geografskom polozaju, klimatskim uslovima i veoma pogodnim i
raznolikim tipovima zemlji$ta, Srbija ima dugu tradiciju proizvodnje grozda i vina
(Radovanovi¢, 1986). Na podrucju Srbije nalaze se tri vinogradarska regiona: Centralna
Srbija, Vojvodina i region Kosovo i Metohija. U okviru ova tri regiona nalaze se 22
rejona sa 77 vinogorja. Prema podacima iz 2012. godine, na podruc¢ju Centralne Srbije i
Vojvodine vinova loza se uzgaja na 22150 hektara. Na ovom prostoru registrovane su
364 komercijalne vinarije, ali postoji 1 veliki broj malih porodi¢nih vinarija (Jaksi¢ i
sar., 2012).

Razlozi za proucavanje genetickih resursa vinskih sorti i njihovo odrzavanje su
eticki i istorijski. Teritorija Balkana ne predstavlja uniformni ekosistem, te kad su u
pitanju vinske sorte, velike razlike postoje izmedu severnih delova koji su izloZeni
svakom od ovih krajeva postoje autohtone sorte koje su formirane pod uticajem
specifi¢nih ekoloSkih faktora, ali 1 pod kontrolom ljudi koji Zive na tim podruc¢jima.

Uzgoj vinove loze u tradiciji je srpskog naroda kao simbol Zivota i produZetka
potomstva (,,loze*). U vinogradima na podrucju Srbije dominiraju internacionalne sorte
vinove loze ¢ijom preradom se dobijaju kvalitetna, u svetu poznata i prepoznatljiva
vina. Pored njih, sve znacajnije mesto u srpskim vinogradima zauzimaju i autohtone
srpske sorte. Autohtone sorte podrazumevaju one sorte koje se od davnina uzgajaju na
odredenom podrucju i1 koje su prilagodene prirodnim uslovima karakteristicnim za tu
regiju. Zbog jedinstvenih karakteristika i1 autenti¢nosti koju pruZaju dobijenim vinima,
autohtone sorte se sve viSe cene kao tipi¢ni predstavnici regiona na kojima se uzgajaju
(Besli¢ 1 sar., 2012). Blisko su povezane sa teritorijjom na kojoj se uzgajaju, tako da
imaju jake istorijske i simboli¢ke veze sa mestom porekla. Stoga, smatra se da bi svaka
zemlja trebalo da radi na oCuvanju genetickih resursa vinove loze. Znacaj uzgajanja

autohtonih sorti vinove loze prepoznat je i od strane radne grupe Evropskog
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kooperativnog programa za mreze biljnih geneti¢kih resursa (European Cooperative
Programme for Plant Genetic Resources, ECPGR), koji ulaZze napore u ocuvanje
diverziteta medu vinskim sortama (Maul i sar., 2008).

Autohtone sorte su predmet proucavanja velikog broja radova, a uglavnom su to
grozda 1 vina iz zemalja sa dugom tradicijom uzgajanja vinskih sorti, pre svih Italija i
Spanija. U radu koji su nedavno publikovali Restuccia i saradnici (2017), predmet
ispitivanja bile su crne autohtone sorte vinove loze, 'Arvino', ‘Gaglioppo’, 'Greco Nero',
'‘Magliocco Canino', 'Magliocco Dolce' i 'Nocera' iz Kalabrije, koju karakterise 176
razli¢itih sorti, od kojih je ¢ak 76 jedinstveno za ovu regiju. Slicna istrazivanja
objavljena su za Spanska vina ‘Tempranillo' i ‘Graciano’ (Garcia-Marino i sar., 2011) kao
i za vina iz Gr¢ke (Makris i sar., 2006). Takode, Intrigliolo i sararadnici (2014) ispitivali
su 'Mandd', gotovo is¢ezlu sortu iz jugoistoéne Spanije koja se koristi u svega nekoliko
vinarija za izradu vrhunskih vina. Na osnovu svega navedenog, moze se zakljuciti da
ispitivanja hemijskog sastava autohtonih sorti imaju poseban znacaj, narocito u cilju
njihovog ofuvanja i pruzanja korisnih informacija za unapredenje tehnologije gajenja
ovih sorti, kao i za iznalazenje odgovarajuceg tehnoloSkog postupka prerade grozda u
vino (Intrigliolo i sar., 2014; Restuccia i sar., 2017). Takode, od velikog znacaja su
ispitivanja mladih sortnih vina dobijenih, kako od autohtonih, tako i od internacionalnih
sorti vinove loze (Kallithraka i sar., 2006; Sagratini i sar., 2012; Gonzalez-Neves i sar.,
2013; Ma T.-T. i sar., 2014; Alvarez-Casas i sar., 2016).

2.2. Polifenoli u grozdu, li$¢u i vinu

Vinova loza se smatra jednim od najbogatijih prirodnih izvora polifenolnih
jedinjenja (Xia i sar., 2014). Polifenoli su sekundarni metaboliti koje biljke sintetisu u
svim svojim delovima tokom normalnog rasta i razvoja, ali i kao odgovor na stresne
spoljasnje uticaje (infekcije, oStecenja, UV zracenja, itd.). Ovo je velika i strukturno
raznolika grupa biologki aktivnih jedinjenja koja imaju brojne funkcije u biljkama. Stite
biljke od UV zracenja, razli¢itih patogena i fizioloskih osteCenja (Tomas-Barberan i
Espin, 2001; Treutter, 2006). Osim toga, imaju uticaj na rastenje, razvoj i reprodukciju.
Zasluzni su 1 za senzorna svojstva voca, povréa i cveca (miris, ukus i boju), Sto ima

poseban znaCaj za razmnozavanje biljaka (De Lourdes Reis Giada, 2013). Zbog
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pozitivnog uticaja na zdravlje ljudi (antioksidativno, antimikrobno, antitumorsko,
antiinflamatorno i antivirusno dejstvo), polifenolna jedinjenja privlace sve vecu paznju
naucnika Sirom sveta (Ignat i sar., 2011; Watson i sar., 2014), a posebnu paznju privlace
polifenoli prisutni u grozdu i vinu (Burns i sar., 2000; Nassiri-Asl i Hosseinzadeh, 2009;
Arranz i sar., 2012; Rathi i Rajput, 2014).

Zbog velike raznovrsnosti (od prostih molekula do kompleksnih polimera) i
brojnosti polifenolnih jedinjenja (poznato vise od 8000 razlicitih jedinjenja), postoji vise
naCina njihove podele. Klasifikacija se moze izvrSiti prema hemijskoj strukturi,
rastvorljivosti, bioloskoj funkciiji, poreklu i1 lokaciji u biljkama (Tsao, 2010; De
Lourdes Reis Giada, 2013). Osnovnu strukturu ¢ine jedan ili vise aromati¢nih prstenova
supstituisanih hidroksilnim grupama ili nekim drugim supstituentima. Na osnovu broja i
nac¢ina na koji su povezani aromati¢ni prstenovi, polifenoli se mogu podeliti na
neflavonoide i flavonoide (Burns, 2000, Teixeira i sar., 2013). Neflavonoidi imaju
jednostavan Cg skelet i u ovu grupu spadaju hidroksibenzoeve Kkiseline,
hidroksicinaminske kiseline i stilbeni. Flavonoidi su izgradeni od Cg-C3-Cs skeleta
(Slika 2) i obuhvataju flavone, flavonole, flavanone, flavan-3-ole, antocijane i tanine
(Castellarin i sar., 2012). Najjednostavnija polifenolna jedinjenja su fenolne kiseline,
dok su tanini najslozeniji. Upravo zbog razlike u sloZenosti strukture ovih jedinjenja, u
literaturi su podjednako zastupljeni nazivi fenol i polifenol. U ovom radu, radi
jednostavnosti, za sva jedinjenja koja pripadaju ovoj klasi koristi¢emo termin polifenol.

Grozde i vino odlikuju se visokim sadrzajem polifenola i ponasaju se kao
prirodni antioksidansi, stoga je njihovo ispitivanje od velikog interesa (Lingua i sar.,
2016; Gioxari i sar., 2016). Veliki broj polifenolnih jedinjenja nalazi se u pokozici,
mezokarpu, semenkama, liS¢u i lastarima (Xia i sar., 2014). Prisustvo fenolonih
kiselina, flavan-3-ola, flavonola, stilbena, tanina i antocijana u grozdu, ali i drugim
namirnicama biljnog porekla koje se koriste u ljudskoj ishrani, analizirano je prethodnih
godina (Stalikas, 2007; Garrido i Borges, 2013; Cacciola i sar., 2017).

Polifenolni sastav grozda u najvecoj meri zavisi od sorte, mada znacajan uticaj
imaju 1 spoljasnji faktori: klimatski uslovi, primenjene agrotehnicke mere u toku
uzgajanja vinove loze, sastav zemljiSta, stepen zrelosti grozda i dr. (Rodriguez-
Montealegre i sar., 2006; Flamini, 2008; Rusjan i sar., 2012; De Pascali i sar., 2014;
Besli¢ 1 sar., 2015; Cheng 1 sar., 2015). Zapravo, agroekoloski faktori koji uti¢u na
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sadrzaj polifenolnih jedinjenja u grozdu mogu se podeliti na Cetiri osnovne grupe: i)

sorta, ii) godina berbe (meteoroloski uslovi se razlikuju iz godine u godinu), iii) lokacija

vinograda (uticaj geografsog porekla na svojstva grozda, hemija zemljista, kao i

dubrenje) i iv) stepen zrelosti (Revilla i sar., 1997; Hernandez-Jiménez i sar., 2009).

Hidroksibenzoeve
kiseline

Hidroksicinaminske
kiseline

Stilbeni

Flavonoli

Flavan-3-oli

Antocijani

R 1 R2
OH
0
R
! x OH
HO
RZ
OH
O AN O OH
HO
Ry
OH
HO o O
RZ

Slika 2. Strukture vaznijih monomernih polifenola u grozdu i vinu.

R, R,
p-hidroksibenzoeva kiselina H H
protokatehuinska kiselina OH H
vanilinska kiselina OCHj,4 H
galna kiselina OH OH
siringinska kiselina OCH; OCH;
R4 R,
p-kumarinska kiselina H H
kofeinska kiselina H OH
ferulinska kiselina OH OCH,
sinapinska kiselina OCH; OCH,
trans-resveratrol
Ry Rz
kempferol H H
kvercetin OH H
miricetin OH OH
izoramnetin OCH, H
R4 R, R3
(+)-katehin H OH H
(-)-epikatehin H H OH
(+)-galokatehin OH OH H
(-)-epigalokatehin OH H OH
(-)-epikatehin-3-O-galat H OH galat
R4 Rz
cijanidin-3-0O-glukozid OH H
delfinidin-3-O-glukozid OH OH
peonidin-3-0-glukozid OCH;, H
petunidin-3-O-glukozid OCH3; OH
malvidin-3-O-glukozid OCH; OCH,
8
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Koli¢ina polifenola u pojedinacnim delovima bobice znatno varira. Najvise
polifenolnih jedinjenja akumulira se u semenkama (60-70%), zatim u pokozici (28-
35%), dok se u mezokarpu nalazi svega nekoliko procenata od ukupne koli¢ine (do
10%) (Godevac i sar., 2010). Semenke predstavljaju bogat izvor flavonoida, a
najzastupljeniji su derivati flavan-3-ola. Pokozica je bogata antocijanima, taninima,
stilbenima, a u manjim koli¢inama mogu se na¢i flavan-3-oli i flavonoli (Braidot i sar.
2008). Mezokarp uglavnom sadrzi fenolne kiseline, monomerne flavanole i flavonole
(Watson i sar., 2014).

Za procenu enoloskog potencijala grozda veliki znacaj ima identifikacija
prisutnih polifenolih jedinjenja (Pajovi¢ i sar., 2014). Preduslovi za proizvodnju
kvalitetnih vina su uravnotezen nivo polifenola i odgovarajuci sadrzaj Secera i kiselina u
grozdu. Tokom ekstrakcije i fermentacije polifenolne komponente prelaze iz razli¢itih
delova bobice u $iru, a zatim u vino. Iz mezokarpa u vino dospevaju fenolne kiseline,
njihovi estri i aldehidi. Znatne koli¢ine fenolnih kiselina i njihovih estara ekstrahuju se i
iz pokozice, zajedno sa antocijanima, proantocijanidinima i flavonolima, dok iz semenki
poticu tanini, galna kiselina i flavan-3-oli (Flamini, 2003). U toku procesa proizvodnje i
starenja vina dolazi i do formiranja novih polifenola, usled reakcija oksidacije,
kondenzacije i polimerizacije u koje mogu da stupe ova jedinjenja. Ukoliko se vino
¢uva u drvenim bac¢vama moze do¢i i do ekstrakcije polifenolnih jedinjenja iz drveta.
Sve pomenute reakcije mogu da dovedu do promene boje, mirisa i ukusa vina (Paixao i
sar., 2008).

Odnos izmedu polifenolnog profila zrelog grozda i samog vina izu¢avan je u
okviru radova koje su publikovali Castillo-Mufioz i saradnici (2007) i Mattivi i saradnici
(2002). Pokazalo se da su u crnim sortama i crvenim vinima najvise zastupljeni katehini
(flavan-3-oli), proantocijanidini i antocijani, kao i produkti dobijeni njihovim
oksidacijama (Mattivi i sar., 2002). Antocijani i proantocijanidini u velikoj meri
doprinose kvalitetu crvenog vina, uti¢u¢i na boju, gor€inu, oporost i druge vazne
karakteristike (Mattivi 1 sar., 2002; Liang 1 sar., 2014). U toku proizvodnje vina, vise od
70% polifenolnih jedinjenja prisutnih u grozdu ostaje u komini, koja takode postaje
dragocen izvor fitohemikalija (Ratnasooriya i Rupasinghe, 2012). Iz ovog taloga
moguce je izdvojiti semenke koje dalje mogu da se koriste za proizvodnju ulja ili

suplemenata (Chamorro i sar., 2012).
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Crvena vina su zbog visokog sadrzaja polifenola povezana sa takozvanim
,francuskim paradoksom” (Han i sar., 2007). Istrazivanja koja su uradena 1992. godine
(Renaud i de Lorgeril, 1992), pokazala su da je smrtnost uzrokovana sréanim
oboljenjima u Francuskoj znatno niZza nego $to bi se moglo ocekivati obzirom na
ishranu bogatu zasi¢enim masnim kiselinama. Smatra se da su flavonoidi koji su
prisutni u crvenom vinu, fitohemikalije koje su najviSe zasluZzne za ovaj fenomen
(Formica i Regelson, 1995).

Polifenoli imaju brojne namene. Taninska kiselina i katehin, polifenoli koji su
prisutni u semenkama, koriste se kao prirodni organski koagulansi (Jeon i sar., 2009).
Resveratrol, jedinjenje izolovano iz pokozice crnih sorti koristi se u medicini, kao
dijetetski suplement, ali i u kozmeti¢koj industriji (Stuart i Robb, 2013). Osim toga,
polifenolna jedinjenja pokazala su se i kao dobri konzervansi hrane (Martillanes i sar.,
2017). Poseban znacaj imaju u taksonomskim istrazivanjima. Poznato je da su neke
klase flavonoida, kao §to su antocijani, pod strogom genetickom kontrolom, pa njihova
raspodela znacajno varira izmedu razli¢itih sorti vinove loze, a koli¢ine mogu da
variraju izmedu razli¢itih godina pod uticajem spoljasnjih i agronomskih faktora
(Flamini i sar., 2013).

Neflavonoide koji su zastupljeni u vinovoj lozi, grozdu i vinu, moguce je
podeliti u dve grupe: fenolne kiseline (Cs-C; i Cs-C3 skelet) i stilbeni (Cs-C,-Cs skelet)
(Vauzour, 2012).

Fenolne kiseline se sastoje od fenolnog prstena za koji je vezan bo¢ni niz. U
zavisnosti od strukture bo¢nog niza mogu se podeliti u dve grupe, hidroksicinaminske
(bocni niz sadrzi tri ugljenikova atom Cg-Cg) i hidroksibenzoeve (bo¢ni niz sadrzi jedan
ugljenikov atom Cg-C,) kiseline, odnosno na derivate cimetne i benzoeve kiseline.

Hidroksicinaminske kiseline su, posle antocijana i proantocijanidina, treca po
zastupljenosti grupa rastvornih polifenolnih jedinjenja u grozdu (Cheynier i sar., 2010;
de Lourdes Reis Giada, 2013). Ova jedinjenja u najvecoj meri se akumuliraju u pokozici
i mezokarpu crnih i belih sorti (Singleton i sar., 1986; Teixeira i sar., 2013). Sinteza
hidroksicinamata uglavnom se odvija do fenoloSke faze Sarak, dok se tokom sazrevanja
njihova koli¢ina u bobicama smanjuje, usled povecanja veli¢ine bobica i sadrzaja vode
u njima (Teixeira i sar., 2013). U grozdu su pronadene najvece koli¢ine trans izomera p-

kumarinske, kofeinske i ferulinske Kiseline, kao i njihovi estri sa glukozom i vinskom

10

Milica Sredojevié Hemijski fakultet



Opsti deo

kiselinom. Estri kofeinske i ferulinske kiselina sa vinskom kiselinom uglavnom se mogu
prona¢i u mezokarpu, odakle se lako ekstrahuju u vino. Tartarati Cis i trans p-
kumarinske kiseline najcesce su lokalizovani u pokozici, pa je njihova ekstrakcija
otezana. Smatra se da ova jedinjenja posebno doprinose oporom ukusu grozda i vina
(Garrido i Borges, 2013). U literaturi se tartarati p-kumarinske i kofeinske kiseline
navode kao potencijalni taksonomski markeri grozda i vina, obzirom da je na osnovu
njihovog sadrzaja moguce razlikovati sorte roda Vitis (Somers i sar., 1987). U vinima,
hidroksicinaminske kiseline obi¢no se nalaze u obliku estara koje grade sa vinskom
kiselinom, dok su hidroksibenzoeve kiseline naj¢esce prisutne u slobodnoj formi (Ali i
sar.,, 2010). Hidroksicinaminske kiseline, kao i njihovi derivati, predstavljaju
dominantna polifenolna jedinjenja pronadena u belim vinima, dok su u crvenim vinima
glavna klasa neflavonoidnih jedinjenja (Vanzo i sar., 2007). U velikoj meri doprinose
boji vina belih vina (Kennedy 1 sar., 2006), a takode imaju vaznu ulogu kao prekursori u
sintezi isparljivih polifenolnih jedinjenja (Kallithraka i sar., 2009).

U poredenju sa hidroksicinaminskim kiselinama, koli¢ine hidroksibenzoevih
kiselina i1 njihovih derivata u grozdu i vinima obi¢no su nize. Od hidroksibenzoevih
kiselina u grozdu je najvise zastupljena galna kiselina, zatim gentisinska, salicilna i p-
hidroksibenzoeva kiselina, i to uglavnom u slobodnom obliku (Pozo-Bayén i sar., 2003;
Ali i sar., 2010). Gentisinska i salicilna kiselina imaju ulogu signalnih molekula u
biljkama i obi¢no su prisutne u niskim koli¢inama (Castellarin i sar., 2012). Galna
kiselina Cesto gradi estre sa hininskom kiselinom ili katehinima, a takode se moZe javiti
i u obliku polimernih rastvornih tanina (Herrmann, 1989). Koli¢ine hidroksibenzoevih
kiselina u vinima uglavnom zavise od sorte vinove loze od kojeg je vino spravljeno, a
manje od spoljasnjih faktora (Gambelli 1 Santaroni, 2004).

Stilbeni takode pripadaju grupi neflavonoidnih jedinjenja ¢iju strukturu ¢ine dva
aromati¢na prstena povezana etenskim mostom. Ova jedinjenja u prirodi su prisutna u
nekolicini jestivih biljaka (Teixeira i sar., 2013). Stilbeni predstavljaju glavne
fitoaleksine u grozdu sa snaznim antimikoti¢kim i antimikrobnim dejstvom (Zhu 1 sar.,
2012; Flamini i sar., 2013). Akumuliraju se pretezno u pokozici, a u vecoj koli¢ini mogu
se naci 1 u vinovoj lozi i lis¢u (Garrido 1 Borges, 2013). Sadrzaj stilbena u grozdu u
velikoj meri zavisi od sorte (Gatto i sar., 2008). Stilbeni koji se mogu naci u grozdu su

resveratrol, piceid (glukozid resveratrola), piceatanol i viniferin (oligomer) (Flamini i
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sar., 2013). Resveratrol je u grozdu pronaden samo u trans obliku, dok se u vinu javlja i
cis izomer. Osim u pokozici, resveratrol je, u manjoj koli¢ini, pronaden i u semenkama
(Cheynier, 2010). Pomenuti stilben je jedno od najvise proucavanih polifenolnih
jedinjenja, tako da postoje brojne studije koje svedoce o njegovoj bioloskoj aktivnosti
(Jang i sar., 1997; Hung i sar., 2000; Rodriguez-Delgado i sar., 2002; Bavaresco i sar.,
2012; Stuart i Robb, 2013).

Flavonoidi predstavljaju najrasprostranjeniju grupu polifenola (de Lourdes Reis
Giada, 2013). Ovoj klasi polifenola pripada preko 6000 jedinjenja (Hichri i sar., 2011).
To su bezbojne, ili supstance zute boje (latinski: flavus-zut), sa izuzetkom antocijana
koji mogu biti crvene ili plave boje.

Flavonoidi su jedinjenja male molekulske mase ¢iju osnovnu strukturu ¢ini
flavan koji se sastoji od 15 C-atoma. Ugljenikovi atomi su rasporedeni u tri prstena,
obelezena kao A, B 1 C (Slika 3) (Stalikas, 2007). Velika raznovrsnost flavonoida potice
od razlika u stepenu zasiCenosti C-prstena, zatim supstitucije u polozaju 3, kao i
hidroksilacije prstena (Vauzour, 2012). Najznacajniji flavonoidi su: izoflavoni,
flavonoli, flavoni, antocijani, flavan-3-oli, flavanoni i tanini. Supstitucije, u vidu
oksidacije, alkilovanja, glikozilovanja, acilovanja i sulfonovanja, na prstenovima A i B

dovode do povecanja broja jedinjenja unutar svake grupe (Balasundram i sar., 2006).

Slika 3. Osnovna struktura flavonoida.

Flavonoidi predstavljaju glavnu grupu rastvornih polifenola prisutnih u vinovoj
lozi. Sa anatomskog stanoviSta, flavonoidi su lokalizovani uglavnom u pokoZici i
semenkama. U semenkama i lastarima vinove loze narocito su prisutni flavan-3-oli i
njihovi polimeri, proantocijanidini (Xia i sar., 2010).

Flavan-3-oli se u grozdu sintetiSu kao monomeri, oligomeri i polimeri.
Najzastupljeniji monomeri u V. vinifera su (+)-katehin i (-)-epikatehin, kao i epikatehin-
3-galat (Cheynier, 2010). Semenke predstavljaju glavni izvor flavan-3-ola, dok su u
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pokozici prisutni u manjoj koli¢ini (Cantos i sar., 2002; Prodanov i sar., 2013). Niske
kolicine ovih jedinjenja mogu se na¢i i u mezokarpu (Cheynier, 2010). U belim sortama,
flavan-3-oli ¢ine od 46% do 56% od ukupnog sadrzaja polifenola, dok je u crnim
sortama taj procenta izmedu 13% i 30% (Cantos i sar., 2002). Polimeri flavan-3-0la,
proantocijanidini (Slika 4), zastupljeni su u liS¢u, kao i u svim delovima bobice, s tim da
ih najviSe ima u semenkama (Bogs i sar., 2005; Manach i sar., 2005). U zavisnosti u
kom delu bobice se nalaze, njihove strukturne karakteristike se razlikuju, pa je tako
dokazano da proantocijanidini koji se sintetiSu u pokozici imaju veéi stepen
polimerizacije u odnosu na proantocijanidine iz semenki (Hernandez-Jiménez i sar.,
2009). U toku vinifikacije proantocijanidini prelaze u vino i imaju znacajan uticaj na
njegove senzorne karakteristike (Peleg i sar., 1999; Vivar-Quintana i sar., 2002). U
ustima dolazi do formiranja kompleksa izmedu tanina i proteina pljuvacke sto dovodi do
oporog ukusa vina (Vidal 1 sar., 2003). Podaci o sadrzaju tanina u grozdu mogu biti od
velike koristi u procesu proizvodnje vina kako bi se predvidelo ponasanje vina u toku
starenja (Hanlin i Downey, 2009). Takode, ovi podaci mogu pomo¢i i u reSavanju
problema vezanih za stabilnost boje vina, narocito u slucaju crvenih vina za koja proces

starenja traje duze nego za bela vina (Castillo-Mufioz i sar., 2007).

Slika 4. Opsta struktura proantocijanidina: monomeri flavan-3-ola medusobno su

povezani na mestima C4-C8 ili C4-C6.

Antocijani (grcki: anthos-cvet, kyanos-plavo) su prirodni pigmenti od kojih

potiCu razne nijanse crvene, narandzaste, ljubiCaste i plave boje velikog broja biljaka
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(voca, povrca, cveca itd.) (Esteban i sar., 2001; He i sar., 2012b). Znacajni su za
opstanak biljaka, posto svojom atraktivnom bojom privlace insekte 1 Zivotinje, ¢ime se
omogucava oprasSivanje i raznoSenje semena (Flamini i sar., 2013). Osim toga, Stite
biljku od UV zracenja, patogena i Stetnog dejstva slobodnih radikala (Gould i sar., 2009;
Flamini i sar., 2013). U prirodi su antocijani najcesce zastupljeni u obliku glikozida
polihidroksi i polimetoksi derivata flavonijum katjona (2-fenilbenzopirilijum). Osnovu
strukture antocijana ¢ini aglikon (antocijanidin) za koji je vezana jedna ili vise Secernih
komponenti (naj¢es¢e glukoza, galaktoza, ramnoza, ksiloza, arabinoza i fruktoza).
Vezivanjem za Secere povecava se stabilnost antocijanidina, kao 1 njihova rastvorljivost
u vodi (Welch i sar., 2008). Takode, antocijanidini se mogu pronaéi i u obliku acil-
glikozida, a retko i1 kao slobodni aglikoni (u svezim biljkama). Tokom proteklih godina,
u grozdu i proizvodima dobijenim njegovom preradom, pre svega vinu, pronadeno je
Sest klasa antocijanidina: pelargonidin, peonidin, cijanidin, malvidin, petunidin i
delfinidin. U crnim sortama V. vinifera najvise je zastupljen malvidin. Prisustvo
antocijana je karakteristicno za pokozicu crnih sorti, medutim ovi pigmenti mogu se
pronaci i u mezokarpu nekih belih sorti (Cantos i sar., 2002; He i sar., 2010). Njihova
akumulacija po€inje u fenoloskoj fazi poznatoj pod nazivom Sarak, a maksimalan
sadrzaj dostizu u fazi pune zrelosti grozda (Vian i sar., 2006; Zhu i sar., 2012).
Antocijani se takode akumuliraju u lis¢u vinove loze tokom starenja, pa dovode do
promene boje lista (Garrido i Borges, 2013). Brojni faktori utiCu na sadrZaj i sastav
antocijana u grozdu, kao $to su poreklo 1 sorta vinove loze, stepen zrelosti, vremenski
uslovi (naroCito temperatura i intenzitet svetlosti), sastav zemljiSta, dubrenje,
navodnjavanje (Mazza, 1995; Pena-Neira i sar., 2007; Quiroga i sar., 2009; Ferrandino i
Guidoni, 2010). Pored pomenutih faktora, i pH vrednost sredine znacajno uti¢e na
strukturu antocijana, $to uzrokuje i velike promene u boji molekula (Welch i sar., 2008).

Profil antocijana mozZe da posluzi kao parameter za hemotaksonomsku
klasifikaciju crnih V. vinifera sorti, imajuci u vidu da svaka sorta ima relativno stabilan i
jedinstven sastav antocijana. Samo koli¢ine ovih jedinjenja variraju sa godinama, zbog
drugacijih ekoloskih i agronomskih faktora (Gil-Mufioz i sar., 2010; Zhu i sar., 2012).
Medunarodna organizacija za vinovu lozu i vino (International Organization of Vine

and Wine, OIV) predlozila je podelu grozda na osnovu boje pokoZzica u sedam grupa:
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zeleno-zute, roze, crvene, crveno-Sive, crveno-ljubicaste, plavo-crne i crveno-crne (The
International Organization of Vine and Wine, 1983).

U toku proizvodnje crvenih vina dolazi do ekstrakcije antocijana iz pokozice.
Medutim, samo odredena koli¢ina antocijana (oko 2%) prede iz pokozice u vino
(Capanoglu 1 sar., 2013). Monomerni antocijani daju najvec¢i doprinos boji mladih
crvenih vina, dok u toku starenja vina dolazi do raznih inter- i intramolekulskih
interakcija, izmedu samih antocijana ili sa drugim organskim molekulima (narocito
drugim polifenolnim jedinjenjima). Ove promene doprinose stabilnosti boje crvenih
vina, jer se stvaraju stabilnija polimerna jedinjenja kao $to su piranoantocijanidini
(vitisin A 1 vitisin B) (Sun 1 Spranger, 2005). U toku starenja i sazrevanja moze do¢i i
do znacajnih promena boje, ukusa i mirisa vina (He i sar., 2012a).

Ispitivanje antocijanskog profila pokazalo se kao pogodan nacin za klasifikaciju
vina. Tako su Arozarena i saradnici (2000) na osnovu sastava antocijana, pre svega
acilovanih derivata malvidin-3-glukozida, uspeli da izvrse klasifikaciju vina na osnovu
sorte i geografskog porekla. Takode, antocijani su se pokazali kao pouzdani pokazatelji
sortne pripadnosti crvenih vina sa podru¢ja Nemacke (Berente i sar., 2000).

Flavonoli po zastupljenosti u grozdu predstavljaju drugu klasu jedinjenja iz
grupe flavonoida. Njihova struktura zasnovana je na 3-hidroksiflavonu, a medusobno se
razlikuju po broju 1 vrsti supstituenata na B prstenu. U grozdu su najviSe zastupljeni
kempferol, kvercetin i mircetin, 1 to obi¢no u obliku glukozida, galaktozida, ramnozida 1
glukuronida (Se¢erna komponenta je vezana u polozaju C3 skeleta flavonoida) (Mattivi i
sar., 2006). Sinteza flavonola prvenstveno se odigrava u toku rane fenofaze razvoja
grozda, a zavrSava se tokom faze Sarak (Downey i sar., 2003). Njihov sadrzaj je veci u
crnim, u odnosu na bele sorte. Osim toga, i profil flavonola u velikoj meri zavisi od
vrste grozda. Kempferol, kvercetin i izoramnetin, kao i njihovi derivati, pronadeni su i u
belim i u crnim sortama, dok je mircetin karakteristican samo za crne sorte (Cantos i
sar., 2002; Mattivi i sar., 2002; Zhu i sar., 2012). Flavonoli su uglavnom lokalizovani u
pokoZici, gde po zastupljenosti, predstavljaju trecu klasu polifenola. PokoZicu
karakteriSu pre svega glikozidi flavonola, dok se u vinu i sokovima mogu pronaci
aglikoni nastali kiselom hidrolizom u toku procesa prerade i skladistenja (Castillo-
Muioz i sar., 2007). Vina proizvedena od sorti sa debljom pokozicom (npr. 'Cabernet

Sauvignon'), kao i od grozda koje se uzgaja u krajevima koji su izloZeniji suncevoj
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svetlosti, sadrze vece koli¢ine flavonola (Flamini i sar., 2013). Flavonoli su zastupljeni i
u lis¢u, Sto je ocekivano imajuci u vidu da ova jedinjenja imaju vaznu ulogu u zastiti
biljaka od UV-zracenja (Cheynier i sar., 2010; Flamini i sar., 2013). Pored zastite od
prekomernog zracenja, uloga kvercetina u kopigmentaciji sa antocijanima
dokumentovana je u literaturi (Braidot i sar., 2008). Pokazalo se da od svih faktora,
najveci uticaj na koli¢inu flavonola u biljkama, upravo ima izlozenost sun¢evim zracima

(Price i sar., 1995).

2.3. Potencijalna bioloska aktivnosti polifenolnih jedinjenja karakteristi¢nih za V.

vinifera

Polifenolna jedinjenja u najveé¢oj meri doprinose bioloskoj aktivnosti grozda i
proizvoda dobijenih preradom ovog voca (Conde i sar., 2007; Oroian i Escriche, 2015).
Antioksidativni potencijal ovih jedinjenja zavisi od njihove strukture, pre svega broja i
rasporeda hidroksilnih grupa. Aktivnost se pripisuje hidroksilnim grupama prstena B,
kao 1 hidroksilnoj grupi u polozaju 3 prstena C i polozaju 5 prstena A (Slika 3). Ove
grupe ucestvuju u delokalizaciji elektrona, $to doprinosi stabilnosti nastalog radikala (de
Lourdes Reis Giada, 2013). Dokazano je da se antioksidativna sposobnost polifenolnih
jedinjenja povecava sa porastom broja hidroksilnih grupa, a smanjuje sa glikozilacijom
aromati¢nog prstena (Cotelle i sar., 1996; Fukumoto i Mazza, 2000; Antolovich i sar.,
2002). Sposobnost jednostavnijih polifenola da deluju kao antioksidansi zavisi od
stepena konjugacije, broja i rasporeda supstituenata, kao i od molekulske mase, dok
antioksidativna sposobnost oligomernih flavonoida pre svega zavisi od stepena
polimerizacije (Handique, 2011).

Rezultati brojnih istrazivanja ukazali su na korisne efekte V. vinifera i njenih
aktivnih sastojaka (polifenola) u le¢enju metabolickih poremecaja, koji ukljucuju
dislipimediju, dijabetes, gojaznost i hipertenziju (Akaberi i Hosseinzadeh, 2016). U
preglednom radu Nowshehri i saradnika (2015) navode se trenutna znanja o bioaktivnim
svojstvima semenki izolovanih iz grozda. Kako je navedeno, semenke su pokazale
veliki potencijal kao antioksidativna, hepatoprotektivna, neuroprotektivna, antimikrobna
i antiinflamantorna sredstva, kao i potencijalna dejstva u sprecavanju dijabetesa,

tumora, kardiovaskularnih i koZznih oboljenja. Pomenuta blagotvorna dejstva semenki
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pruzaju mogucénost koris¢enja njihovih ekstrakata u farmaceutskoj i prehrambenoj
industriji.

Polifenolna jedinjenja su od davnina koris¢ena kao tradicionalni lekovi i
prirodne boje. Predstavljaju vaznu komponentu tradicionalne medicine u mnogim
zemljama Azije, Evrope, Afrike i Severne Amerike. lako mnogi polifenoli pokazuju
bioloSku aktivnost, do sada je samo nekolicina plasirana na trziStu lekovaza potrebe
humane medicine, za leenje tumora, nebakterijskih (virusnih i protozoalnih) infekcija,
astme i oboljenja centralnog nervnog sistema. Epidemioloska ispitivanja pokazuju da
konzumacija namirnica koje su bogate polifenolnim jedinjenjima, pre svega voca i
povréa, kao 1 vina 1 €ajeva, moze spreciti pojavu tumora, mozdanih udara i sr€anih
oboljenja (Saikia, 2011). Takode, dokumentovan je uticaj na smanjenje rizika od
razvoja demencije i poboljSanje kognitivnih funkcija (Vauzour, 2012). Polifenoli, kao
redukciona sredstva Stite tkiva od oksidativnog stresa, a samim tim i od bolesti. Takode,
polifenolna jedinjenja stupaju u interakcije sa proteinima i polisaharidima, $to i
omogucava njihovo delovanje kao lekova (Haslam, 1996). Stepen pozitivnog dejstva
polifenolnih jedinjenja na zdravlje ljudi zaparavo zavisi od razlicitih faktora, kao $to su
koli¢ina dnevnog unosa ovih fitohemikalija, biodostupnosti, kao i in vivo
antioksidativne aktivnosti.

U literaturi su prisutni i radovi u kojima su ispitana blagotvorna dejstva
pojedinacnih klasa polifenola. Utvrdeno je da raznolikost hemijskih struktura flavonoida
doprinosi Sirokom spektru njihovog fizioloSkog i bioloskog dejstva. Kako je bioloska
aktivnost flavonoida u snaZznoj sprezi sa stepenom glikozilacije, vrstom Secernog ostatka
i acil-esterifilacijom, pruza se mogucnost odabira razli¢itih sorti sa jedinstvenim
sastavom flavonoida koji samim tim imaju razli¢ite zdravstvene efekte na ljudski
organizam (Cho i sar., 2004). Flavonoidi mogu da grade komplekse sa metalima,
ograni¢avaju¢i biodostupnost metala i samim tim sprecavaju trovanja izazvana
metalima, a istraZzivanja koja su sproveli MaleSev i Kunti¢ (2007) pokazuju da su
metalni kompleksi flavonoida efikasniji hvataci radikala od slobodnih flavonoida.

Tanini se koriste kao aktivni sastojci u medicinskim proizvodima za lecCenje
poremecaja u cirkulaciji (Flamini, 2003). Takode, mogu imati veliku antioksidativnu
aktivnost u gastrointestinalnom traktu, Stite¢i proteine, lipide i ugljovodonike od

oksidativnih oSteCenja tokom digestije, a na taj nacin Stite crevnu sluznicu od
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oksidativnog stresa i delovanja karcinogena (Manach i sar., 2005). Proantocijanidini
izolovani iz semenki grozda pokazali su efikasna dejstva u spreCavanju
kardiovaskularnih oboljenja, ateroskleroze, dislipimedije, mozdanih udara, pojave i
rasta tumora (Agarwal i sar., 2000; Bagchi i sar., 2000; Moreno i sar., 2003; Zhang i
sar., 2005; Curin i sar., 2006; Pfeiffer i sar., 2006; Charradi i sar., 2012). Pokazalo se da
antioksidativna aktivnost tanina zavisi od stepena polimerizacije i da moze biti od 15-30
puta veca nego kod prostih fenola (de Lourdes Reis Giada, 2013).

Fenolne kiseline i njihovi estri imaju veliki antioksidativni potencijal, koji je,
kao i kod drugih polifenolnih jedinjenja, uglavhom povezan sa brojem hidroksilnih
grupa u molekulu. Istrazivanja su pokazala da su hidroksilovane cinaminske kiseline
efikasniji antioksidansi od benzoevih kiselina (Cheynier, 2010; de Lourdes Reis Giada,
2013).

2.4. Ekstrakcija i izolovanje polifenolnih jedinjenja

Ekstrakcija i izolovanje predstavljaju prve vazne korake u procesu odvajanja,
karakterizacije 1 kvantifikacije polifenola prisutnih u biljkama. Ekstrakciji najcesce
prethodi usitnjavanje i homogenizacija biljnog materijala (Merken i Beecher, 2000). U
literaturi su dostupni brojni radovi u kojima su opisane razli¢ite metode ekstrakcije
polifenolnih jedinjenja iz materijala biljnog porekla, ukljuc¢ujuéi voce, povrée, vino,
kafu, Cajeve, zacCinsko bilje, zitarice 1 mahunarke (Balasundram i sar., 2006; Luthria i
Pastor-Corrales, 2006; Naczk i Shahidi, 2006).

Postoje razlic¢ite ekstrakcione metode, ali se za ekstrakciju polifenolnih
jedinjenja iz biljnih materijala najceSce koriste te¢no-tecna 1 ekstrakcija na ¢vrstoj fazi.
Polifenoli se mogu ekstrahovati iz svezeg, zaledenog ili suvog biljnog materijala. Voda
prisutna u svezim biljakama podsti¢e rad enzima koji vrSe razgradnju polifenolnih
jedinjenja. Kako bi se to sprecilo, pre ekstrakcije biljni materijal se ¢esto zamrzava, susi
ili liofilizuje (Stalikas, 2007). Na efikasnost ekstrakcije znacajan uticaj imaju izbor
rastvaraca, temperatura, kao i meSanje. Medutim visoke temperature i izlozenost jakoj
svetlosti mogu narusiti polifenolni profil. Takode, zbog raznovrsnosti i kompleksnosti
polifenolnih jedinjenja, izbor adekvatnog ektrakcionog sredstva nije tako jednostavan.

lako su polifenoli ¢esto bolje rastvorna u organskim rastvarac¢ima nego u vodi, utvrdeno
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je da se efikasnost ekstrakcije povecava ukoliko se u organske rastvarace doda odredena
koli¢ina vode, pa je smeSa metanola i vode u razliCitim odnosima najces¢i izbor
(Murphy i sar., 1999; Galanakis i sar., 2013;) Pomenuta smeSa predstavlja efikasno
ekstrakciono sredstvo, ima visoku tacku kljuCanja, a pored toga je i ekononmicna, iako
se zbog toksi¢nosti metanola, Cesto preporucuje upotreba etanolnih rastvora, koji se
dalje mogu Koristiti i u industriji hrane. Takode, primenjuju se aceton i etilacetat, kao i
njihove smese sa vodom. Imajuc¢i u vidu da pH-vrednost rastvora uti¢e na efikasnost,
kao i da su polifenolna jedinjenja stabilnija na nizim pH, ekstrakcija polifenola najcesce
se izvodi u kiseloj sredini.

S obzirom da se mnoga polifenolna jedinjenja javljaju kao glikozidi ili estri,
priprema uzorka moze ukljuciti alkalnu, kiselu ili enzimsku hidrolizu kako bi se
oslobodili vezani polifenoli. Postupkom hidrolize nastaju aglikoni, koji su prikladniji za
dalju hromatografsku analizu, a standardi aglikona su dostupniji na trZiStu. Stoga su
najcesc¢e u upotrebi metode u kojima se kao ekstrakciona sredstva koriste zakiSeljeni
metanol ili etanol (Chandrasekhar i sar., 2012).

Polifenoli mogu biti ekstrahovani iz cele bobice (Alonso Borbalén i sar., 2003;
Rusjan 1 sar., 2012), ili zasebno iz pokoZice, semenke i mezokarpa (Harbertson 1 sar.,
2003; Rodriguez-Montealegre i sar., 2006; Chira i sar., 2009; Delcambre i Saucier,
2012). U toku ekstrakcije, osim polifenola dolazi do izdvajanja i drugih jedinjenja koja
ne pripadaju ovoj klasi, kao $to su Seceri, organske kiseline 1 proteini. Stoga, Cesto je
neophodno naknadno preciS¢avanje ekstrakta, za $ta se najcesce koristi tehnika ¢vrsto-
te¢ne ekstrakcije (Castafieda-Ovando i sar., 2009). Na uzorke vina je takode neophodno
primeniti ¢vrsto-teCnu ekstrakciju pre razdvajanja, identifikacije 1 kvantifikacije
prisutnih polifenola. Pojedini autori smatraju da uzorcima vina nije potrebna dodatna
priprema, ve¢ da se kao takvi mogu direktno analizirati, dok drugi isticu korist od
uklanjanja alkohola uparavanjem na vakuum uparivacu pre hromatografskih razdvajanja

(Stalikas, 2007; Lorrain i sar., 2013).

2.5. Metode za karakterizaciju polifenolnih jedinjenja

Obzirom na brojnost i kompleksnost polifenolnih jedinjenja, identifikacija

polifenola prisutnih u matriksu biljnog porekla predstavlja izuzetno komplikovan
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zadatak koji iziskuje primenu sofisticiranih analitickih metoda. Analiza polifenolnih
komponenti obuhvata dva osnovna koraka. Prvi neophodan korak je ekstrakcija
polifenola, a drugi predstavlja njihovo odredivanje. Uobicejena su dva pristupa prilikom
ispitivanja i kvantifikacije polifenolnog sastava u vocu i proizvodima dobijenim
njihovom preradom. Jedan podrazumeva odredivanje ukupnog sadrzaja polifenolnih
jedinjenja upotrebom spektrofotometrijskih metoda, dok drugi obuhvata razdvajanje i

identifikaciju pojedinacnih polifenola.

2.5.1. Spektrofotometrijske metode za odredivanje sadrzaja ukupnih polifenola,

ukupnih antocijana i antioksidativnog potencijala

Spektrofotometrijske metode koriste se za odredivanje sadrzaja ukupnih
polifenola, ukupnih flavonoida, ukupnih antocijana, kao i za odredivanje antioksidativne
aktivnosti biljnog materijala. lako se zbog brzine izvodenja i relativno jednostavnog
postupka, uobicajeno koriste u ovakvim istrazivanjima, treba imati na umu da ove
metode nisu specificne samo za polifenolna jedinjenja, ve¢ i druga jedinjenja koja ne
spadaju u ovu klasu mogu na isti nacin da reaguju, dovode¢i do pogresnih rezultata
(Everette i sar., 2010).

Za odredivanje ukupnog sadrZaja polifenola u biljnom materijalu razvijene su
brojne spektrofotometrijske metode, a naj¢eScu primenu ima kolorimetrijska metoda po
Folin-Ciocalteu. Folin-Ciocalteu metoda se zapravo opisuje kao metoda odredivanja
antioksidativnog kapaciteta, koja se zasniva na reakcijama prenosa elektrona izmedu
istoimenog reagensa i polifenolnih jedinjenja (Everette i sar., 2010). Stoga, ne ¢udi
prisustvo brojnih publikacija u kojima je utvrdena snazna linearna korelacije izmedu
rezultata dobijenih za sadrzaj ukupnih polifenola i antioksidativnog potencijala
(Karadag i sar., 2009). Hemijska struktura Folin-Ciocalteu reagensa zute boje nije do
kraja razjasnjena, ali se smatra da njegovu osnovu cCine soli fosfovolframske 1
fosfomolibdenske kiseline (Sdnchez-Rangel i sar., 2013). Reakcija izmedu polifenolnih
jedinjenja i Folin-Ciocalteu reagensa odigrava se kada je pH vrednost rastvora oko 10,
Sto se postize dodatkom natrijum-karbonata. Pri ovim uslovima dolazi do disocijacije

protona sa fenola, uz formiranje fenolatnog jona koji je dalje sposoban da redukuje
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Folin-Ciocalteu reagens. Redukcijom reagensa nastaje smeSa volfram-oksida i

molibden-oksida, koja je plave boje, $to je prikazano u jednac¢inama:

Na,WO4/Na;MoO, + fenol — (fenol-MoW,1040)*
Mo(VI) (zuto obojen) + e* — Mo(V) (plavo obojen)

Intenzitet boje srazmeran je koli¢ini polifenolnih jedinjenja i odreduje se
spektrofotometrijski, merenjem apsorbancije na talasnoj duzini od 765 nm (Singleton i
sar., 1999; Sanchez-Rangel i sar., 2013). Za konstruisane kalibracione krive zavisnosti
apsorbancije od koncentracije najéesc¢e se primenjuje standard galne Kiseline, a rezultati
za ukupan sadrzaj polifenolnih jedinjenja se izrazavaju kao ekvivalenti galne kiseline.

Folin-Ciocalteu metoda je veoma pogodna, jednostavna za izvodenje i1 ne
zahteva specifi¢nu opremu (Singleton i sar., 1999). Nedostatak metode je nespecifi¢nost
1 osetljivost na druge nefenolne redukuju¢e molekule, $to u velikoj meri otezava
odredivanje sadrzaja fenolnih jedinjenja u kompleksnoj materiji, kao §to je biljni
materijal (Rover i Brown, 2013). Americ¢ki nau¢nici uradili su temeljnu studiju koja je
za cilj imala testiranje reaktivnosti Folin-Ciocalteu reagensa prema razli¢itim klasama
jedinjenja (Everette 1 sar., 2010). IstraZivanje koje je obuhvatilo preko osamdeset
jedinjenja pokazalo je da u reakcije sa pomenutim reagensom, osim polifenola mogu
stupiti 1 proteini, tioli, vitamini, joni metala itd. Medutim, kako u veéini biljaka
polifenolna jedinjenja predstavljaju najviSe zastupljene antioksidanse, Everette i
saradnici (2010) isticu da Folin-Ciocalteu metoda omogucava grubu aproksimaciju
ukupnog sadrzaja polifenolnih jedinjenja u biljnom materijalu.

Za odredivanje sadrzaja monomernih antocijana najceS¢e se koristi brza i1
jednostavna pH-diferencijalna metoda (Giusti i Wrolstad, 2001). U kiseloj sredini
postoji ravnoteZa izmedu dva oblika antocijana (Slika 5), obojenog i neobojenog koji
imaju razliCite apsorpcione spekre. PoloZaj ove ravnoteze zavisi od pH vrednosti
rastvora. Narandzasto-crveni oksonijum jon (flavilijum katjon) preovladava na pH = 1,
a bezbojni hemiketalni oblik na pH = 4,5.

pH-diferencijalna metoda zasniva se upravo na ovoj reakciji i omogucava brzo i
tacno odredivanje sadrzaja ukupnih antocijana, ¢ak i u prisustvu polimerizovanih

pigmenata i drugih ometajucih jedinjenja. Apsorbancija rastvora meri se na dve talasne
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duzine, na 520 nm i na 700 nm. Dobijeni rezultati preraCunavaju se na sadrZaj
dominantnog antocijana u ispitivanom matriksu. Posto je poznato da u grozdu i vinu
preovladuje malvidin-3-glukozid, rezultati za sadrzaj ukupnih antocijana izrazavaju se
kao ekvivalenti malvidin-3-glukozida. Sa daljim poveéanjem pH vrednosti sredine,
flavonijum katjon moze preci u purpurno plavo obojenu bazu hinonoidalne strukture

(Welch i sar., 2008).

Ry
OH
o O
N R,
Z O-glu
O-glu - )
hinoidalna baza: flavilijum katjon:
plava narandzZasto-crven
pH=7 +H,0 |- H pH =1

Ry
HO OH
O-glu
=
O-glu O o O-glu . . .
halkonski oblik: hemiacetalni oblik:
zut bezbojan
pH=4,5 pH=4,5

Slika 5. Zavisnost strukture antocijana od pH vrednosti sredine.

Sve metode koje se koriste za odredivanje antioksidativnog potencijala zasnivaju
se na reakcijama reaktivnih vrsta kiseonika sa odredenim reagensom, a novonastali
kompleksi detektuju se spektrofotometrijski. Antioksidativni potencijal materijala
biljnog porekla najcesce se odreduje primenom metoda kao Sto su ABTS (2,2 -azino-
bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) radical assay), FRAP (ferric-reducing
antioxidant power assay), ORAC (oxygen radical apsorbance capacity assay) i DPPH
(2,2-diphenil-1-picrylhydrazyl radical assay) (Karadag i sar., 2009; de Lourdes Reis
Giada, 2013; Watson i sar., 2014). Metoda koja se zasniva na upotrebi DPPH reagensa
je brza i laka za izvodenje, pa se najéeS¢e primenjuje. DPPH je organsko jedinjenje,
tamnoljubiCaste boje. Zahvaljuju¢i delokalizaciji nesparenog elektrona preko celog
molekula, DPPH ne podleze dimerizaciji, pa se karakteriSe kao stabilan slobodni radikal

(Kedare i Singh, 2011). Alkoholni rastvor reagensa maksimum apsorbancije ima na
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talasnoj duzini od oko 520 nm. U prisustvu jedinjenja koja pokazuju antioksidativna
svojstva ovaj reagens se redukuje, pri ¢emu dolazi do promene boje iz ljubicaste (boja
alkoholnog rastvora DPPH) u zutu (boja nastalog hidrazina) (Slika 6). Sposobnost
jedinjenja da redukuje DPPH moze se odrediti pra¢enjem smanjenja apsorbancije u
opsegu talasnih duzina od 515 do 528 nm (Karadag i sar., 2009). Dobijeni rezultati
mogu se prikazati na viSe nacina, a jedan od njih podrazumeva definisanje koncentracije
supstrata koja dovodi do redukcije 50% DPPH " (efficient concentration, EC50). Smatra
se da Sto je niza EC50 vrednost, antioksidativna aktivnost je veca (Kedare i Singh,
2011). Jo$ jedan od nacina prikazivanja rezultata, koji je primenjen i U ovom radu, je
poredenje sa vrednoS¢u dobijenom primenom standardnog rastvora troloksa, pa se

razultati izrazavaju kao ekvivalenti troloksa.

N '
N

N—N NO,

ax 5 o

DPPH radikal Redukovani DPPH

NO,

Slika 6. Princip odredivanja antioksidativne aktivnosti upotrebom DPPH radikala.

2.5.2. Identifikacija i kvantifikacija pojedinaé¢nih polifenolnih jedinjenja

U cilju identifikacije i1 kvantifikacije pojedina¢nih jedinjenja, pozeljno je da se
polifenoli najpre razdvoje. Za njithovo razdvajanje primenjuju se razlicite
hromatografske tehnike, kao §to su tankoslojna hromatografija (Thin Layer
Chromatography, TLC), te¢na hromatografija (Liquid Chromatography, LC) i gasno-
tetna hromatografija (Gas Liquid Chromatography, GLC). Razdvajanje je takode
moguce posti¢i koris¢enjem kapilarne elektroforeze (Capillary Electrophoresis, CE)
(Donno i sar.,, 2015). Kao stacionarna faza pri razdvajanju fenolnih jedinjenja
uobicajeno se koristi oktadecil-modifikovani silika gel (RP-C18) (Motilva, 2013).

Za kvantifikaciju polifenolnih jedinjenja naj$iru primenu ima te¢na
hromatografija (Tsao i Deng, 2004; Stalikas, 2007 i 2010; Ignat i sar., 2011). Poslednjih
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godina, najCeS¢e se koristi teéna hromatografija visokih performansi (High-
Performance Liquid Chromatography, HPLC), kao i ultra-efikasna te¢na hromatografija
(Ultra-High Performance Liquid Chromatography, UHPLC). HPLC je separaciona
metoda koja, u kombinaciji sa odgovaraju¢im detektorom, pruza mogucnost za
identifikaciju 1 kvantifikaciju Sirokog spektra hemijskih jedinjenja u rastvoru. Podaci
dostupni u literaturi ukazuju da se UV-VIS i fluorescentni detektori, kao i masena
spektrometrija, najces¢e koriste za analizu hemijskog sastava grozda i vina (analiza
polifenola, organskih kiselina, ugljenih hidrata, aminokiselina i mikotoksina) (Lamuela-
Raventos i Waterhouse, 1994; Castellari i sar., 2000; Gomez-Alonso i sar., 2007).
HPLC-UV kvantifikacija polifenolnih jedinjenja moguca je isklju¢ivo uz koris¢enje
komercijalnih standarda, a zasniva se na poredenju retencionih vremena uzoraka sa
retencionim vremenima standarda (Haminiuk, 2012). Spajanjem te¢ne hromatografije i
masene spektrometrije (Liquid chromatography-mass spectrometry, LC-MS) moguce je
posti¢i selektivniju 1 pouzdaniju identifikaciju komponenti. Jonski izvor je obicno
baziran na elektron-sprej jonizaciji (ElectroSpray lonization, ESI), najceS¢e u
negativnom modu, pri ¢emu se dobijaju deprotonovani molekulski joni (Lucci, 2017).
Elektron-sprej jonizacije u pozitivnom rezimu imaju primenu u analizi derivata
antocijanina, koji poseduju pozitivno naelektrisan flavinijum-jon. Maseni analizatori na
bazi kvadrupola najc¢esce se koriste kao detektori za polifenolna jedinjenja. Poslednjih
godina, maseni detektori visoke rezolucije, kao §to su TOF (Time Of Flight) i OrbiTrap
maseni analizatori, nalaze sve §iru primenu pri analizi polifenola (Capriotti, 2015).

Postoji veliki broj publikacija u kojima su opisane osnovne klase polifenolnih
jedinjenja prisutnih u vinovoj lozi, grozdu i vinu (Flamini 1 sar., 2013; Garrido 1 Borges,
2013). Takode, teme radova bile su i promene u polifenolnom profilu do kojih dolazi u
toku rasta i razvoja vinove loze, kao i transformacije do kojih dolazi usled uticaja
razli¢itih spoljasnjih faktora (Taware i sar., 2010; Schoedl i sar., 2012; Ma i sar., 2014
Besli¢ i sar., 2015). Na ovaj nacin dolazi se do informacija o osnovnim karakteristikama
vina, $to dalje moZe da se upotrebi za klasifikaciju vina na osnovu sorte vinove loze,
geografskog porekla i godine berbe.

U svom istrazivanju, Besli¢ i saradnici (2015) koristili su UHPLC-DAD MS/MS

sistem za odredivanje polifenolnog profila grozda i pokazali da sastav polifenolnih
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jedinjenja moZze da posluzi kao parameter za pracenje uticaja nacCina obrade zemljiSta u
vinogradima, kao 1 klimatskih faktora na kvalitet grozda.

Di Stefano i saradnici (2012) u preglednom radu navode da se za utvrdivanje
hemijskog profila i odredivanje specificnih sastojaka u vinu najceS¢e koristi masena
spektrometrija, kuplovana sa hromatografskim metodama. Dok se GC-MS obi¢no
koristi za proucavanje isparljivih jedinjenja koja doprinose mirisu, HPLC-MS nalazi
primenu u proucavanju neisparljivih komponenti vina. Za kompleksniju i detaljniju
analizu polifenolnih jedinjenja primenjuje se HPLC-MS/MS. Ova metoda pri analizi
glikozida flavonoida omogucava identifikaciju i aglikonskog dela molekula, ali i
Se¢erne komponente. Takode, polifenoli kompleksne strukture, kao $to su tanini, mogu
se analizirati primenom ove metode.

HPLC-MS metode imaju Cestu primenu za otkrivanje ilegalnih postupaka i lose
prakse pri proizvodnji vina, koje podrazumevaju falsifikovanje porekla, ilegalno
mesSanje razlicitih sorti vina, bojenje ili dodavanje aroma, kao i dodavanje vode i Secera
(u zemljama severne Evrope dodavanje Secera je dozvoljeno, dok je u mediteranskim
zemljama zabranjeno) (Zhang i sar., 2011; Flamini, 2003).

Agatonovic-Kustrin i saradnici (2017) pokazali su da HPTLC metoda u
kombinaciji sa hemometrijskim tehnikama predstavlja jednostavan i efikasan nacin za
razlikovanje vina prema sortama vinove loze. Ispituju¢i 40 uzoraka vina (38 crvenih
vina 1 2 bela vina), dosli su do rezultata koji ukazuju na potencijanu upotrebu rutina 1
resveratrola kao markera sortne pripadnosti vina. Takode, rezultati dobijeni statistiCkom
obradom HPTLC podataka omogucéavaju diferencijaciju belih vina u smislu sortnih
specifi¢nosti, godine berbe i lokacije vinograda. Ovo su utvrdili Hosu i Cimpoiu (2016)
proucavanjem belih vina sa razli¢itih lokacija u Rumuniji.

Istrazivanje koje su sproveli Schoedl i saradnici (2011) imalo je za cilj razvoj i
optimizaciju LC MS/MS metoda kvantifikacije polifenola prisutnih u lis¢u V. vinifera
L. Slede¢e godine isti autori (Schoedl i sar., 2012) objavili su rezultate identifikacije
ovih fitohemikalija u lis¢u vinove loze u razli¢itim fazama sazrevanja, koji su od
velikog znacaja za definisanje optimalnog perioda i poloZaja za prikupljanje uzoraka
li¢a sa najve¢im sadrzajem polifenola. Takode, postoje i istraZzivanja o promenama u

polifenolnom profilu i antioksidativnoj aktivnosti liS¢a, grozda i vina V. vinifera u
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zavisnosti od sorte, vremena berbe i1 infekcija (Katalini¢ i sar., 2009; Taware 1 sar.,
2010; Katalini¢ i sar., 2013; Krol i sar., 2014).

Garrido i Borges u revijalnom radu objavljenom 2013. godine naveli su osnovne
klase polifenolnih jedinjenja koji ulaze u sastav grozda i vina. Istiu da na kvalitativne i
kvantitativne promene u polifenolnom sastavu grozda uti¢e faza razvoja bobice, kao i
spoljasnji faktori, kao $to su temperatura i izloZenost sun¢evim zracima. Autori U svom
radu skrecu paznju na moguce hemijske procese do kojih dolazi u toku proizvodnje
vina, a koje mogu da dovedu do smanjenja ili povecanja kvaliteta vina u pogledu
nutritivnih vrednosti 1 boje vina. Uvid u takve hemijske reakcije mogao bi da omoguci
bolju kontrolu kvaliteta finalnog proizvoda, vina. Utvrdeno je da kondenzovani tanini
doprinose oporom i gorkom ukusu vina, pa isptivianje ovih jedinjenja moze da omoguci
enolozima i vinogradarima pracenje i optimizaciju akumulacije pozeljnih tanina u
vinovoj lozi (Ma i sar., 2014).

Kombinacija instrumentalnih tehnika hromatografske analize i multivarijantnih
metoda za statisticku obradu omoguéava klasifikaciju grozda i vina na osnovu vrste,
sorte, geografskog porekla, ali i pruza odredene podatke o samom postupku proizvodnje
vina. Obzirom na kompleksnost hemijskog sastava grozda i vina, multivarijantne
statistiCke metode imaju vaznu ulogu u njihovom proucavanju i klasifikaciji (Gonzalez 1
Pefia-Méndez, 2000; Bertacchini i sar., 2013; Donno i sar., 2015; Donno i sar., 2016).
Dobijeni odnos izmedu uzoraka 1 varijabli moze da ukaZe na to koje varijable doprinose
razlikovanju uzoraka, a koje ne, pa stoga mogu da se zanemare. Osim toga, podaci 0
medusobnom odnosu samih varijabli mogu biti od znacaja prilikom tumacenja rezultata.

Hemometrijske metode se koriste za tumacenje rezultata u primenjenoj hemiji
jos od Sezdesetih godina proslog veka, dok se u analizi hrane hemometrija prakticno
koristi u prethodnih dvadesetak godina (Granato i sar., 2018). Sofisticirane analitiCke
tehnike u kombinaciji sa statistickim metodama analize postale su nezaobilazne u
analitici hrane, a pre svega u cilju reSavanja problema koji se ti¢u procene autenti¢nosti
i spreCavanja upotrebe nelegalnih praksi u prehrambenoj industriji (Granato i sar.,
2018). Karakterizacijom razlicitih klasa bioaktivnih sastojaka grozda i vina, i primenom
multivarijantne analize, potvrdena je o¢ekivana veza izmedu sadrzaja polifenola i sortne
pripadnosti (Saurina, 2010; Vaclavik i sar., 2011). Takode, autori isticu neophodnost

poznavanja hemijskih i fizickih karakteristika, kako grozda, tako i svakog vina, a
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posebno sortnih vina, obzirom da sorta ima veliki uticaj na sastav vina. Tumacenje
dobijenih rezulatata znaCajno olakSava upotreba hemometrijskih metoda, a najces¢u
primenu u ispitivanju autentinosti hrane, imaju analiza glavnih komponenata
(Principal Component Analysis, PCA) i klasterska analiza (Cluster Analysis, CA).
Primena PCA metode pruza mogucnost grupisanja ispitivanih uzoraka prema sli¢nosti, a
linearnom kombinacijom osnovnih varijabli dolazi do formiranja glavnih komponenata.
Takode, PCA olakSava uocavanje i definisanje uzoraka koji se po hemijskim
karakteristikama razlikuju od ostalih. Pomenuti uzorci predstavljaju spoljne vrednosti i
kao takvi, obi¢no se odstranjuju iz seta podataka. Zapravo, primenom PCA metode
multidimenzionalni sistem koji je sacinjen od velikog broja varijabli svodi se na dve ili

tri dimenzije, $to znacajno olaksSava tumacenje rezultata.

2.6. Elementalna analiza grozda, li§¢a i vina

Za analizu elementalnog sastava grozda i vina koriste se brojne analiticke
metode. U poglavlju knjige, Cozzolino (2015) sumirao je najéesce kori$¢ene tehnike:
jonska hromatografija (lon Chromatography, IC), striping potenciometrija, indukovano
kuplovana plazma sa optiCkom emisionom spektrometrijom (Inductively Coupled
Plasma Optical Emission Spectrometry, ICP-OES), indukovano kuplovana plazma sa
masenom spektrometrijom (Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry, ICP-MS),
plamena atomska spektrometrija (Flame Atomic Spectroscopy, FAS), kao i atomska
apsorpciona spektrometrija sa grafitnom pec¢i (Graphite Furnace Atomic Absorption
Spectrometry, GFAAS). Dodatno, Versari i saradnici (2014) navode da su za
odredivanje sadrzaja elemenata prisutnih u tragovima u vinima pouzdane i atomska
apsorpciona spektroskopija (AAS), kao i indukovano kuplovana plazma sa atomskom
emisionom spektrometrijom (ICP-AES).

Koris¢enje ICP metoda kako u kvalitativnoj, tako i u kvantitativnoj analizi, ima
brojne prednosti u odnosu na ostale tehnike. Pored moguénosti odredivanja velikog
broja elemenata, jedna od mozda najvaznijih prednosti je sposobnost simultane
multielementne analize za relativno kratko vreme. ICP metode su osetljive, imaju Sirok

opseg linearnosti, a postupak pripreme uzoraka za analizu je prili¢no jednostavan. Kako
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su na raspolaganju talasne duzine razli¢itih osetljivosti, pruza se mogucnost detekcije
Sirokog opsega koncentracija (Boss i Fredeen, 2004).

Na akumulaciju elemenata uti¢u mnogi faktori, a najvazniji su genetske osobine
biljke, kao i okruzenje u kojem biljka raste (osobine zemljiSta, klimatski faktori, itd.)
(Szefer i Nriagu, 2007). Elementi prisutni u vinu mogu se podeliti na endogene i
egzogene. Endogeni elementi su najviSe zastupljeni, a njihov sadrzaj zavisi od tipa
zemljista u vinogradu, sorte i stepena zrelosti grozda koje se koristi za vinifikaciju, kao i
klimatskih faktora. Poreklo egzogenih elemenata u vinu povezano je sa spoljasnjim
necisto¢ama, koje se najcesSce prenose iz grozda u vino, ali necisto¢e mogu dospeti u
vino 1 u toku procesa proizvodnje. Shodno tome, razlike u sadrzaju K, Ca i Cu mogu
poticati od upotrebe dubriva u vinogradima. Pored toga, upotreba pesticida, fungicida i
dubriva u toku rasta i razvoja grozda moze da dovede do poveéanih sadrzaja elemenata
kao §to su Cd, Cu, Mn, Pb i Zn u dobijenom vinu. Povecanje sadrzaja Na, Ca ili Al
moze biti posledica dodavanja razli¢itih bentonita, ¢ija je svrha uklanjanje organskih
jedinjenja iz vina i bistrenje vina. Zagadenja koja poticu iz zivotne sredine takode mogu
povecati koli¢ine nekih elemenata (Grindlay i sar., 2011).

Analiza elemenata ili minerala prisutnih u vinu, uz upotrebu razlicitih analitickih
postupaka, ima brojne namene. Joni metala imaju znac¢ajnu ulogu u oksido-redukcionim
procesima od kojih u velikoj meri zavisi kvalitet vina. Neki metali, prisutni u vinima,
imaju blagotvorna dejstva na zdravlje ljudi. Osim toga, konzumiranje vina u umerenim
koli¢inama moze doprineti zahtevima ljudskog organizma za esencijalnim elementima,
ali moze imati i toksi¢no dejstvo ukoliko su koli¢ine elemenata iznad dozvoljenih.
Takode, elementalni sastav moZe biti od velike koristi za potrebe procene autenti¢nosti,
ali i kao indikacija potencijalnih promena u boji vina. Upravo iz pomenutih razloga
stroga kontrola elementalnog sastava grozda i vina je neophodna (Arvantoyannis i sar.,
1999; Kelly i sar., 2005; Suhaj i Korenovska, 2005; Van Leeuwen i Seguin, 2006;
Serapinas i sar., 2008; Grembecka i sar., 2009; Buglass, 2011; Grindlay i sar., 2011;
Tariba, 2011; de Villiers i sar., 2012; Santos i sar., 2013).

Elementi kao $to su Pb, Cd i As poznati su kao potencijalni toksini (Galani-
Nikolakaki i sar., 2002). Ispitivanja migracije toksi¢nih elemenata u sistemu zemljiste-
vinova loza-grozde iz zagadenih regiona pokazuju da veéina toksi¢nih elemenata u

vinovoj lozi uglavnom potice iz aerosola koji pada iz atmosfere (Angelova i sar., 1999).
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S druge strane, Mackenzie i Christy (2005) i Orescanin i saradnici (2003) su
odredivanjem elementalnog sastava zemljiSta, grozda 1 vina, zakljuc¢ili da hemija
zemljiSta utice na elementalni sastav grozda, tacnije da je glavni izvor teskih metala u
grozdu, zapravo zemljiSte.

Ispitivanje mineralnog profila vina je metoda koja dobija sve veéi znacaj za
klasifikaciju vina na osnovu geografskog porekla (Arvantoyannis i sar., 1999; Van
Leeuwen i Seguin, 2006; Martin i sar., 2012; Purdji¢ i sar., 2017), ali i sortnih
karakteristika (Kruzlicova i sar., 2013). Kontrolisanje elementalnog sastava neophodno
je obavljati u svim fazama proizvodnje vina, pocevsi od grozda, zatim u toku procesa
fermentacije, sazrevanja i1 starenja vina. U procesu vinifikacije znacajne uloge imaju
pojedini elementi u tragovima. Cink je neophodan za pravilan tok alkoholne
fermentacije, dok Cu, Fe i Mn imaju uticaj na organolepticke osobine vina, kao §to su
mutnoca i ukus (Galani-Nikolakaki i sar., 2002). Dakle, jo$ jedan znacajan doprinos koji
pruza odredivanje sadrZaja razli¢itih komponenti vina u svim fazama proizvodnje, jeste
omogucavanje vinogradarima da kontroliSu proces dobijanja visoko kvalitetnih vina.

Naucnici iz Kine odredili su elementalni sastav 54 uzorka koji su obuhvatili
zemljiSte, grozde 1 vino sa sedam razliCitih vinogradarskih podru¢ja ove zemlje 1
ustanovili su postojanje korelacije izmedu rezultata dobijenih za zemljiSte 1 grozde,
odnosno za grozde i vino (Zou 1 sar., 2012). Sa druge strane, nije pronadena korelacija
za rezultate dobijene za zemljiSte 1 vino. Do sli¢nih rezultata dosli su i Geana i saradnici
(2013) ispituju¢i uzorke sa prostora Rumunije. Tokom istrazivanja koje je trajalo tri
godine, u kome su ucestvovali hemicari, enolozi 1 tehnolozi sa podru¢ja Italije
proucavan je sastav elemenata u vinu sorte 'Moscato' 1 zemljistu na kojem je grozde
uzgajano (Aceto i sar., 2013). Stavljaju¢i akcenat na lantanoide kao hemijske markere,
dosli su do rezultata koji jasno pokazuju da profil lantanoida prakticno ostaje
nepromenjen pri prolasku iz zemlje u grozde, a zatim u vino. Medutim, do znacajnih
promena dolazi ukoliko se u vina doda bentonit.

Elementalni profil predstavlja jedan od kriterijuma za procenu autenti¢nosti vina.
Elementi prisutni u tragovima u vinu poticu uglavnom iz zemljista i lokalnog okruzenja
(Zivotne sredine), a njihov sastav je jedinstven za odredeni geografski polozaj, tako da
je elementalni profil grozda usko povezan sa geoloskim karakteristikama podruc¢ja na

kojem je grozde uzgajano (Arvantoyannis, 2010). Sadrzaj ve¢ine elemenata ne menja se
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u toku proizvodnje, transporta i skladi$tenja. Upravo iz pomenutog razloga, tehnike koje
su zasnovane na odredivanju elementalnog sastava u kombinaciji sa hemometrijskim
metodama mogu biti upotrebljene za klasifikaciju vina na osnovu vrste, sorte i
geografskog porekla (Martin i sar., 2012).

Zbog velikog broja faktora koji uticu na sadrzaj elemenata u vinovoj lozi
(Kabata-Pendias, 2011; Ibrahim i sar., 2012; Likar i sar., 2015), kao i njihovih mogu¢ih
medusobnih uticaja i slozenih hemijskih interakcija do kojih moze do¢i izmedu
elemenata i drugih sastojaka biljke, tumacenje dobijenih rezultata je otezano. Metode
multivarijjantne hemometrijske analize znacajno doprinose reSavanju ovog problema.
Rezultati do kojih je doSao Cugnetto sa saradnicima (2014) pokazali su da je
multivarijantna statisticka analiza mineralnog sastava grozda, liS¢a 1 vina korisna
metoda za klasifikaciju uzoraka na osnovu geografskog porekla, ¢ak i kada je geoloska

podloga sli¢na.

2.7. Razliditi pristupi procene autenti¢nosti proizvoda biljnog porekla

Prema definiciji, procena autenti¢nosti podrazumeva analiticki postupak kojim
se potvrduje da je hemijski sastav prehrambenih proizvoda u saglasnosti sa
deklaracijom. Ispitivanja mogu da se odnose na poreklo (geografsko, botanicko ili
genetic¢ko), postupak proizvodnje ili tehnologiju prerade. Razvoj i primena postupaka za
procenu autenti¢nosti od posebnog je znaCaja ne samo za potroSale, ve¢ 1 za
proizvodace 1 izvoznike (Danezis 1 sar., 2016; Georgiou i Danezis, 2017). Osim
ekonomskih, ispitivanje autenti¢nosti priprodnih proizvoda ima i bezbedonosni znacaj,
imaju¢i u vidu da ilegalne prakse u prehrambenoj industriji mogu imati ozbiljne
posledice na zdravlje ljudi (Cubero-Leon i sar., 2014). Kompleksan sastav namirnica,
ali i stalni napredak ilegalnih postupaka, otezavaju njihovu analizu.

Tehnike koje se koriste za karakterizaciju, a opSte su prihvacene u oblasti
istrazivanja autenti¢nosti proizvoda, pre svega geografskog i1 botaniCkog porekla,
obuhvataju nekoliko pristupa: i) klasican target pristup, ii) odredivanje profila (food
profiling), iii) odredivanje ,,otiska prsta“ (food fingerprinting), i iv) sveobuhvatni
foodomics pristup, koji se zasniva na primeni brojnih tehnika iz oblasti hemije hrane i

biologije (Esslinger i sar., 2014).
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Princip klasi¢nog target pristupa je da se selektivnom pripremom uzorka izvrsi
analiza pojedina¢ne komponente ili grupe jedinjenja i da se kvalitativno vili
kvantitativno okarakteriSe uzorak. Ovakav pristup ne zahteva slozeniju statisticku
obradu, te se za obradu rezultata primenjuju univarijantne statisticke metode.

Princip odredivanja profila (food profiling) moze biti target analiza grupe
jedinjenja ili non-target analiza sa naknadnom identifikacijom jedinjenja. Pri tom,
priprema uzorka moze biti kako selektivna tako i neselektivna, a rezultati kvalitativne
vili kvantitativne analize obraduju se primenom multivarijantnih statistickih metoda.

Odredivanje ,,otiska prsta“ (food fingerprinting) je non-target analiza koja sledi
nakon neselektivne pripreme uzorka, a rezultati su kvalititivni ¥ili semikvantitativni i
dalje se analiziraju primenom multivarijanih statistickih metoda.

Kako se prilikom odredivanja profila ispituje odredena, prethodno definisana
grupa metabolita, u ove svrhe najcesce se koriste target metode, koje su veoma osetljive
1 precizne, ali je priprema uzoraka Cesto zahtevna i komplikovana. Takode, za
identifikaciju jedinjenja i za procenu autenti¢nosti uzoraka neophodno je postojanje
odgovarajucih baza podataka (Antignac i sar., 2011; Cevallos-Cevallos i sar., 2009;
Koek i sar., 2011).

Nasuprot tome, tehnike za odredivanje ,,otiska prsta® prirodnih proizvoda ne
zasnivaju se na identifikaciji svih metabolita, ve¢ na prepoznavanju karakteristicnog
obrasca za dati matriks. Ovaj pristup, pri proceni autenti¢nosti namirnica takode zahteva
postojanje baze podataka uzraka kako bi se izvrSila autentifikacija, ali je priprema
uzoraka jednostavna. Omogucava dobijanja viSestrukih informacija, na primer,
detekciju neocekivanih aditiva, kao 1 moguca odstupanja u hemijskom sastavu
namirnica, uz upotrebu samo jedne analiticke metode, $to je oCigledna prednost u
odnosu na target analiticke pristupe.

Na ,,otisak prsta® prehrambenih proizvoda osim genetike, u znatnoj meri uticu i
razli¢iti spoljasnji faktori. Visestruki uticaj na sastav prehrambenih proizvoda
predstavlja dodatni izazov u istraZivanjima ovog tipa (Esslinger i sar., 2014). U slucaju
vina, upravo zbog razlicitih uslova uzgoja i proizvodnje (u zavisnosti od lokacije
vinograda, klime i primenjenih enoloskih postupaka), krajnji proizvod iako dobijen od

iste sorte vinove loze, moze imati razli¢it hemijski sastav.
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Analiticke tehnike koje se koriste za procenu autenti¢nosti proizvoda, njegovog
botanickog porekla i1 geografske pripadnosti, obuhvataju razliCite hromatografske
metode, zatim metode zasnovane na odredivanju odnosa stabilnih izotopa,
spektroskopske metode, NMR, tehnike masene spektrometrije, imunoloske metode, kao
i senzorsku i elementalnu analizu (Danezis i sar., 2016).

Metode koje se najcesce koriste za odredivanje ,,otiska prsta* hrane zasnovane
su na spektroskopskim podacima dobijenim primenom nuklearne magnetne rezonancije,
bliske infracrvene (Near-infrared, NIR) spektroskopije ili infracrvene spektroskopije sa
Furijeovom transformacijom (Fourier-transform Infrared Spectroscopy, FT-IR). Ove
tehnike pruzaju moguénost analiziranja relativno malih koli¢ina uzoraka, cak i bez
prethodne pripreme, na lagan, brz i nedestruktivan nac¢in. Moguénost istovremenog
odredivanja velikog broja jedinjenja, €ini ih metodama pogodnim za karakterizaciju
kompleksnih bioloskih sistema, kao $to su prirodni proizvodi koje se koriste u ishrani.
Pored pomenutih metoda, a u cilju poveéanja osetljivosti, ¢esto se koristi masena
spektrometrija (Mass Spectrometry, MS) kuplovana sa hromatografskim metodama, GC
ili HPLC.

Najvecu primenu u ispitivanju autenti¢nosti vina ima klasi¢na target analiza.
Prema podacima koje su objavili Drivelos i Georgiou (2012), procena geografskog
porekla vina najCeS€e se postiZze statistickom obradom rezultata dobijenith masenom
spektrometrijom odnosa stabinih izotopa ugljenika, vodonika, kiseonika i azota (Isotope
Ratio Mass Spectrometry, IRMS), kao i odredivanjem profila elemenata u tragovima
(primenom AAS i ICP-AES). Do ovih saznanja, pomenuti nauc¢nici dosli su detaljnim
ispitivanjem primena metoda za odredivanje geografskog porekla hrane i1 pica sa
prostora Evropske unije od 2008. do pocetka 2012. godine. Pored pomenute primene,
IRMS i metode elementalne analize, zajedno sa metodama za odredivanje isparljivih
komponenti, pruzaju korisne informacije za otkrivanje ilegalnih postupaka i loSe prakse
pri proizvodnji vina (Christoph i sar., 2003; Lees, 2003). Kao potencijalne analiticke
parametre za odredivanje botani¢kog porekla vina Chabreyrie i saradnici (2008) navode
koncentraciju sikiminske kiseline i sadrzaj proteina, dok von Baer i saradnici (2007)
osim sikiminske kiseline, navode i sadrzaj antocijana kao parametar za odredivanje
botani¢kog porekla crvenih vina sa podru¢ja Cilea. Polifenolni otisak prsta moZe se

upotrebiti za analizu sortnih karakteristika grozda, dok se pojedini primarni metaboliti,
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kao na primer amino Kkiseline i biogeni amini, smatraju pogodnim markerima
tehnologije proizvodnje vina (Saurina, 2010). Publikovani radovi ukazuju i na
mogucnost primene tankoslojne hromatografije za procenu sortne pripadnosti
(Agatonovic-Kustrin i sar., 2017; Hosu i Cimpoiu, 2016).
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1. Hemikalije, reagensi i standardi

U radu su kori$¢eni standardi fenolnih kiselina (galna, protokatchuinska, p-
hidroksibenzoeva, gentisinska, elaginska, hlorogena, kofeinska, p-kumarinska,
vanilinska, siringinska, rozmarinska, i ferulinska kiselina) i flavonoida (eskulin,
galokatehin, epigalokatehin, katehin, epikatehin, galokatehin galat, katehin galat,
epigalokatehin galat, morin, kempferol, kvercetin, rutin, miricetin, naringin, naringenin,
florizin, arbutin, hesperetin, apigenin, luteolin, hiperozid, cinarozid i resveratrol), kao i
troloks (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilhroman-2-karboksilna Kiselina) i p-
dimetilaminocinamaldehid (DMACA reagens), nabavljeni od firme Sigma-Aldrich
(Stajnhajm, Nemacka). Od iste firme nabavljeni su i HNO3; i H;O, Za pripremu
standardnih rastvora, uzoraka, polaznih rastvora i razblazenja kori$éena je ultradista
voda (sistem za preciSéavanje vode (Thermofisher TKA MicroPure), 0,055 uS/cm).
Metanol i acetonitril (oba HPLC stepena cistoce), mravlja kiselina, sir¢etna kiselina,
etil-acetat i Folin-Ciocalteu reagens su proizvodi kompanije Merck (Darmstadt,
Nemacka), a di (fenil)-(2,4,6-trinitrofenil) iminoazanijum, (DPPH") firme Fluka AG
(Buh, Svajcarska). Svi rastvaradi i standardne supstance koris¢eni u toku
eksperimentalnog rada bili su p.a. ¢istoce. Filteri za pre¢is¢avanje uzoraka (13 mm,
PTFE membrane 0,45 um) kupljeni su od firme Supelko (Belfont, Pensilvanija), a
kolone Strata C18-E (500 mg, 3 mL) za Cvrsto-teCnu ekstrakciju (Solid Phase
Extraction, SPE) od Phenomenex (Torans, Kalifornija). Dva multielementna standarda,
SS-Low Level Elements ICV Stock i ILM 05.2 ICS Stock 1 nabavljena su od firme VHG
Labs (Inc-Part of LGC Standards, Mancester, NH 03103 USA), dok je za Multi-Element
Plasma Standard Solution 4, Specpure® proizvoda¢ Alfa Aesar GmbH & Co KG
(Nemacka). TLC ispitivanja su izvedena na komercijalno dostupnim plo¢ama dimenzija
10 x 10 cm. Koris¢ene su dve vrste stacionarnih faza: celuloza (Cellulose, Merck,
Nemacka) i silika-gel (Silica gel 60 Fzs4, Merck, Nemacka). Toluen, n-propanol i aceton

nabavljeni su od firme Zorka (Sabac, Srbija).
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3.2. Uzorci grozda, lis¢a i vina

Ispitivanje je obuhvatilo uzorke grozda, lis¢a i vina prikupljenih sa razlicitih

vinogorja u Srbiji u periodu od 2012. do 2014. godine. Analizirane su internacionalne i

autohtone, bele i crne sorte vinove loze (Tabela 1).

Tabela 1. Spisak ispitanih sorti vinove loze prikupljenih u periodu 2012. - 2014.

godine, sa razli¢itih lokacija u Srbiji.

Sorta

opis/vinogorje

Cabernet Sauvignon
Merlot

Cabernet Franc
Shiraz

Sangiovese

Pinot Noir

Vranac

Muscat Hamburg

crna, internacionalna/

Grocansko, Mlava, Prokupacko

Gamay
Riesling bela, internacionalna/
Chardonnay Grocansko, Mlava, Prokupacko

Sauvignon Blanc
Welschriesling
Pinot Gris
Zupljanka
Chasselas musque
Pinot Blanc

Petra

Prokupac
Crna Tamjanika

crna, autohtona/

Grocansko, Prokupacko, Sremsko

Beogradska besemena
Smederevka

Plovdina

Bela Tamjanika
Kreaca

bela, autohtona/

Grocansko, Prokupacko, Trstenicko, VrSacko, Mlava,
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Svi uzorci grozda Cuvani su u zamrzivacu (na -20 °C). Uzorci u kojima je
analiziran hemijski sastav pojedinacnih delova bobice rucno su razdvojeni na pokozicu,
mezokarp 1 semenke. Svi delovi isprani su destilovanom vodom i prosuseni ubrusom.
Pokozice i mezokarpi vrac¢eni su u zamrziva¢ do dalje pripreme. Semenke su susene na
vazduhu tokom dvadeset dana bez prisustva svetlosti, na sobnoj temperaturi, a zatim su

samlevene u avanu. Uzorci lis¢a vinove loze pripremljeni su na isti na¢in kao i semenke.

3.3. Proces mikrovinifikacije

Odmah po obavljenoj berbi, grozde je transportovano u vinariju.

Proizvodnja crvenog vina. Proces proizvodnje crvenog vina zapocet je
odvajanjem bobica od peteljki i muljanjem grozda. Po zavrsetku muljanja grozda dodat
je kalijum meta bisulfit (20 g/kg). Zatim je Sira sa kominom preneta u inox tankove gde
se odvijao proces maceracije (za to vreme se odvija ekstrakcija aromati¢nih materija i
polifenola, prvenstveno iz pokozice). Dodat je i pektoliticki enzim i izvrSena inokulacija
kvasca Saccharomyces cerevisiae (20 mg/L), ¢iji je komercijalni naziv BdX (Uvaferm
Lallemand). Maceracija je trajala pet dana na sobnoj temperaturi (24-26 °C), a zatim je
obavljeno presovanje u hidrauli¢noj presi - odvajanje Sire od komine (Cvrstih delova
bobice). Nakon toga Sira je prebacena u fermentatore od nerdajuceg celika zapremine 50
L. Fermentacija je trajala 9 dana na temperaturi od 14 °C.

Proizvodnja belog vina. Odmah nakon odvajanja peteljki i muljanja dodat je
pektoliticki enzim i1 obavljeno je presovanje. Zatim je dodat kalijum metabisulfit u
koli¢ini od 20 g na 100 kg grozda. Sira je nakon toga prebacena u inox tankove. Posle
24-48 h odlezavanja na talogu, Sira je skinuta sa taloga i prebacena u fermentatore od
nerdajuceg Celika zapremine 50 L. Dodati su selekcionisani kvasci Saccharomyces
cerevisiae (20 mg/L), ¢iji je komercijalni naziv Qa23 (Uvaferm Lallemand).
Fermentacija se odvijala na temperature od 14 °C i trajala je 14 dana.

Posle pretakanja, vina su Cuvana u staklenim balonima, pod kontrolisanim
uslovima. Hemijske analize uzoraka obavljene su cetiri meseca nakon proizvodnje vina.

Pre svake analize uzorci vina su profiltrirani kroz 0,45 pm PTFE membranske filtere.
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3.4. Ekstrakcija polifenolnih jedinjenja iz grozda i liS¢a vinove loze

Postupak ekstrakcije polifenolnih jedinjenja, prikazan u radu Pavlovic i saradnici
(2013), je optimizovan i uz izvesne modifikacije primenjen za dobijanje ekstrakata
polifenola iz grozda, celog ploda i njegovih delova, kao i iz liS¢a vinove loze.

Zaledeni uzorci celih bobica, pokozice 1 mezokarpa (priblizno oko 5 g)
ekstrahovani su sa po 50 mL MeOH zakiseljenog sa 0,1 % HCI na magnetnoj mesalici
(na sobnoj temperaturi, u mraku), u periodu od sat vremena. Nakon filtriranja, postupak
ekstrakcije je ponovljen jo$ dva puta, nakon ¢ega su dobijene frakcije spojene i uparene
do suva na vakuum uparivacu, na temperaturi od 40 °C. Ostatak nakon uparavanja
razblazen je u odmernom sudu zapremine 50 mL smesom MeOH/H,0 (60:40, v/v).

Procedura za ekstrakciju polifenolnih jedinjenja iz semenki i lis¢a modifikovana
je 1 prilagodena ekstrakciji suvih uzoraka. Kao estrakciono sredstvo upotrebljen je
rastvor metanol/voda (70:30, v/v), zakiSeljen sa 0,1% HCI. Odmereno je priblizno 1 g
usitnjenog suvog uzorka i dodato 10 mL rastvaraca. Ekstrakcije na magnetoj mesalici, u
trajanju od jednog sata, ponovljene su tri puta. Sve tri frakcije istog uzorka su sjedinjene
1 uparene na vakuum uparivacu (40 °C) do suva. Ostaci nakon uparavanja razblaZeni su
u odmernom sudu zapremine 25 mL smeSom MeOH/H,0 (60:40, v/v).

Svi pripremljeni ekstrakti ¢uvani su u zamrzivacu (na -20 °C) do analiziranja.
Pre svake analize ekstrakti su profiltrirani kroz 0,45 pm PTFE membranske filtere.
Ovako pripremljeni ekstrakti dalje su koriS¢eni za odredivanje sadrZaja ukupnih
polifenola, sadrzaja ukupnih antocijana i antioksidativne aktivnosti. Ovi ekstrakti su
takode koriS¢eni za identifikaciju i odredivanje sadrzaja pojedinacnih polifenolnih
jedinjenja primenom te¢ne hromatografije sa masenom detekcijom. Ekstrakti koji su
koriS¢eni za ispitivanje prisustva i koli¢ine pojedinacnih antocijana su pre analize

dodatno frakcionisani ¢vrsto-tecnom ekstrakcijom.

3.5. Frakcionisanje ekstrakta (¢vrsto-tec¢na ekstrakcija)

Koriste¢i tehniku cvrsto-teCne ekstrakcije (Solid Phase Extraction, SPE)
izvrseno je odvajanje antocijana od neantocijanske frakcije u ekstraktima pokozica crnih

sorti vinove loze i crvenim vinima.
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Pre nanoSenja ekstrakata i vina na SPE kolone izvrSeno je kondicioniranje
propustanjem po 10 mL etil-acetata, metanola i HCI (c = 0,01 mol/L). Nakon pripreme
naneto je 0,5 mL ekstrakata i vina, a zatim su kolone isprane sa 10 mL HCI (c = 0,01
mol/L) radi uklanjanja Secera, kiselina i drugih, u vodi rastvornih, supstanci. SPE
kolone su potom suSene 5 minuta, propusStanjem struje azota, a zatim je na osusSene
sorbente naneto 5 mL etil-acetata u cilju dobijanja neantocijanske frakcije. Na kraju,
adsorbovani antocijani su eluirani sa 1 mL zakiSeljenog metanola (0,01 mol/L HCI).
Prikupljene frakcije su koriSéene za dalju analizu polifenola (antocijana i neantocijana)

te¢nom hromatografijom sa masenom detekcijom.

3.6. Spektrofotometrijska ispitivanja grozda, li§¢a i vina

Sva ispitivanja koja se zasnivaju na merenju apsorpcionih spektara (odredivanje
sadrzaja ukupnih polifenola (Total Phenolic Content, TPC), odredivanje sadrzaja
ukupnih antocijana (Total Anthocyanin Content, TAC) i odredivanje antioksidativne
aktivnosti (Radical-Scavenging Activity, RSA)) uradena su na UV-VIS spektrofotometru
(GBC UV-Visible Cintra 6). Uzorci (ekstrakti i vina) pre merenja su profiltrirani
koris¢enjem filtera za preciS¢avanje uzoraka (13 mm, PTFE membrane 0,45 pm), a
zatim razblazeni ultraCistom vodom. Sva merenja su izvrSena u tri ponavljanja, a
rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija.

Sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktima utvrden je Folin-Ciocalteu metodom.
Antioksidativna aktivnost uzoraka odredena je upotrebom DPPH ' reagensa, dok je za

odredivanje sadrzaja ukupnih antocijana upotrebljena pH-diferencijalna metoda.

3.6.1. Odredivanje sadrzaja ukupnih polifenola

Folin-Ciocalteu metoda je kolorimetrijska metoda koja se zasniva na oksido-
redukcionim reakcijama izmedu reagensa i polifenolnih jedinjenja. Reakciona smesa je
pripremljena meSanjem 0,5 mL ekstrakta, 0,5 mL destilovane vode i 2,5 mL Folin-
Ciocalteu reagensa (10%), u koju je nakon 5 minuta dodato 2 mL Na,COjs (7,5%).
Nakon inkubacije u trajanju od 2 sata (u mraku, na sobnoj temperaturi), apsorbancija

smesSe merena je na talasnoj duzini od 765 nm. Slepa proba je umesto uzorka sadrzavala
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0,5 mL destilovane vode. Za konstrukciju kalibracione krive kori$¢eni su rastvori galne
kiseline u rasponu koncentracija od 20 do 100 mg/L (20, 40, 60, 80 i 100 mg/L).
Dobijeni rezultati za ukupan sadrzaj polifenola u ispitivanim uzorcima izrazeni su kao
mg ekvivalenta galne kiseline (EGK) po g suvog uzorka (suva masa semenki i lis¢a
vinove loze), mg ekvivalenta galne kiseline (EGK) po g zaledenog uzorka (zaledena
masa pokozice, mezokarpa, kao i cele bobice), ili kao mg ekvivalenta galne kiseline
(EGK) po 1L vina.

3.6.2. Odredivanje antioksidativne aktivnosti

Antioksidativna aktivnost uzoraka odredena je upotrebom DPPH' reagensa.
Metoda se zasniva na prac¢enju smanjenja apsorpcionog maksimuma DPPH radikala,
koje nastaje kao posledica oksido-redukcionih reakcija izmedu ovog radikala i
polifenola prisutnih u uzorku.

Procedura podrazumeva meSanje 0,1 mL ekstrakta (adekvatno razblazenog) i 4
mL metanolnog rastvora DPPH" (71 pmol/dm®), zatim se reakciona smesa snazno
promucka 1 ostavi da stoji 1 h u mraku na sobnoj temperaturi. Kontrolni rastvor se
priprema tako S$to se umesto uzorka, rastvor metanola (0,1 mL) pomeSa sa rastvorom
DPPH'. Redukcija DPPH radikala se meri snimanjem apsorbancije na talasnoj duzini
od 515 nm. Relativna antioksidativna aktivnost (RAA) izratunava se kao procenat

izreagovalog DPPH ", koriste¢i formulu:

RAA (%) _ (ADPPHA B A.lzorak) %100

DPPH

gde je Apppy apsorbancija samog rastvora DPPH " (kontrolni rastvor), dok je Auzorak
apsorbancija smese koja sadrzi rastvor DPPH " i uzorak.

Metanolni rastvor troloksa u koncentracijama od 100 do 800 umol/L posluzio je
za konstrukciju kalibracione krive koja je predstavljena kao grafik zavisnosti RAA (%)
od koncentracije troloksa. Rezultati su prikazani kao mmol ekvivalenta troloksa (ET) po

kg suvog uzorka (suva masa semenki i liS¢a vinove loze, mmol ekvivalenta troloksa
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(ET) po kg zaledenog uzorka (zaledena masa pokozice, mezokarpa, kao i cele bobice),

ili kao mmol ekvivalenta troloksa (ET) po 1L vina.

3.6.3. Odredivanje sadrzaja ukupnih antocijana

Sadrzaj ukupnih antocijana odreden je u ekstraktima pokozica i celih bobica
crnih sorti vinove loze, kao i u uzorcima crvenih vina.

Za odredivanje ukupnog sadrZaja antocijana koriS¢ena je pH-diferencijalna
metoda. Ispitivani rastvori su pripremljeni razblazivanjem ekstrakata i vina u rastvorima
pufera pH 1,0 (HCI/KCI, 0,025 mol/L) i pH 4,5 (CH;COOH/CH3COONa, 0,4 mol/L).
Nakon 30 minuta inkubacije na sobnoj temperaturi, izmerene su apsorbancije oba
rastvora na dve talasne duzine, na 520 nm i na 700 nm. Ultracista voda je koris¢ena kao

slepa proba. Sadrzaj ukupnih antocijana odreden je preko formule:

TAC (mg/L) = (A - M - DF - 1000) / (¢ - 1)

u kojoj je:
A = [(As20 - A700)pH1 — (As20 - A700)pH4,5]
M - molekulska masa (M = 493,2 g/mol za malvidin-3-glukozid)
DF- faktor razblazenja (Dilution Factor)
&- molarna apsorptivnost (¢ = 28000 1/mol-cm za malvidin-3-glukozid)
| - duzina optickog puta kivete (1 cm).
Sadrzaj ukupnih antocijana predstavljen je kao g ekvivalenata malvidin 3-
glukozida po kg zaledenog uzorka pokozice ili bobice, ili kao g ekvivalenata malvidin

3-glukozida po 1L uzorka vina.

3.7. Analiza grozda, liS¢a i vina primenom masene spektrometrije

3.7.1. Kvantifikacija polifenolnih jedinjenja primenom UHPLC-DAD MS/MS

Osnovni standardni rastvor koji je koriS¢en za identifikaciju polifenola

pripremljen je kao smesa pojedina¢nih standarda polifenolnih jedinjenja. Pocetni rastvor
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koncentracije 1000 mg/L (koncentracija svakog pojedinacnog polifenola) napravljen je
rastvaranjem standarda u metanolu. Daljim razblazivanjem ovog rastvora dobijena je
serija od sedam standardnih rastvora sledec¢ih koncentracija: 0,01, 0,05, 0,10, 0,25, 0,50,
0,751 1,00 mg/L. Svi pripremljeni rastvori ¢uvani su u mraku na temperaturi od -20 °C.
Kalibracione krive su konsturisane kao zavisnost povrSine pikova od koncentracije
standarda (za svaki standard pojedinacno).

Sadrzaj polifenolnih jedinjenja (neantocijanske frakcije) utvrden je primenom
Dionex Ultimate 3000 UHPLC sistema sa UV detektorom (Diode Array Detector, DAD)
i TSQ Quantum Access Max masenim spektrometrom Kkoji se sastoji od detektora sa tri
analizatora - trostruki kvadrupol (Triple quadrupol, QQQ).

Polifenolna jedinjenja su razdvojena na C18 koloni (Syncronis, ThermoFisher
Scientific), dimenzija 100 x 2,1 mm, 1,7 pm (na 40 °C). Upotrebljena je mobilna faza
voda + 0,1% siréetna kiselina (A) 1 acetonitril (B) u slede¢em gradijentu koncentracija:
0,0-2,0 min 5% B; 2,0-12,0 min 5-95% B; 12,0-12,2 min 95-5% B; i 5% B do 15 min.
Injekciona zapremina bila je 5 pL, protok 0,3 mL/min, a snimanje je vrSeno na talasnim
duzinama 254 nm i 280 nm. Za potrebe kvantifikacije polifenolnih jedinjenja koris¢ena
je elektrosprej jonizacija u negativhom jonizacionom modu, na 200 °C, pri naponu
spreja 5 kV i temperaturi kapilare od 300 °C. Jonizacija je obuhvatala opseg od 100 do
1000 m/z.

Za svaki standard snimljeni su molekulski jon i dva najintenzivnija fragmenta iz
MS? spektra. Za kontrolu rada instrumenta koridéen je Xcalibur softver (verzija 2.2).
Polifenoli su identifikovani direktnim poredenjem sa komercijalnim standardima.
Ukupan sadrzaj svakog jedinjenja izraCunat je integracijom povrsina pikova i izraZen je
kao mg/kg suvog uzorka (suva masa semenki i lis¢a vinove loze), ili kao mg/kg
zaledenog uzorka (zaledena masa pokozice, mezokarpa, i cele bobice), odnosno kao

mg/L vina.
3.7.2. Identifikacija antocijana primenom UHPLC-LTQ Orbitrap MS/MS

Za analizu antocijana, njihovo razdvajanje i identifikaciju, koriséen je sistem za
ultra-efikasnu tecnu hromatografiju sa kvaternarnom pumpom (Accela 600) i

autosemplerom (Accela, ThermoFisher Scientific), povezanim sa hibridnim masenim
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spektrometrom visoke rezolucije (UHPLC-LTQ OrbiTrap XL) sa elektrosprej
jonizacijomu (Electro Spray lonization, ESI).

U cilju identifikacije antocijana, maseni spektrometar je bio podeSen za rad u
pozitivnhom jonizacionom modu, a parametri jonskog izvora su bili podeSeni na sledeci
nacin: napon jonskog izvora 5 kV, napon kapilara 40 V, napon cevi -125 V, temperature
kapilare 275 °C, glavni i pomoc¢ni protok gasa (N2) 30 i 8 proizvodnih jedinica.
Antocijani su analizirani na koloni Hypersil gold C18 (100 x 2,1 mm, 1,9 pm, Thermo
Fisher Scientific). Primenjen je program linearnog gradijentnog eluiranja sa mobilnom
fazom ((A) voda + 1% mravlja kiselina i (B) acetonitril) u slede¢em gradijentu
koncentracija: 0,0-2,0 min 5% B; 2,0-12,0 min od 5% do 95% (B); 12,0-12,2 min od
95% do 5% (B); zatim 5% (B) u naredna 3 minuta. Injektovane su zapremine od 5 ul, a
protok je podeSen na 0,3 mL/min.

Za kontrolu rada instumenta, prikupljanje 1 analizu podataka, koriS¢en je
Xcalibur softver (verzija 2.1, ThermoFisher, Bremen, Nemacka). Antocijani u pokozici
crnih sorti vinove loze i crvenim vinima su identifikovani na osnovu odgovarajuéih
spektralnih karakteristika (maseni spektar, tatna masa, karakteristicna fragmentacija i
karakteristi¢no retenciono vreme). MS spektri su snimani u opsegu od 100 do 1000 m/z.
Podaci 0 molekulskim formulama nepoznatih jedinjenja dobijeni su snimanjem ta¢nih
masa molekulskih jona ([M-H] ), a u cilju definisanja struktura nepoznatih jedinjenja
upotrebljena je MS? fragmentacija.

3.8. Ispitivanje profila flavan-3-ola primenom TLC

Za ispitivanje profila flavan-3-ola u vinima i ekstraktima pokozice, mezokarpa i
semenki, primenjena je tehnika uzlazne tankoslojne hromatografije. Uslovi
hromatografskog odvajanja optimizovani su u cilju dobijanja profila flavan-3-ola.
Primenjeni hromatografski sistemi su prikazani u Tabeli 2. TLC ispitivanja su izvedena
na komercijalno dostupnim plo¢ama dimenzija 10 x 10 cm. KoriS¢ene su dve vrste
stacionarnih faza: celuloza (Merck, Nemacka) i silika-gel 60 Fys4 (Merck, Nemacka).
Trokomponentna smeSa rastvaraca 1-propanol/voda/siréetna kiselina je koriS¢ena kao
mobilna faza na celulozi. Prilikom ispitivanja na silika-gelu kao mobilna faza koris¢ena

je smesa toluen/aceton/mravlja kiselina.
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Uzorci (vina i ekstrakti pokoZzice, mezokarpa i semenki) i standardni rastvor (+)-
katehina su naneti u vidu traka duzine 6 mm, 10 mm od dna plocice i 15 mm od levog
kraja plo¢ice pomoc¢u automatskog aplikatora (Linomat 5, Camag).

Ploce su razvijane u vertikalnoj kadi, nakon Sto je atmosfera u kadi zasi¢ena
parama rastvaraca tokom 15 minuta. Vreme razvijanja bilo je oko 20 minuta (predeni
put mobilne faze oko 8 cm). Sva ispitivanja su izvrSena na sobnoj temperaturi (22 + 2

°C). Nakon razvijanja plo¢ice su suSene fenom 3 minuta.

Tabela 2. Karakteristike hromatografskih sistema kori§¢enih pri razdvajanju flavan-3-

ola u ispitivanim uzorcima.

) Stacionarna ) )
Sistem Mobilna Faza Zapremina uzoraka/standarda

faza

propanol-voda-siréetna kiselina )
I celuloza uzorci: 10 pL; standard: 3 pL
(4:2:1, viIviv)

propanol-voda-siréetna kiselina ~ uzorci 1-5: 5 pL; uzorci 6-10: 3 pL;
I celuloza

(4:2:1, viviv) standard: 3 pL
. toluen-aceton-mravlja kiselina uzorci 1-5: 5 pL; uzorci 6-10: 3 pL;
Il silika-gel
(3:6:1, viviv) standard: 3 pL
. toluen-aceton-mravlja kiselina )
v silika-gel uzorci: 5 pL; standard: 5 pL

(3:6:1, viviv)

. toluen-aceton-mravlja kiselina )
Vv silika-gel uzorci: 5 pL; standard: 3 pL
(3:6:1, viviv)

. toluen-aceton-mravlja kiselina )
Vi silika-gel uzorci: 10 puL; standard: 3 pL
(3:6:1, viviv)

. toluen-aceton-mravlja kiselina )
Vil silika-gel uzorci: 20 pL; standard: 3 pL
(3:6:1, v/viv)

. toluen-aceton-mravlja kiselina )
VIl silika-gel uzorci: 20 pL; standard: 3 pL
(6:3:1, viviv)

Vizuelizacija zona flavanola izvrSena je potapanjem plo€ica u rastvor p-
dimetilaminocinamaldehid (DMACA reagens) na nekoliko sekundi. DMACA reagens sa
flavanolima gradi plavo obojena jedinjenja i omogucava njihovu identifikaciju. PloCice
su potom suSene fenom tokom 3 minuta 1 fotografisane. Za pripremu rastvora za

vizuelizaciju pomesano je 80 mg DMACA reagensa sa 150 mL apsolutnog etanola i
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16,25 mL koncentrovane hlorovodoni¢ne kiseline. Rastvor je kvantitativno prenet u
odmerni sud od 250 mL i dopunjen apsolutnim etanolom do crte. Zuti rastvor je ¢uvan

zasti¢en od svetlosti, u frizideru, sve do promene boje u narandzastu.

3.9. Elementalna analiza grozda, li§¢a i vina primenom ICP-OES

Sastav elemenata u uzorcima grozda, liS¢a i vina, odreden je primenom
indukovano spregnute plazme sa optickom emisionom spektrometrijom (Inductively
Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry, ICP-OES) na instrumentu Thermo
Scientific iCAP 6500 Duo ICP (ThermoFisher Scientific, Cambridge, Velika Britanija).
Uzorci vina pripremljeni su na slede¢i nacin: odmereno je priblizno 100 g vina, koje je
zatim upareno (na vakuum uparivacu) do polovine mase. Od ostatka nakon uparavanja,
oko 10 g je odmereno u teflonske kivete, a zatim dodato 5 mL HNO3; (65%) i 1 mL
H,0; (30%). U kivete u kojima su se nalazili odmereni uzorci grozda (oko 2 g) i liS¢a
(oko 0,75 g) dodato je po 8 mL HNO3 65% i po 1 mL H,0, 30%.

Dalja priprema za elementalnu analizu podrazumevala je mikrotalasnu digestiju
na 200 °C u trajanju od 20 minuta uz upotrebu Ethos 1 (Milestone, Italija)
mikrotalasnog digestora, koji je opremljen rotorom HPR-1000/10S. Nakon digestije,
uzorci su ohladeni na sobnu temperaturu, prebaceni u odmerni sud zapremine 25 mL 1
dopunjeni ultrac¢istom vodom do crte. Na isti nacin je pripremljena i slepa proba. Tako
pripremljeni uzorci direktno su mereni.

Za pravljenje standardnih rastvora za kalibraciju instrumenta koriS¢ena su tri
multielementna standarda, i to: SS-Low Level Elements ICV Stock, ILM 05.2 ICS Stock 1
i Multi-Element Plasma Standard Solution 4, Specpure®.

Dobijeni rezultati su prikazani kao masa elementa po kg zaledenog uzorka
grozda, kao masa elementa po kg suvog uzorka li§¢a vinove loze, odnosno kao masa

elementa po 1L vina.

3.10. Statisticka obrada rezultata

Analiza glavnih komponenata (Principal Components Analysis, PCA) uradena je

primenom PLS Toolbox statistickog paketa (Eigenvector Research, Inc. v. 7.12.0) u
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okviru MATLAB verzije 7.4.0.287 (R2007a) (MathWorks, Inc., Natick, Masacusets,
SAD). Pre izvodjenja analize glavnih komponenata svi podaci su autoskalirani.

Analiza varijansi (Analysis of Variance, ANOVA) je iskoris¢ena za utvrdivanje
stiatisticki znacajne razlike izmedu srednjih vrednosti grupa merenja. Za ANOVA
analizu koris¢en je MS Excel (Microsoft Office 2007 Professional). Dodatno, za
definisanje statisti¢ki znacajne razlike izmedu pojedina¢nih uzoraka primenjen je Tukey
test (NCSS softverski paket, www.ncss.com). U svim slucajevima kada je vrednost za

nivo poverenja (P) bila manja od 0,05 dokazana je statistiCka znacajnost.
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4. NASI RADOVI

Izrada ove doktorske disertacije obuhvatila je nekoliko segmenata:
- Hemijska karakterizacija ploda vinove loze (V. vinifera) i mladih vina dobijenih u
postupku mikrovinifikacije, sa jednog lokaliteta u Srbiji. Polifenolni profil
(neantocijanska frakcija) odreden je u pojedina¢nim delovima bobice (pokozica,
mezokarp i semenke), kao i u sortnim vinima. Definisan je profil antocijana u
pokozicama crnih sorti i odgovarajuéim crvenim vinima. Osim toga, odreden je
elementalni sastav grozda i vina.
- Analiza polifenolnih jedinjenja u ekstraktima grozda Kklonova sorti ’Merlot’ i
’Cabernet Franc’, u razli¢itim fazama sazrevanja bobice. Odreden je sastav pojedinacnih
polifenolnih jedinjenja, sadrzaj ukupnih polifenola, sadrzaj ukupnih antocijana, kao i
antioksidativna aktivnost grozda u tri razli¢ite faze razvoja, u periodima formiranja
bobice, sarka i potpuno zrelog grozda.
- Odredivanje polifenolnog profila, antioksidativne aktivnosti i elementalnog sastava
lis¢a razli¢itih sorti vinove loze koje su uzgajane na dva lokaliteta u Srbiji. Takode,
odreden je elementalni sastav uzoraka grozda.
- Hemijska karakterizacija autohtonih sorti koje su uzgajane na razli¢itim vinogorjima u
Srbiji i mladih sortnih vina dobijenih u postupku mikrovinifikacije. U pojedina¢nim
delovima bobice (pokozica, semenke 1 mezokarp) 1 vinu odreden je sadrZzaj ukupnih
polifenola, antioksidativna aktivnost, kao i sadrzaj ukupnih antocijana. Takode, ispitan

je profil flavan-3-ola pojedinaé¢nih delova bobice i vina.
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4.1. Hemijska karakterizacija grozda i mladih sortnih vina

U okviru ovog dela istrazivanja ispitan je polifenolni profil i elementalni sastav
razli¢itih crnih i belih vinskih sorti u fazi pune zrelosti, kao i mladih sortnih vina
dobijenih od ispitivanog grozda u postupku mikrovinifikacije. Analizirano je sedam
crnih sorti (‘Cabernet Sauvignon', 'Merlot', ‘Cabernet Franc', 'Shiraz', 'Sangiovese', 'Pinot
Noir' i 'Prokupac') i Sest belih sorti vinove loze (‘Riesling’, 'Chardonnay’, 'Sauvignon
Blanc', 'Welschriesling', 'Pinot Gris' i 'Petra’). Sve sorte su uzgajane na istoj lokaciji, u
Beogradu, na oglednom dobru Poljoprivrednog fakulteta. U ispitivanim uzorcima
grozda i vina odreden je sadrzaj ukupnih polifenola i antioksidativna aktivnost, a uz
pomo¢ dostupnih standarda polifenolih jedinjenja i UHPLC-DAD MS/MS sistema
odreden je sadrzaj pojedina¢nih polifenola. Upotrebom UHPLC-MS/MS Orbitrap
tehnike, identifikovani su antocijani prisutni u ekstraktima pokozica crnih sorti vinove
loze i uzorcima crvenih vina. Dodatno, odreden je elementalni sastav u svim uzorcima

grozda i vina pomocu ICP-OES sistema.

4.1.1. Sadrzaj ukupnih polifenola i antioksidativna aktivnost semenki, pokoZice i

mezokarpa

Koriste¢i spektroskopske metode, odreden je sadrzaj ukupnih polifenola, kao i
antioksidativna aktivnost ispitivanih uzoraka. Na osnovu podataka prikazanih u Tabeli 3
moze se zakljuciti da su polifenoli uglavnom zastupljeni u semenkama i u pokozici, dok
su veoma male koli¢ine pronadene u mezokarpu, §to je u saglasnosti sa literaturnim
podacima (Garrido i Borges, 2013).

Srednja vrednost za TPC u semenkama crnih sorti iznosila je 69,59 g EGK/kg.
'‘Cabernet Franc' pokazao je najmanju vrednost za TPC (38,02 g EGK/kg), dok su
najvece vrednosti pronadene u semenkama sorti 'Pinot noir' (102,98 g EGK/kg) i
'Prokupac' (101,25 g EGK/kg). Sto se tice semenki belih sorti, TPC se kretao u opsegu
od 47,55 do 98,89 g EGK/kg. Antioksidativna aktivnost semenki je takode veca od
vrednosti koje su dobijene za pokozicu i mezokarp. Najveca RSA vrednost u
semenkama crnih sorti pronadena je u uzorku 'Prokupac’ (967,90 mmol ET/Kg), a

najmanja u uzorku 'Sangiovese' (406,59 mmol ET/kg). Od semenki belih sorti, najveéi
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antioksidativni potencijal pokazao je uzorak 'Pinot gris' (1039,92 mmol ET/kg), a
najmanji hibridna sorta 'Petra’ (586,11 mmol ET/Kg). Srednja vrednost RSA u slucaju
semenki crnih sorti iznosila je 657,92 mmol ET/kg, dok je u slu¢aju semenki belih sorti
ta vrednost bila veca, 816,55 mmol ET/kg.

Pokozice crnih sorti imale su ve¢i sadrzaj ukupnih polifenola (od 7,21 g EGK/kg
u uzorku 'Pinot noir', do 12,32 g EGK/kg u sorti 'Prokupac') u odnosu na pokozice belih
sorti (od 0,39 g EGK/kg u 'Welschriesling', do 3,71 g EGK/kg u "Pinot gris'). Najvece
vrednosti za sadrzaj polifenola, kao i antioksidativnu aktivnost, pronadene su u pokozici
crne sorte 'Prokupac’ (TPC = 12,32 g EGK/Kkg, RSA = 132,59 mmol ET/Kg), a hajmanje
u uzorku bele sorte "Welschriesling' (TPC = 0,39 g EGK/kg, RSA = 26,25 mmol ET/Kg).

U svim ispitivanim sortama, sadrzaj ukupnih polifenola bio je najmanji u
mezokarpu i veoma malo se razlikovao medu sortama, pri cemu je opseg iznosio 0,07-
0,20 g EGK/kg. U ovom delu bobice pronadene su i1 najmanje vrednosti za
antioksidativnu aktivnost, koje su takode ujednacene medu sortama.

Rezultati dobijeni za sadrzaj ukupnih polifenola u pokozici i semenkama
dobijeni u okviru ovog istrazivanja su u saglasnosti sa ve¢ objavljenim rezultatima (Ky i
sar., 2014), dok su vrednosti antioksidativnog potencijala znacajno vece u odnosu na
literaturne podatke (Rockenbach i sar., 2011).

Analiza varijanse (Analysis of Variance, ANOVA) nije ukazala na statisticki
znacajnu razliku izmedu sadrzaja ukupnih polifenola (P <—1; F = 0,035; Fyi; = 4,844) i
antioksidativne aktivnosti (P < —1; F = 2,239; Fyit = 4,844) izmedu semenki crnih i
belih sorti vinove loze. Znacajna razlika izmedu crnih i belih sorti nije pronadena ni
poredec¢i TPC (P <—1; Feit = 4,844; F = 0,197) i RSA (P <-—1; Feit = 4,844; F = 0,829)
mezokarpa. Nasuprot tome, znacajne razlike izmedu sorti pronadene su poredenjem
ukupnih polifenola u ekstraktima ispitivanih pokozica (P < —1; Fit = 4,844; F =
76,748) 1 antioksidativne aktivnosti pokozica (P < —1; Fqit = 4,844; F = 50,480).
Dodatno poredenje rezultata postignuto je primenom Tukey testa kojim je ispitana

znacajnost razlike (P < 0,05) medu pojedina¢nim uzorcima (Tabela 3).

48

Milica Sredojevié Hemijski fakultet



Nasi radovi

Tabela 3. Sadrzaj ukupnih polifenola (TPC) i antioksidativna aktivnost (RSA) u semenkama, pokozici i mezokarpu ispitivanih sorti vinove

loze.
U " TPC (g EGK/kg) RSA (mmol ET/Kkg)
Zora
semenke pokozica mezokarp semenke pokozica mezokarp
Crne sorte
Cabernet Sauvignon 69,57+2,67° 9,10+0,18° 0,09+0,00" 670,86+14,34° 97,26+0,71° 14,71+0,07°%
Merlot 77,38+0,97° 8,26+0,18° 0,12+0,01% 481,69+10,89" 92,31+1,41° 12,13+0,03'
Cabernet Franc 38,02+0,46' 7,43+0,08" 0,09+0,00" 577,62+10,86° 78,54+4,23° 16,42+0,07™
Sangiovese 47,38+1,55" 10,69+0,02° 0,11+0,00° 406,59+10,94° 100,57+0,70" 18,15+0,92"
Shiraz 50,540,199 10,13+0,25° 0,17+0,01° 637,53+25,48° 103,96:+4,94° 14,92+0,24%%
Pinot Noir 102,98+0,58% 7,21+0,10 0,20+0,01° 863,29+10,91° 95,10+3,53% 16,55+0,10™
Prokupac 101,25+5,23% 12,32+0,19° 0,07+0,00° 967,90+3,64° 132,59+4,24% 16,33+0,64"
Bele sorte
Riesling 84,42+0,19° 0,57+0,00/ 0,12+0,00% 830,26+10,95° 30,26+0,70" 12,59+0,11%
Petra 47 55+0,46" 1,06+0,01' 0,12+0,00° 586,11+25,26° 30,57+0,35™ 13,53+0,00%"
Sauvignon Blanc 54,26+1,16° 0,51+0,00’ 0,09+0,00" 624,37+25,87° 33,65+1,40" 15,96+0,27"
Welschriesling 86,66+1,93° 0,39+0,03’ 0,12+0,00% 945,02+10,91° 26,25+4,23' 17,73+0,85"
Chardonnay 62,34+0,19' 2,04+0,05" 0,07+0,00° 873,62+0,00" 46,86+2,40° 14,35+0,03%
Pinot Gris 96,89+2,51° 3,71+0,09¢ 0,15+0,00° 1039,92+0,00% 64,07+1,75 13,68+0,20%
Razli¢ita slova u istoj koloni oznacavaju znacajnu razliku izmedu sorti prema Tukey testu, P < 0,05.
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Pored toga, vrednosti antioksidativne aktivnosti dobijene za semenke, pokozicu i
mezokarp uporedeni su sa sadrzajem ukupnih polifenola. Rezultati su ukazali na
postojanje statisticki znacajne korelacije izmedu RSA i TPC vrednosti u semenkama (r =
0,76) 1 pokozici (r = 0,98). Medutim, nije utvrdena korelacija izmedu RSA i TPC

vrednosti dobijenih za ekstrakte mezokarpa.

4.1.2. Sadzaj ukupnih polifenola i antioksidativna aktivnost vina

Vrednosti dobijene za ukupne polifenole i antioksidativnu aktivnost ispitivanih

uzoraka vina prikazane su u Tabeli 4.

Tabela 4. Sadrzaj ukupnih polifenola (TPC) i antioksidativna aktivnost (RSA) mladih

sortnih vina.
Uzorak TPC (g EGK/L) RSA (mmol ET/L)
Crvena vina
Cabernet Sauvignon 1,10 +0,01° 8,04 + 0,08
Merlot 0,89 +0,01° 6,46 + 0,32°
Cabernet Franc 0,96 + 0,00° 6,57 +0,27°
Sangiovese 1,00 + 0,00° 7,45 +0,05°
Shiraz 0,67 +0,02' 4,29 +0,11'
Pinot Noir 0,95 + 0,01° 5,72 + 0,24°
Prokupac 2,60 +0,03% 15,06 + 0,43?
Bela vina
Riesling 0,20 + 0,00" 1,16 + 0,09%"
Petra 0,19 + 0,00" 1,18 + 0,079
Sauvignon Blanc 0,17 + 0,00’ 1,07 + 0,04
Welschriesling 0,22 +0,00%" 1,15+ 0,13"
Chardonnay 0,19 + 0,02 1,14 +0,07"
Pinot Gris 0,14 + 0,01/ 1,10 + 0,08'

Razlidita slova u istoj koloni ozna¢avaju zna¢ajnu razliku izmedu sorti prema Tukey testu, P < 0,05.
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Sadrzaj ukupnih polifenola u analiziranim crvenim vinima kretao se u opsegu od
0,67 g EGK/L ('Shiraz") do 2,60 g EGK/L (‘Prokupac’). Ocekivano, ove vrednosti su i do
Sest puta vece u odnosu na koli¢ine polifenola u belim vinima koje se krecu od 0,14 g
EGK/L u vinu 'Pinot Gris', do 0,22 g EGK/L u vinu 'Welschriesling'.

Razlike u sadrzaju polifenola u belim i crvenim vinima uglavnom poti¢u od
razlika u polifenolnom sastavu izmedu razli¢itih sorti od kojih su vina napravljena, ali i
usled razlicitih postupaka vinifikacije koji se koriste za proizvodnju crvenog i belog
vina. Najveéi deo polifenolnih jedinjenja u vinu potice iz bobice, pre svega semenki i
pokozice. S obzirom da u toku proizvodnje belih vina pokoZica i semenke ne ulaze u
proces fermentacije, kao 1 da je period kontakta izmedu ovih ¢vrstih delova bobice 1 Sire
kratak, razlika izmedu TPC vrednosti u belim i crvenim vinima je o¢ekivana.

U literaturi se mogu pronaci brojni radovi u kojima su zabelezene razlicite
vrednosti za sadrzaj polifenola u crvenim vinima (Burns i sar., 2000; Stratil i sar., 2008;
Kallithraka i sar., 2006; Gonzalez-Neves i sar., 2013). Kao faktori koji uti¢u na sadrzaj
polifenola u crvenim vinima navode se sortne razlike, zrelost grozda, klimatski uslovi,
razli¢ite tehnike vinifikacije koje se koriste u proizvodnji crvenih vina, uslovi
skladiStenja, kao 1 proces starenja vina, $to ukazuje na to da nije jednostavno poredenje
vina sa razli¢itih prostora u pogledu polifenolnog sadrzaja i tumacenje. Ipak, poredeci
naSe rezultate sa podacima iz literature, primecen je slican sadrzaj ukupnih polifenola u
vinu sa podrudja Ceske (Stratil i sar., 2008) u sluaju crvenih vina (opseg TPC za
crvena Ceska vina iznosio je 0,85-1,97 g EGK/L), dok su vrednosti za bela vina nize u
poredenju sa nasim rezultatima. U crvenim vinima sa podru¢ja Gréke koje su ispitivali
Kallithraka i saradnici (2006) opseg sadrzaja polifenola TPC (0,62-3,20 g EGK/L) bio
je nesto veci u poredenju sa nasim rezultatima.

Od analiziranih crvenih vina najvecu antioksidativnu aktivnost pokazao je
'Prokupac’ (15,06 mmol ET/L), a najmanju vino 'Shiraz' (4,29 mmol ET/L). Ove
vrednosti su i do osam puta vise u odnosu na rezulatate dobijene za RSA u belim vinima
(od 1,07 mmol ET/L u 'Sauvignon Blanc' do 1,18 mmol ET/L u uzorku 'Petra’).
Primenom linearne regresione analize utvrdena je statisticki znaCajna zavisnost (I =
0,99) izmedu TPC i RSA vrednosti odredenih za ispitivana vina, §to ukazuje na to da

antioksidativna aktivnost ispitivanih uzoraka uglavnom potice od prisutnih polifenola.
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4.1.3. Polifenolni profil semenki, pokoZice i mezokarpa

U ispitivanim ekstraktima semenki kvantifikovana su 22 polifenolna jedinjenja
(Tabela 5). Ukupno pet hidroksibenzoevih kiselina (galna, protokatehuinska, p-
hidroksibenzoeva, gentisinska i elaginska) kvantifikovano je u svim ekstraktima
semenki, a dobijeni rezultati su ukazali na razlike izmedu ispitivanih sorti vinove loze.
Sadrzaj galne kiseline u semenkama crnih sorti kretao se izmedu 78,10 mg/kg (‘Merlot’)
1 289,13 mg/kg (‘Prokupac’), dok je u semenkama belih sorti taj opseg iznosio od 54,66
mg/kg (‘Welschriesling’) do 91,13 mg/kg (‘Petra’). Ovi podaci su u saglasnosti sa
rezultatima koje su objavili Godevaci i saradnici (2010). Najvece koli¢ine elaginske
kiseline kvantifikovane su u semenkama crnih sorti 'Sangiovese' (62,19 mg/kg) i
'Prokupac’ (77,17 mg/kg). Dobijeni rezultati, zajedno sa podacima iz radova koje su
objavili Godevac sa saradnicima (2010) i Prodanov sa saradnicima (2013), u kojima se
takode navodi prisustvo elaginske kiseline u semenkama sorti ‘Prokupac’, ‘Muscat
Hamburg' i 'Malvar', koje pripadaju rodu V. vinifera, donekle su u suprotnosti sa
rasprostranjenim misljenjem da je prisustvo elaginske kiseline jedinstveno za plod roda
Vitis rotundifolia (Sandhu i Gu, 2010). Koli¢ine protokatehuinske kiseline koja je
pronadena u opsegu od 2,72 do 8,26 mg/kg i p-hidroksibenzoeve kiseline (opseg 7,50-
13,71 mg/kg) u saglasnosti su sa podacima iz literature (Godevac i saradnici, 2010).

Od hidroksicinaminskih kiselina, u semenkama su pronadene hlorogena,
kofeinska i ferulinska kiselina. Hlorogena i kofeinska kiselina prisutne su u svim
ispitivanim uzorcima, a najvece koli¢ine obe kiseline pronadene su u semenkama sorte
‘Riesling' (hlorogena: 4,18 mg/kg, kofeinska: 1,58 mg/kg). Ferulinska kiselina nije
identifikovana u semenkama dve sorte, "Welschriesling' i ‘Chardonnay’.

U literaturi se mogu pronaci podaci koji ukazuju na to da su u semenkama
izolovanim iz grozda, od svih polifenolnih jedinjenja najvise zastupljeni flavan-3-oli,
kao i da postoje znacajne razlike medu sortama u pogledu njihovog sadrzaja (Gonzalez-
Manzano i sar., 2004; Di Lecce i sar., 2014). Nasa istrazivanja polifenolnog profila
semenki nedvosmisleno potvrduju pomenute literaturne podatke. Jedinjenja iz grupe
flavan-3-ola su detektovana u semenkama svih ispitivanih sorti, sa izuzetkom

epigalokatehin galata koji nije identifikovan u dva uzorka (‘Merlot' i 'Sangiovese’).
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Tabela 5. Sadrzaj pojedina¢nih polifenola u semenkama ispitivanog grozda (rezultati su izrazeni kao mg/kg suvog uzorka).

. o Cabernet Cabernet . . Pinot o Sauvignon o Pinot
Polifenolna jedinjenja . Merlot Sangiovese Shiraz . Prokupac  Riesling Petra Welschriesling ~ Chardonnay .
Sauvignon Franc Noir Blanc Gris

Hidroksibenzoeve kiseline

1 Galnakiselina 98,331 78,100  127,33° 147,38° 88,79° 136,74*  289,13° 80,55 91,13* 80,58 54,66' 65,75" 71,099
Protokatehuinska

2 1,02¢ 2,34° 0,82¢ 0,95¢ 0,98¢ 0,83¢ 1,43° 3,80° 0,97¢ 3,50° 1,88™ 2,22° 0,92¢
kiselina
p-Hidroksibenzoeva b a a p . b . b . d p g .

3 12,79 13,65 13,71 7,71 8,98 10,88 9,60 11,89 6,27 7,53 7,81 7,50 9,72
kiselina

4 Gentisinska kiselina 15,03 23,38° 18,41 17,407 17,39%%  16,07%F  16,83% 20,01° 13,67 18,59 20,00° 14,38° 19,20™

5  Elaginskakiselina ~ 14,34° 8,92" 15,31° 62,19 11,99° 10,749 7717° 9,23" 10,18° 14,84° 14,54° 12,26 33,37°
Hidroksicinaminske kiseline

6  Hlorogena kiselina ~ 2,27° 3,58° 2,92° 2,98° 2,94° 2,89° 2,90° 4,18° 2,91° 2,88° 2,90° 2,89° 2,90°

7  Kofeinska kiselina ~ 1,23* 1,21% 0,97° 1,43® 1,20® 1,06® 0,96 1,58° 1,24® 0,90° 0,96° 0,89° 0,91°

8  Ferulinska kiselina ~ 1,09° 0,65° 041" 0,78f 0,44" 2,17° 1,75¢ 2,66° 0,75 1,65¢ - - 3,242
Kumarini

9  Eskulin 2,042 187" 1,71° 2,02° 1,82° 1,81° 1,70° 1,90° 167° 1,58° 1,76° 1,61° 1,78°
Flavan-3-oli

10  Epigalokatehin 16,93% 3,73 423° 431° 3,84° 39,29 12,28 44,71 9,91% 40,36° 21,77 13,47™ 39,26°

11  Katehin 691,13° 29,24" 66,109 133,77 13,69' 270,26° 1111,66° 77,91" 180,00°  44,94" 122,78 100,06 163,02%

12 Epikatehin 511,54° 13,88° 32,269 19,41 10,26' 223,08°  124,10° 57,95 97,07¢ 35,28¢ 73,12 50,48 86,641
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13 Galokatehin galat 625,11% 37,645 21,72 196,06% 28,27 1454,60°  788,80° 337,11%  349,29%  480,93° 485,46° 266,43¢ 481,71°
14  Katehin galat 391,03 31,665  89,26% 40,40%f 21,19 253,11° 296,07 133,199 134,81  111,04%%f 111,48 122,36 139,53°
Epigalokatehin
15 P9 413 - 3,96° - 387" 421° 5,08 4,05° 3,96° 432° 3,99 4742 371°
galat
Flavonoli
16  Kempferol 1,26° 1,59° - 1,28° - - - 1,74° - - 1,16° - -
17 Kvercetin 29,89° 1,15% 0,409 7,619 0,22° 11,72¢ 10,30% 21,13 3,90°% 6,040 15,65™ 14,75% 6,681
18  Rutin 2,14% 2,120 1 ggPede 1,48% 1,31° 2,33%° 2,090 3,00° 3,09° 1,90 2,60% 2,110 1,76%¢
19  Miricetin 2,56 2,22  2.28° 2,32° 2,27° 2,42% 2,32% 2,50% 2,48% 2,30° 2,42 2,30° 2,34
Flavanoni
20  Naringin 1,55® 1,43° 1,55% 1,64® 1,51° 1,80% 2,09° 1,63% 1,62%® 1,78% 1,63® 1,54® 1,86®
21 Hesperetin 0,97° - 0,70° - - 0,71° - - 0,57 - 0,91% 0,78° -
Flavoni
22 Apigenin 1,22¢ 0,79"¢ 0,48 0,93* 0,47f 0,93" 0,82 1,27° 0,94° 0,710 0,70¢4%f 0,59%f 0,76
Razli¢ita slova u istom redu oznadavaju znacajnu razliku izmedu sorti prema Tukey testu, P < 0,05. Brojevi ispred jedinjenja u Tabeli 5 odgovaraju oznakama na Slici 7; 2A.
1) J
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Galokatehin galat je dominantan flavan-3-ol u skoro svim semenkama, osim u
semenkama sorti 'Cabernet Sauvignon', ‘Cabernet Franc' i 'Prokupac’. U semenkama
'‘Cabernet Sauvignon' i 'Prokupac’ preovladuje katehin, ¢ije koli¢ine redom iznose
691,13 mg/kg i 1111,66 mg/kg, dok u uzorku 'Cabernet Franc' najvise ima katehin
galata (89,26 mg/kg). Najmanji sadrzaj ukupnih flavan-3-ola u semenkama crnih sorti
vinove loze pronaden je u uzorku 'Shiraz' (81,12 mg/kg). Nasuprot tome, ekstrakt
semenki autohtone sorte 'Prokupac’ pokazao je najve¢i ukupni sadrzaj ispitivanih
flavan-3-ola, sa najvise katehina i galokatehin-galata (81% od ukupnih flavan-3-ola, a
skoro 50% od ove vrednosti pripada katehinu). U semenkama 'Pinot noir' sadrzaj flavan-
3-ola je takode visok (ukupno 2244,56 mg/kg, sa najveéim udelom galokatehin-galata
od oko 65%). Sli¢ni rezultati objavljeni su u istrazivanju Ferreira i saradnika (2016) gde
je ispitivan sadrzaj polifenolnih jedinjenja u grozdu 'Pinot noir', 'Pinot gris' i 'Pinot
blanco'. Najve¢i sadrzaj epikatehina (i do 50 puta ve¢i nego u drugim uzorcima)
pronaden je u semenkama sorte 'Cabernet Sauvignon' (511,54 mg/kg). Sto se tice belih
sorti, najmanji sadrzaj ukupnih flavan-3-ola pronaden je u semenkama 'Chardonnay'
(557,536 mg/kg), a najveci u semenkama uzorka 'Petra’ (775,04 mg/kg). 1z ove grupe
polifenolih jedinjenja u svim semenkama belih sorti najvise je zastupljen galokatehin
galat.

Od flavonola, kvercetin, rutin i miricetin kvantifikovani su u svim analiziranim
uzorcima semenki, dok je kempferol pronaden samo u pet uzoraka (‘Cabernet
Sauvignon', 'Riesling’, '‘Merlot', 'Sangiovese' i 'Welschriesling').

Nasa istraZivanja su pokazala da su u ispitivanim pokoZicama u najveéim
koli¢inama prisutni polifenoli iz gupe flavonola (Tabela 6), §to je u saglasnosti sa
rezultatima iz literature (Mattivi i sar., 2006; Di Lecce i sar., 2014). U svim ispitivanim
uzorcima pokozica pronadeni su kvercetin, i to u opsegu od 0,57 mg/kg (‘Chardonnay’)
do 121,94 mg/kg ('Shiraz'), i rutin koji je detektovan u opsegu od 0,88 mg/kg u
ekstraktu pokozice 'Pinot Noir' do 38,97 mg/kg u ekstraktu pokozice 'Sangiovese'. U
pokozicama crnih sorti vinove loze dominantan flavonol je kvercetin, osim u
pokozicama sorti 'Pinot Noir' i 'Cabernet Franc' u kojima je najvise pronadeno
miricetina. Rutin se nalazi na tre¢em mestu po zastupljenosti u pokozicama crnih sorti
vinove loze. U pokozicama belih sorti kvercetin je najviSe zastupljen, sa izuzetkom

uzoraka 'Chardonnay' i 'Pinot Gris', u kojima preovladuje rutin.
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Tabela 6. Sadrzaj pojedina¢nih polifenola u pokozicama ispitivanog grozda (rezultati su izrazeni kao mg/kg zaledenog uzorka).

. o Cabernet Cabernet . . Pinot o Sauvignon o Pinot
Polifenolna jedinjenja . Merlot Sangiovese  Shiraz . Prokupac Riesling Petra Welschriesling  Chardonnay .
Sauvignon Noir Blanc Gris
Franc
Hidroksibenzoeve kiseline
1 Galnakiselina 3,66° 3,66° 8,76% 4,80° 5,85° 2429 3,90% 2,449 3,71° 4,254 457 2,78 2,349
2 Protokatehuinska kiselina 0,44° 0,48° 0,43° 0,44° 0,44° 0,40° 0522 0,35° 0,40¢ 0,55° 0,44° 0,49 0,54
3 p-Hidroksibenzoeva kiselina ~ 1,60% - 0,44¢ 0,30° 0,77 142° - - - - - - -
4 Gentisinska kiselina 6,741 - - 10,16 8,74° 564°  7,15¢ - 7,98° 1,47 - 587 5,90°
5  Elaginska kiselina 1,06¢ 0,64° 3,85° 1,59° 0,96¢ 073" 073 0,44 105,46  0,55" 0,92° 017 0,42
Hidroksicinaminske kiseline
6  Hlorogena kiselina 2,68° 2,55° 2,63° 3,06 2,74° 2,01°  2,09° 1,61° 1,72¢ 1,46' 1,62° 1,72¢ 1,75¢
7 Kofeinska kiselina 0,59° 0,53 0,50° 0,842 0,67° 054" 073" 0,65% 0,75 0,49° 0,63¢ 0,58° 0,51°
8  p-Kumarinska kiselina 1,14° - - 5,59° 439" 0,11° - - - 0,22° 0,72¢ 0,14
9 Ferulinska kiselina 1,59° 2,201 10,33° 6,62° 6,98° 212" 246 11,83 8,92¢ 10,94° 8,95¢ 13,952 13,332
Kumarini
10  Eskulin 1,26™ 1,08¢ 0,90° 1,13¢ 1,30° 0,91° 131° 1,43% 1,75 0,80° 1,18° 1,20° 1,15°
Flavan-3-oli
11  Galokatehin 413" 4,622 3.81° 3,08¢ - 291° - - 2,65 - - - 3,09¢
12  Epigalokatehin 1,95¢ 2,24° 2,19 2,03° 1,90° 242%  1,98° 2,01° - 1,98° 1,98° 2,25° 2,09°
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13 Katehin 5,90° 7,47° - 3,93¢ 5,42° - - - 3,27° - 6,60 - -
14 Epikatehin 3,01° - - - 3,02° - - - 3,56° - - 2,95° -
15  Galokatehin galat 9,04° 8,62° 9,02° - - - - 9,06° 9,01° - 8,94° 11,60° 8,93°
16  Katehin galat 0,75° 0,74° 0,70° 0,76° 0,80 - - - 0,74° - 0,84° 0,76° 0,81°
17  Epigalokatehin galat - - - - - - - 2,13° 2,15° 1,95° 2,10 2,512 2,07°
Flavonoli
18  Morin - - - 0,77° 1,73 - 0,90 0,09° - 0,06° 0,41° - -
19 Kempferol 3,60° 1,01° 0,60° 8,18° 8,93° - 5,34° 8,58° 0,80° 3,69¢ 8,44%® 0,60° 092
20  Kvercetin 41,25° 14,36 9,72 65,77° 121,94 2,61"  44,72° 15,51° 4,88° 14,69° 34,561 0,57 1,66'
21 Rutin 15,82° 10,91  2,26° 38,97° 1499° 088" 1,30 4,39° 3,23 2,06° 22,61° 11,67 21,98°
22 Miricetin 17,77° 14,29° 11,55 46,64° 3514°  12,40° 7,70 1,17° 1,18° 1,34° 1,28° - 1,21°
Flavanoni
23 Naringin 0,70° 0,70° - - 0,77 - - - - - 0,89° 0,84° 0,90°
24 Hesperetin - 0,44" 0,40° 1,21° 3,09° - - 0,52% - 0,56 2,30° 0,48° 0,50°
Flavoni
25  Apigenin 0,27 026° - 0,25 0,27 - 0,24° 0,23 - - 0,26 - -
Stilbeni
26 Resveratrol 9,61° 5,80¢ - - - 564% 13,427 - 9,80 6,53° 10,10° - -
Razli¢ita slova u istom redu oznaéavaju znacajnu razliku izmedu sorti prema Tukey testu, P < 0,05. Brojevi ispred jedinjenja u Tabeli 6 odgovaraju oznakama na Slici 7; 2B.
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Miricetin je u pokozicama crnih sorti pronaden u koli¢inama od 7,70 mg/kg do 46,64
mg/kg, Sto je znacajno vece u odnosu na rezultate dobijene za sadrzaj pomenutog
flavonola u pokozicama belih sorti vinove loze. U ekstraktu pokozice bele sorte
‘Chardonnay' miricetin nije detektovan, dok je u ostalim pokozicama belih sorti
kvantifikovan u opsegu od 1,17 mg/kg do 1,34 mg/kg. Ovi rezultati su u saglasnosti sa
ve¢ publikovanim radovima, u kojima je miricetin predstavljen kao polifenol koji je
karakteristi¢an za pokozicu crnih sorti vinove loze i crvena vina (Castillo-Mufioz i sar.,
2007).

Sadrzaj flavan-3-ola u pokozicama ispitivanih crnih i belih sorti vinove loze
prilicno je ujednacen, Sto je u skladu sa podacima koji se mogu pronaci u literaturi
(Rodriguez-Montealegre i sar., 2006; Pena-Neira i sar., 2007). Posmatraju¢i rezultate
prikazane u Tabeli 6 moze se primetiti da je epigalokatehin galat prisutan samo u
pokozicama belih sorti.

Od ukupno pet kvantifikovanih hidroksibenzoevih  kiselina, galna,
protokatehuinska i elaginska kiselina pronadene su u svim ispitivanim ekstraktima
pokozica. Sadrzaj elaginske kiseline je naroCito visok u uzorku 'Petra’, hibridnoj sorti
stvorenoj u Srbiji, i iznosi 105,46 mg/kg. Sa izuzetkom pokoZzice ove sorte, u drugim
uzorcima sadrzaj elaginske kiseline je veoma nizak i iznosi od 0,17 mg/kg do 3,85
mg/kg. Elaginska kiselina je prisutna u vinskim sortama roda Vitis amurensis L. i
njenim hibridima (Zhao i sar., 2011), pa se moze pretpostaviti da je visok sadrzaj
elaginske kiseline u hibridnoj sorti 'Petra’ rezultat prisustva V. amurensis L. u njenom
poreklu.

Resveratrol je identifikovan u ekstraktima sedam pokoZica ispitivanih sorti.
Uzorak sa najve¢im sadrZajem resveratrola u pokozici je 'Prokupac' (13,42 mg/kg). U
ekstraktima pokozica sorti 'Riesling’, 'Cabernet Franc', 'Sangiovese', 'Shiraz', 'Pinot Gris'
i 'Chardonnay' resveratrol nije pronaden.

Broj kvantifikovanih polifenola 1 njihova koli¢ina u mezokarpu znatno su manji
u poredenju sa brojem 1 koli¢inom koja je odredena u semenkama i pokozici ploda
(Tabela 7).

Od svih hidroksibenzoevih kiselina, najvise je zastupljena gentisinska kiselina,
¢iji sadrzaj nije mnogo varirao medu uzorcima (od 1,10 mg/kg u sorti 'Sauvignon Blanc'
do 1,61 mg/kg u sorti 'Pinot Gris').
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Tabela 7. Sadrzaj pojedina¢nih polifenolnih jedinjenja u mezokarpu ispitivanih sorti (rezultati su izrazeni kao mg/kg zaledenog uzorka).

. ) Cabernet Cabernet . . Pinot Rhi Sauvi o Pinot

Polifenolna jedinjenja/uzorci aberne Merlot aberne Sangiovese  Shiraz ino Prokupac ine Petra auvignon Welschriesling ~ Chardonnay tno
Sauvignon Franc Noir Riesling Blanc Gris

Hidroksibenzoeve kiseline
1 Galnakiselina 0,38 0,41° 0,63° 0,42 063" 074 0,39 0,44° 0,41 040 0,49° 0,59° 0,43°
2 Protokatehuinska kiselina 0,10™ 0,13° 0,12% 0,09° 0,10°  010° 0,09 0,09" 0,09° 0,08 0,09° 0,10™ 0,08°
3 p-Hidroksibenzoeva kiselina 0,18° 0,05¢ 0,02¢ 0,04 0,16® 007 - - 0,05 - - 0,43° 0,06°
4 Gentisinska kiselina 1,17 1,33° 1,32° 1,24° 1,30 1,37 1,19 1,33° 116" 1,10° 1,38° 1,46° 1,61°
5  Elaginska kiselina 0,08° - 0,06° 0,03¢ 0,03¢  002¢ - - 0,11*  0,02¢ - 0,02¢ 0,03¢
Hidroksicinaminske kiseline
6  Hlorogena kiselina 0,29 0,30° 0,31° 0,29 0,30° 032 0,30° 0,33° 0,32*  0,30° 0,322 0,317 0,30°
7 Kofeinska kiselina 0,15 0,30¢ 0,19 0,16' 0,41° 027 0,16' 0,50 2,72* 03¢ 0,50° 0,32° 0,15
8  Ferulinska kiselina 0,63¢ 0,96 3,09% 0,23" 336" 025" 1,04 3,65° 2,96°  3,21° 2,99° 2,28¢ 1,47°
Kumarini
9 Eskulin 0,25° 0,29° 0,25¢ 0,18° 0,31° 0,34 0,23 0,38° 0,30° 0,17° 0,417 0,26° 0,20°
Flavan-3-oli
10  Epigalokatehin 0,37° - 0,39° 0,42° - - 0,42° - 046 042° 0,39° 0,42° 0,38°
11  Galokatehin galat 1,70° 1,89° 1,95% - - 1,71 1,77° 1,69° 1,92 — 1,68° 1,74° 2,04°
12 Epigalokatehin galat 0,43° 0,41° 0,44° 0,39¢ 0,41° 0,39 0,42 0,42 041° 041° 0,42 0,44° 0,49°
Flavonoli
13 Rutin 0,12° 0,12° 0,12° 0,11° 0,13 0,13 - 0,12° 0,12° 011° 0,13° 0,122 0,12°
Flavanoni
14 Hesperetin - 0,07° - 0,08° 007" - - 0,07° 0,08® 0,05 - 0,09° 0,06°

Razli¢ita slova u istom redu oznac¢avaju znadajnu razliku izmedu sorti premaTukey testu, P < 0,05. Brojevi ispred jedinjenja u Tabeli 7 odgovaraju oznakama na Slici 7 (2C).
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Tri hidroksicinaminske Kkiseline (ferulinska, hlorogena i kofeinska kiselina)
identifikovane su u svim ispitivanim ekstraktima mezokarpa. Ferulinska kiselina imala
je najveci sadrzaj u jedanaest uzoraka, dok je u svega dva uzorka ('Sangiovese' i 'Pinot
Noir') dominirala hlorogena kiselina.

Epigalokatehin galat je jedini flavan-3-ol pronaden u svim uzorcima mezokarpa
u opsegu od 0,39 mg/kg (‘'Sangiovese' i ‘Pinot Noir') do 0,49 mg/kg ('Pinot Gris'). Rutin,
jedini kvantifikovani flavonol, pronaden je u mezokarpu svih ispitivanih sorti, osim u

uzorku 'Prokupac'.

4.1.4. Polifenolni profil vina

Sadrzaj fenolnih kiselina i flavonoida u ispitivanim sortnim vinima prikazani su
u Tabeli 8. Od svih ispitivanih polifenolnih jedinjenja u crvenim vinima najvise je
zastupljena galna kiselina, u rasponu od 14,34 mg/L (‘Shiraz’) do 34,23 mg/L
(‘Prokupac'). U preglednom radu koji su objavili Arribas i saradnici (2012) navedeno je
da se koli¢ine galne kiseline u crvenim vinima kre¢u u intervalu od 2 do 500 mg/L. U
vinu autohtone sorte 'Prokupac’ pronaden je i najveci sadrzaj elaginske kiseline (2,62
mg/L) u poredenju sa ostalim ispitivanim vinima. Koli¢ine preostalih hidroksibenzoevih
kiselina (ferulinske i siringinske) u analiziranim vinima u skladu su sa vrednostima koje
se mogu pronaci u literaturi (Cheynier 1 Teissedre, 1998), ili nize u odnosu na literaturne
podatke (Rodriguez-Delgado i sar., 2000).

U ispitivanim uzorcima vina najveci sadrZzaj protokatehuinske kiseline pronaden
je u sortama 'Sangiovese' (2,79 mg/L) i 'Shiraz' (2,45 mg/L), a vanilinske kiseline u
uzorku 'Pinot Noir' (1,84 mg/L). Soleas i saradnici (1997) su takode u vinu sorte 'Pinot
Noir' utvrdili ve¢i sadrzaj vanilinske kiseline (3,70 mg/L) u odnosu na druga analizirana
vina (‘Cabernet Sauvignon', 'Cabernet Franc' i 'Merlot’). Osim iz grozda, vanilinska
kiselina u vino moze da se ekstrahuje 1 iz drvenih buradi u kojima se vina skladiste, kao
i iz plutanih ¢epova (Varea i sar., 2001). Ipak, kako su analizirana mlada vina koja nisu
starila u buradima, pretpostavka je da vanilinska kiselina u uzorcima ispitanim u ovom

radu potice iz grozda.
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Nasi radovi

. o Cabernet Cabernet . . Pinot o Sauvignon o Pinot
Polifenolna jedinjanja . Merlot Sangiovese Shiraz . Prokupac Riesling  Petra Welschriesling Chardonnay .
Sauvignon Franc Noir Blanc Gris
Hidroksibenzoeve kiseline
1 Galna kiselina 15,58" 15,62 17,97° 19,54° 14,34 1523° 34,23 0,39' 038" 0,20° 0,19 0,11" 0,37"
2 Elaginska kiselina 0,33 0,25° 032° 1,39° 015"  037° 2,61° 0,07 024 012" 0,19' 0,19 0,.17°
Protokatehuinska . : .
3 iseli 0,629 0,74° 0,82¢ 2,79 2,45 0,68' 1,10° 0,16j 0,09 053" 0,23 0,21 0,14
iselina
p-Hidroksibenzoeva b J " : ;
4 Kiseli 0,15° 0,30° 0,35 0,09° 0,28° 0,46° 0,20 0,07 0,03' 0,09° 0,08° 0,11 0,09°
iselina
5 Vanilinska kiselina 0,30° 0,45° 0,48" 0,65° 1,20° 1,84° 0,64° - 0,04 0,12 0,08" 0,10° 0,08"
6 Siringinska kiselina 0,78° 1,19° 1,73 0,52' 1,97° 3,13° 1,86™ 0,02 0,03 0,07 0,04 0,139 0,07"
Hidroksicinaminske kiseline
7 Kofeinska kiselina 0,499 0,44" 0,59" 0,521 0,74  071° 1,56% 1,06 057" 031 0,77° 0,28 0,82°
8 Hlorogena kiselina 0,01 0,01 0,01 - - 0,04° 0,08° 0,02 0,02¢  0,02¢ 0,03° 0,02° 0,02
9 p-Kumarinska kiselina 0,459 0,58' 1,01° 0,62' 1,49 0,79¢ 1,64° 0,48° 0200 037" 0,72 0,32 0,69°
10  Ferulinska kiselina 0,02 0,05" 0,10' 0,10' 0,08° 0,18 0,31° 0,21° 0,09®  0,09° 0,33? 0,12° 0,24°
Flavan-3-oli
11 Katehin 0,10° - 0,14% 1,56 - 0,23° 6,04° 0,01' 091° 0,19 0,05" - 0,33
12 Epikatehin 0,15° - 0,15° 2,94° - 0,28° 6,54° - - - - - -
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Flavonoli
13 Hiperozid 0,01¢ 0,05° 0,03° 0,05° 0,05° - 0,452 - - - - - _
14 Miricetin 0,58° - - 0,80° - - 1,137 - - - - - -
Flavanoni
15  Naringin - - - 0,10° 0,02%  0,02¢ 0,16° - - 0,01° 0,01° 0,03 0,02¢
16 Naringenin - - - - - - 0,03 - 0,01°  0,02° 0,01° 0,01° 0,01°
Flavoni
17 Cinarozid 0,23¢ 0,27 0,31° 0,23¢ 0,24° 0,28' 0,61° 0,50° 011" 0,32 0,26' 0,67 0,55°
18  Apigenin - - - - - - 0,02 - - 0,01° 0,01° 0,01° 0,01°
19  Resveratrol - - - - - - 0,06 - - - - - -
20  Florizin 0,04" 0,03' 0,059 0,11° 0,08° 0,03' 0,14° 0,03' 0,03 0,05° 0,10° 0,05¢ 0,07"
21 Arbutin - 1,02' 1,50° - 1,44 1,58" 2,30 1,03 1,04" 1,42 1,34° 1,57° -
22 Eskulin - 0,25° 0,29 0,08 - 0,15' 0,21° 0,12¢ 0,09 0,10 0,18 0,09" 0,16°

Razlic¢ita slova u istom redu oznacavaju znacajnu razliku izmedu sorti prema Tukey testu, p < 0,05. Brojevi ispred jedinjenja u Tabeli 8 odgovaraju oznakama na Slici 8A.
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Posmatraju¢i rezultate dobijene kvantifikacijom hidroksibenzoevih kiselina u
svim uzorcima vina, moze se primetiti da samo vanilinska kiselina nije pronadena u
jednom uzorku ('Riesling’), dok su ostale kiseline (galna, elaginska, protokatehuinska,
p-hidroksibenzoeva i siringinska) prisutne u svim ispitivanim uzorcima. Sadrzaj ovih
kiselina je znac¢ajno manji u belim vinima u odnosu na crvena vina (P < 0,0001; F =
50,02; Fyrit = 4,84). Galna kiselina je dominantna hidroksibenzoeva kiselina u tri uzorka
belih vina ('Riesling' (0,39 mg/L), 'Petra’ (0,38 mg/L) i 'Pinot Gris' (0,37 mg/L)), dok je
u uzorcima 'Sauvignon Blanc', 'Welschriesling' i 'Chardonnay' najvise zastupljena
protokatehuinska kiselina.

Hidroksicinaminske kiseline (kofeinska, hlorogena, p-kumarinska i ferulinska)
pronadene su u svim belim vinima i prepoznate su kao dominantna klasa polifenolnih
jedinjenja u ovim uzorcima. Najveci ukupan sadrzaj svih kiselina odreden je u vinu
'Welschriesling' (1,85 mg/L), §to je u skladu sa podacima iz literature (Garrido i Borges,
2013). Hidroksicinaminske kiseline su takode karakteristika vec¢ine crvenih vina, osim
hlorogene kiseline koja nije identifikovana u uzorcima 'Sangiovese' i 'Shiraz' (Tabela 8).
Od crvenih vina, u vinu autohtone sorte 'Prokupac’ pronadena je najveca koli¢ina
hidroksicinaminskih kiselina (u zbiru 3,59 mg/L). Pojedina¢no, u svim ispitivanim
vinima (crvenim i belim) najvise su zastupljene p-kumarinska i kofeinska kiselina.

Iz grupe flavan-3-ola, katehin je identifikovan u vecini ispitivanih vina, dok je
epikatehin pronaden u samo pet uzoraka. U vinu 'Sangiovese' sadrzaj katehina (2,94
mg/L) je skoro duplo ve¢i u odnosu na sadrzaj epikatehina (1,56 mg/L), dok su u ostala
cetiri uzorka njihove koli¢ine sli¢ne. Katehin 1 epikatehin su kvantifikovani u najvecoj
koli¢ini u uzorku 'Prokupac’ (6,04 mg katehina/L i 6,54 mg epikatehina/L). U
ispitivanim uzorcima grozda sve bele sorte imale su male koli¢ine flavan-3-ola, $to bi
moglo da objasni njihov nizak sadrzaj i u belim vinima.

U sortama 'Prokupac’ i 'Pinot Noir', katehin i epikatehin kvantifikovani su samo
u semenkama. Njihovo odsustvo u pokozici 1 smanjena mogucénost ekstrakcije iz
semenki moguéi su razlozi zbog kojih je u mladom vinu sorte 'Pinot Noir' pronaden
nizak sadrzaj ova dva jedinjenja, manji u poredenju sa rezultatima do kojih su dosli
drugi naucnici (Burns i sar. 2000; Goldberg i sar. 1998). Goldberg i saradnici (1998)
analizirali su preko 800 uzoraka crvenih vina iz 14 vinskih regiona Sirom sveta

(razlicitih sorti, sa razliCitim procesima vinifikacije, uslovima starenja i starosti vina) i
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istakli 'Pinot Noir' kao vino sa najve¢im sadrzajem katehina i epikatehina u poredenju sa
ostalim ispitivanim sortama. U ovom radu se takode navodi da hladniji regioni sa ve¢im
sadrzajem vlage mogu da doprinesu veé¢im koli¢inama flavan-3-ola, narocito u vinu
'Pinot Noir'. Katehin i epikatehin nisu identifikovani u vinima 'Merlot' i 'Shiraz', a
semenke ove dve sorte imale su najniZze koli¢ine ovih jedinjenja. U belim vinima
katehin je kvantifikovan u niskim koli¢inama (od 0,01 mg/L u 'Riesling’ do 0,91 mg/L u
'Petra’), dok prisustvo epikatehina nije zabelezeno ni u jednom uzorku. U vinu
‘Chardonnay' ni katehin ni epikatehin nisu detektovani.

Od ispitivanih flavonola, vino 'Prokupac’ imalo je najveéi sadrzaj hiperozida
(0,45 mg/L) i miricetina (1,13 mg/L) u poredenju sa ostalim uzorcima. Pomenuta
jedinjenja nisu detektovana u vinu 'Pinot Noir'. Miricetin nije kvantifikovan ni u vinima
'‘Merlot', 'Cabernet Franc' i 'Shiraz', dok su koli¢ine hiperozida u ovim sortama bile
niske. Pored toga, miricetin nije kvantifikovan u uzorcima belog vina, §to je u
saglasnosti sa podacima dostupnim u literaturi, gde se ovaj flavonol navodi kao
jedinjenje prisutno isklju¢ivo u pokozici i vinima crnih sorti vinove loze (Castillo-
Mufoz i saradnici, 2007).

Nizak sadrzaj naringina i naringenina odreden je u pojedinim uzorcima vina.
Oba flavanona pronadena su u cetiri bela vina (‘Welschriesling', 'Sauvignon Blanc',
‘Chardonnay' i 'Pinot Gris'), a od crvenih vina samo u uzorku 'Prokupac’, u kojem su
pronadene i njihove najvece koli¢ine (0,16 mg naringina/L i 0,03 mg naringenina/L).

Cinarozid je pronaden u svim ispitivanim vinima u koli¢inama od 0,11 mg/L
(‘Petra’) do 0,67 mg/L (‘Chardonnay’). Apigenin je kvantifikovan u manjoj koli¢ini (od
0,01 mg/L do 0,02 mg/L) u odnosu na cinarozid 1 to samo u Cetiri uzorka belog vina
(‘Welschriesling', 'Sauvignon Blanc', ‘Chardonnay' i 'Pinot Gris’) i jednom crvenom vinu
(‘Prokupac’).

Florizin je pronaden u svim uzorcima, a najveci sadrzaj je bio u vinu 'Prokupac’
(0,24 mg/L). Arbutin nije detektovan u vinima 'Cabernet Sauvignon', 'Sangiovese' i
'Pinot Gris', a u ostalim uzorcima njegov sadrzaj je bio u opsegu od 1,02 mg/L (u vinu
'‘Merlot") do 2,30 mg/L (u vinu 'Prokupac’). Prisustvo florizina i arbutina u vinima sa
prostora Hrvatske potvrdili su u svom radu Budi¢-Leto i saradnici (2017). Arbutin je
jedinjenje koje se Cesto koristi kao dodatak kozmetickim preparatima koji se koriste za

izbeljivanje koze (Migas i Krauze-Baranowska, 2015). Kumarin eskulin kvantifikovan
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je u jedanaest uzoraka, dok je resveratrol pronaden samo u autohtonom vinu 'Prokupac’

u kolic¢ini od 0,06 mg/L.

4.1.5. Rezultati analize glavnih komponenata

U cilju dalje analize dobijenih rezultata, a radi utvrdivanja kriterijuma za
klasifikaciju i1 diferencijaciju analiziranih uzoraka grozda i vina, primenjena je analiza
glavnih komponenata. Sadrzaj ukupnih polifenola, antioksidativna aktivnost i sadrzaj
pojedina¢nih polifenolnih jedinjenja kori$¢eni su kao nezavisno promenljive u analizi

glavnih komponenata.

Analiza glavnih komponenata semenki, pokoZice i mezokarpa. PCA je
primenjena posebno na podatke dobijene za pokozicu, mezokarp i semenke (Slika 7).
Dimenzije pocetnih matrica bile su: 13 (broj uzoraka semenki) x 24 (broj varijabli), 13
(broj uzoraka pokozica) x 28 (broj varijabli) i 13 (broj uzoraka mezokarpa) X 16 (broj
varijabli). Za obradu podataka kori§¢ena je matrica kovarijansi sa autoskaliranjem.

Grafici skorova i varijabli semenki ispitivanih sorti prikazani su na Slici 7 (1A i
1B). Osam glavnih komponenata opisuje 94,90% od ukupne varijabilnosti. Prva
komponenta prikazuje 28,22%, druga 20,04%, a treca 15,14% od ukupne varijabilnosti.
Kao $to se moze videti sa grafika skorova, potpuno razdvajanje semenki nije moguce,
mada postoje izvesna grupisanja. Semenke crnih sorti podeljene su u dva klastera. Za
ovakvo razdvajanje zasluzne su uglavnom razlike u sadrzaju flavan-3-ola. Uzorci
'‘Merlot', 'Sangiovese', 'Shiraz' i 'Cabernet Franc' imaju manje koli¢ine flavan-3-ola u
poredenju sa ostalim uzorcima 1 grupisani su u jedan klaster. Sa druge strane, uzorci
'Cabernet Sauvignon', 'Pinot noir' i 'Prokupac' izdvojili su se po visokom sadrzaju ovih
jedinjenja. U okviru ovog klastera posebno se izdvojio uzorak semenki autohtone sorte
'Prokupac’ zahvaljuju¢i vec¢em sadrzaju galne kiseline, elaginske kiseline,
epigalokatehin galata, katehina i naringina. 1z grupe belih sorti, semenke 'Riesling'
izdvojile su se zahvaljujuc¢i pre svega velikim koli¢inama kempferola, apigenina i

kofeinske kiseline.
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Slika 7. PCA: grafici skorova za semenke (1A), pokozicu (1B) i mezokarp (1C)
ispitivanih sorti vinove loze; grafici varijabli za semenke (2A), pokozicu (2B) i
mezokarp (2C) ispitivanih sorti. Brojevi na slici 2A odgovaraju oznakama u Tabeli 5,
brojevi na slici 2B odgovaraju oznakama u Tabeli 6, a brojevi na slici 2C odgovaraju

oznakama u Tabeli 7.
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PCA u slucaju pokozice ispitivanih sorti rezultirala je modelom u kojem prvih
osam komponenata opisuje 94,35% od ukupne varijabilnosti, pri ¢emu prva komponenta
opisuje 30,92%, druga 16,39%, a treca 13,05% od ukupne varijabilnosti. Na dobijenom
grafiku skorova (Slika 7, 2A) moze se uociti jasna podela pokozica na osnovu boje
ispitivanog grozda (sorte sa belom i obojenom pokozicom). Razdvajanje je uslovljeno
ve¢im sadrzajem hlorogene kiseline i miricetina u pokozicama crnih sorti, ali i
prisustvom p-hidroksibenzove kiseline koja nije detektovana u pokozici belih sorti
(Slika 7, 2B). Dodatno, pokozice belih sorti su se izdvojile po prisustvu epigalokatehina,
jedinjenja koje nije identifikovano u crnim sortama. Od belih sorti posebno se istakla
pokozZica sorte 'Riesling' usled znatno veceq sadrzaja elaginske Kiseline u odnosu na sve
druge ispitivane uzorke.

Multivarijantna analiza mezokarpa ispitivanih sorti ukazala je na nemoguénost
razlikovanja sorti vinove loze na osnovu polifenolnog profila ovog dela bobice (Slika 7,
3A i 3B). Na grafiku skorova (Slika 7, 3A) jedino su primetna izdvajanja mezokarpa
hibridne bele sorte 'Petra’, zahvaljujuéi znatno ve¢im sadrzajem kofeinske i elaginske
kiseline u odnosu na ostale uzorke, kao i crne sorte 'Pinot noir' gde je veéi sadrzaj

ukupnih polifenola i galne kiseline u odnosu na preostale uzorke napravio razliku.

Analiza glavnih komponenata vina. Dimenzije pocetne matrice bile su 13
(broj uzoraka vina) x 24 (broj promenljivih). Kao nezavisno promenljive upotrebljene
su koli¢ine pojedinacnih polifenolnih jedinjenja (neantocijanske frakcije), TPC i RSA.
Rezultat PCA je petokomponentni model kojim je opisano 91,04% ukupnog
varijabiliteta. PC1 opisuje 51,05%, a PC2 19,97% od ukupnog varijabiliteta. Visok
procenat varijabiliteta opisan je sa prve dve komponente, Sto ukazuje na moguénost
koris¢enja polifenolnih jedinjenja kao pokazatelja sortnih specificnosti razli¢itih
uzoraka vina. PCA korelacioni matriks (Slika 8A) ukazuje na razdvajanje vina na dve
grupe (crvena i bela vina).

Na grupisanje crvenih vina najviSe su uticale vece koliCine pet
hidroksibenzoevih kiselina (galna, protokatehuinska, p-hidroksibenzoeva, vanilinska i
siringinska kiselina), jedne hidroksicinaminske kiseline (p-kumarinska kiselina), kao i

veci sadrzaj ukupnih polifenola i antioksidativne aktivnosti u ovim vinima u odnosu na
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bela (Slika 8B). Sa druge strane, grupisanje belih vina najviSe je povezano sa veéim

sadrzajem hlorogene i ferulinske kiseline, kao i naringenina, cinarozida i apigenina.
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Slika 8. PCA: grafik skorova (A); grafik varijabli (B) odgovornih za grupisanje crvenih

i belih uzoraka vina. Brojevi na slici B odgovaraju oznakama u Tabeli 8.

Posmatrajuc¢i PCA grafik skorova (Slika 8A), moze se primetiti da se 'Prokupac’
nalazi van HotellingT2 elipse, pa predstavlja spoljnu vrednost. Ova srpska autohtona
sorta izdvojila se zahvaljujuéi i do nekoliko puta ve¢im sadrzajem elaginske kiseline,
kofeinske kiseline, katehina, epikatehina, hiperozida, miricetina, naringina i resveratrola

u poredenju sa drugim analiziranim vinima.

4.1.6. Profil antocijana grozda i vina

Antocijani u ekstraktima pokozica crnih sorti i crvenim vinima identifikovani su
koris¢enjem UHPLC-MS/MS Orbitrap tehnike. Identifikacija je izvrSena na osnovu
monoizotopske mase i poredenjem masenih fragmenata sa postoje¢im podacima o MS
fragmentaciji (Xing i sar., 2015). Podaci o identifikovanim jedinjenjima: naziv
jedinjenja, srednja retenciona vremena (tr), molekulske formule, izraCunate mase,
molekulski joni, odstupanja od ta¢ne mase (mDa), kao i MS/MS fragmenti prikazani su
u Tabeli 9. Ovakav pristup omogucava da se dobiju semikvantitativni podaci na osnovu
kojih je moguce izvesti odredene zakljuke o prisustvu i koli¢ini pojedinih jedinjenja.
Takode, bilo je moguce izvrsiti uporednu analizu antocijanskog profila grozda 1 sortnog

vina.
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Naziv jedinjenja tR.’ Molekulska1+ Izra.éunata + MOIeku'ik' Jon, AmbDa MS/MS Fragmentacija, %
min formula, M masa jona, M M

Delfinidin 3-O-heksozid izomer 1 5,54 CyH 05" 465,10275 465,10007 2,68 [465]: 303 (100)
Cijanidin 3-O-heksozid izomer 1 5,73 CyH2 011" 449,10784 449,10498 2,86 [449]: 287 (100)
Petunidin 3-O-heksozid izomerl 5,83 CH2301," 479,11840 479,11540 3,00 [479]: 317 (100)
Malvidin 3,5-O-diheksozid 5,95 CaoH35017" 655,18688 655,18280 4,08 [655]: 493 (100), 331 (80)
Peonidin 3-O-heksozid 6,04 CH23011" 463,12349 463,12073 2,76 [463]: 301 (100)
Malvidin 3-O-heksozid 6,1 CasHas01," 493,13405 493,13080 3,25 [493]: 331 (100)
Petunidin 3-O-acetilheksozid 6,4 Ca4H25013" 521,12897 521,12598 2,99 [521]: 317 (100)
Malvidin 3-O-acetilheksozid izomer 1 6,46 CasH27013" 535,14462 535,14111 3,51 [535]: 331 (100)
Peonidin 3-O-acetilheksozid 6,66 C4H2501," 505,13405 505,13104 3,01 [505]: 301 (100)
Delfinidin 3-O-p-kumaroilheksozid 6,67 C3oH27014" 611,13953 611,13586 3,67 [611]: 465 (5), 303 (100)
Malvidin 3-O-acetilheksozid izomer 2 6,72 CasH27013" 535,14462 535,14117 3,45 [535]: 331 (100)
Delfinidin 3-O-heksozid izomer 2 6,77 CyH2 01" 465,10275 465,09991 2,84 [465]: 303 (100)
Delfinidin 3-O-heksuronid 6,79 Ca1H10015" 479,08202 479,07883 3,19 [479]: 303 (100)
Malvidin 3-O-kafeoilheksozid 6,86 CaH3015 655,16575 655,16182 3,93 [655]: 331 (100)
Cijanidin 3-O-p-kumaroilheksozid 6,88 CaoH27013" 595,14462 595,14087 3,75 [595]: 287 (100)
Petunidin 3-O-p-kumaroilheksozid 6,93 CaH29014" 625,15518 625,15122 3,96 [625]: 317 (100), 302 (5)
Peonidin 3-O-p-kumaroilheksozid 7,13 CaH29013" 609,16027 609,15668 3,59 [609]: 301 (100), 286 (10)
Cijanidin 3-O-heksozid izomer 2 7,15 CyH1041" 449,10784 449,10509 2,75 [449]: 287 (100)
Malvidin 3-O-p-kumaroilheksozid 7,16 CaH3,014" 639,17083 639,16693 3,90 [639]: 331 (100)
Petunidin 3-O-heksozid izomer 2 7,21 CpoHy304," 479,11840 479,11578 2,62 [479]: 317 (100)
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Antocijani u pokozici crnih sorti vinove loze. U okviru karakterizacije
antocijana u ispitivanim uzorcima grozda identifikovano je 20 derivata malvidina,
delfinidina, petunidina, cijanidina i peonidina. PovrSine pikova za sve identifikovane
antocijane prikazane su u Tabeli 10.

Kao $to je ve¢ navedeno u literaturi (Wang i sar., 2003), u V. vinifera sortama
dominantni su 3-O-monoglukozidi antocijana, pre svega malvidin 3-O-glukozid i
njegovi acetil- i kumaroil-derivati. Nasa ispitivanja pokazala su da je malvidin 3-O-
heksozid najzastupljeniji 3-O-monoheksozid u ispitivanim uzorcima, zatim slede
peonidin 3-O-heksozid i delfinidin 3-O-heksozid (Tabela 10). Kumaroil derivati
antocijana pronadeni su u svim ispitivanim pokozicama, a malvidin 3-O-kumaroil
heksozid je najvise zastupljen. U radu Ferreira i saradnika (2016) navedeno je prisustvo
petunidin-3-O-p-kumaroil glukozida, peonidin 3-O-p-kumaroil glukozida i malvidin 3-
O-p-kumaroil glukozida u pokozici sorte 'Pinot Noir'. U okviru naSeg istrazivanja
dokazano je prisustvo jo§ nekih kumaroil derivata u pokozici sorte 'Pinot Noir', i to
delphinidin 3-O-p-kumaroil heksozid i cijanidin 3-O-p-kumaroil heksozid.

Suprotno tvrdnjama da su 3,5-O-diglukozidi antocijana karakteristi¢ni samo za
sorte vinove loze koje ne pripadaju rodu V. vinifera (Gonzalez-Neves i sar., 2004; Liang
i sar., 2008), Xing i saradnici (2015) dokazali su prisustvo diglukozida delfinidina,
malvidina i peonidina u sorti 'Cabernet Sauvignon' koja pripada rodu V. vinifera, a
Boselli 1 saradnici (2008) pronasli su diglukozide malvidina 1 peonidina u vinu koje je
dobijeno od grozda lokalne sorte koja takode pripada rodu V. vinifera. 1 nasa
istrazivanja su ukazala na prisustvo malvidin 3,5-O-diheksozida, u tragovima, u svim
ispitivanim pokozicama. Stoga, ovo bi mogao biti prvo istraZzivanje u kome je potvrdeno
prisustvo diglukozidnih formi antocijana u pokozicama sorti 'Merlot', 'Cabernet Franc',
‘Shiraz', 'Sangiovese’, 'Pinot Noir' i 'Prokupac’. Potvrda ovakvih tvrdnji je zasnovana na
podacima dobijenim na osnovu masene spektrometrije visoke rezolucije, kao i MS/MS
fragmentacije. Jonski hromatogram u pozitivnom jonizacionom modu i struktura
molekula malvidin 3,5-O-diheksozida prikazani su na Slici 9A. Molekulski jon malvidin
3,5-O-diheksozid eluiran je na 5,95 min sa MS/MS oshovnim pikom m/z 493 [M-
heksozil]" i sekundarnim MS/MS pikom m/z 331 [M-diheksozil]" (Slika 9B).
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Naziv jedinjenja Cabernet Sauvignon Merlot Cabernet Franc Sangiovese Shiraz Pinot noir Prokupac
Delfinidin 3-O-heksozid izomer 1 53,33 90,07 67,19 32,46 6,50 112,17 6,64
Cijanidin 3-O-heksozid izomer 1 15,14 14,66 20,53 55,15 2,60 15,34 1,91
Petunidin 3-O-heksozid izomer 1 63,39 75,62 98,73 37,90 12,65 136,13 13,52
Malvidin 3,5-O-diheksozid 0,68 0,19 1,47 0,08 0,92 2,24 0,88
Peonidin 3-O-heksozid 95,84 70,29 164,69 33,98 60,86 78,55 30,31
Malvidin 3-O-heksozid 401,58 393,04 462,74 60,27 126,98 569,47 159,35
Petunidin 3-O-acetil heksozid 0,30 0,36 0,34 - 0,30 - 0,08
Malvidin 3-O-acetil heksozid izomer 1 1,73 191 2,18 - 0,99 - 0,13
Peonidin 3-O-acetil heksozid 0,63 0,32 0,57 - 0,11 - 0,08
Delfinidin 3-O-p-kumaroil heksozid 2,00 2,22 13,61 0,21 0,30 19,60 0,57
Malvidin 3-O-acetil heksozid izomer 2 9,00 5,45 4,36 - 2,53 - 0,92
Delfinidin 3-O-heksozid izomer 2 24,79 12,50 57,05 14,39 0,26 16,12 3,38
Delfinidin 3-O-heksuronid 5,87 3,00 4,84 2,55 0,35 5,19 0,88
Malvidin 3-O-kafeoil heksozid 2,26 1,77 3,97 - - 13,10 0,78
Cijanidin 3-O-p-kumaroil heksozid 0,80 0,65 8,52 0,92 0,13 3,16 0,21
Petunidin 3-O-p-kumaroil heksozid 4,20 4,32 31,38 0,25 0,41 33,06 1,47
Peonidin 3-O-p-kumaroil heksozid 18,88 12,84 97,55 0,40 0,94 29,62 6,42
Cijanidin 3-O-heksozid izomer 2 3,02 1,06 4,48 0,60 - 2,37 0,77
Malvidin 3-O-p-kumaroil heksozid 101,59 84,48 239,93 0,83 3,31 270,49 44,42
Petunidin 3-O-heksozid izomer 2 7,37 1,65 25,02 0,13 0,14 2,48 2,40
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Slika 9. (A) Izolovani jonski hromatogram (m/z 655) u pozitivnom modu i molekulska
formula malvidin 3,5-O-diheksozida; (B) MS/MS spektar malvidin 3,5-O-diheksozida.

Antocijani u crvenim mladim sortnim vinima. Antocijani identifikovani u
uzorcima crvenih vina prikazani su u Tabeli 11. Opsti zakljucak o sastavu pojedinacnih
antocijana, koji se moZe izvesti na osnovu LC MS analize, je da monoglukozidni
antocijani imaju najve¢i udeo u antocijanskom profilu mladih crvenih vina. Vina
najbogatija antocijanima su 'Prokupac’ i 'Cabernet Sauvignon'. Heksozidi malvidina,
delfinidina i petunidina identifikovani su u svim ispitivanim uzorcima crvenih vina, kao
i delfinidin 3-O-heksuronid.

Rezultati dobijeni u ovom istrazivanju ukazuju na razli¢it antocijanski profil
vina u odnosu na sastav antocijana u pokozicama odgovarajuc¢h sorti vinove loze. Sto je
i ocekivano, imaju¢i u vidu da procesi koji se odvijaju prilikom proizvodnje i
skladistenja vina imaju znacajan uticaj na profil antocijana. Antocijanski profil vina se
menja u toku stajanja, uglavnom kao posledica slozenih inter- i intramolekulskih
interakcija, usled ¢ega dolazi do spontanog formiranja novih polimernih pigmenata u
vinu Kkoji nisu postojali u grozdu (Brouillard i sar., 1997; He i sar., 2012b). Postoje i
brojni drugi faktori koji imaju direktan uticaj na kolic¢inu i oblik antocijana u vinu, kao
Sto su temperatura, pH, vreme trajanja maceracije, vrste upotrebljenog kvasca i sorte
vinove loze, kao i koncentracija sumpor (IV)-oksida u toku fermentacije (Garrido i
Borges, 2013). Takode, u toku procesa proizvodnje vina antocijani se samo delimi¢no

ekstrahuju iz pokozice u vino.
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Tabela 11. Prisustvo antocijana u uzorcima crvenih vina.

s Cabernet Cabernet ) . ) )
Naziv jedinjenja Merlot Sangiovese Shiraz Pinot noir Prokupac

Sauvignon Franc

Delfinidin 3-O-heksozid izomer 1 + - + - + +
Cijanidin 3-O-heksozid izomer 1 — + - - —
Petunidin 3-O-heksozid izomer 1
Malvidin 3,5-O-diheksozid

Peonidin 3-O-heksozid

Malvidin 3-O-heksozid

Petunidin 3-O-acetil heksozid
Malvidin 3-O-acetil heksozid izomer 1
Peonidin 3-O-acetil heksozid
Definidin 3-O-p-kumaroil heksozid
Malvidin 3-O-acetil heksozid izomer 2
Delfinidin 3-O-heksozid izomer 2
Delfinidin 3-O-heksuronid

Malvidin 3-O-kafeoil heksozid
Cijanidin 3-O-p-kumaroil heksozid
Petunidin 3-O-p-kumaroil heksozid
Peonidin 3-O-p-kumaroil heksozid
Cijanidin 3-O-heksozid izomer 2
Malvidin 3-O-p-kumaroil heksozid

+ + - + +

|
|
|
|
|
+ + + 4+ + + +

+ 4+ 4+ 4+ + o+
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|

+
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Petunidin 3-O-heksozid izomer 2

73

Milica Sredojevié Hemijski fakultet



Nasi radovi

Kao §to je ve¢ pomenuto, za V. Vinifera sorte karakteristi¢éni su 3-O-
monoglukozidi antocijana, pre svega malvidin 3-O-glukozid i njegovi acetil- i kumaroil-
derivati. Suprotno tome, analizom mladih sortnih vina utvrdeno je da acilovani derivati
nisu karakteristika antocijanskog profila. Ovakvi rezultati su saglasni sa podacima koji
se navode u literaturi. Naime, u revijalnom radu koji su objavili He i saradnici (2012a i
b) navodi se da sadrzaj monomernih antocijana u crvenim vinima neprekidno opada u
toku procesa maceracije i starenja vina, te da se to narocito odnosi na acilovane
antocijane. Stoga se moze re¢i da su naSi rezultati u saglasnosti sa pomenutim
tvrdnjama, obzirom da su u ispitivanim vinima pronadeni uglavnom heksozidi
antocijana (Tabela 11). Malvidin 3-O-acetil heksozid izomer 1, jedinjenje koje je bilo
pronadeno u skoro svim uzorcima pokozica od kojih su potom napravljena ispitivana
vina, nije detektovan ni u jednom uzorku vina. Prisutnost drugih acilovanih derivata u
uzorcima je oskudna, osim u slu¢aju vina autohtone sorte 'Prokupac’ gde su pronadeni
svi ispitivani derivati. Ovaj uzorak je imao i1 najve¢u vrednost za antioksidativnu
aktivnost, §to bi moglo predstavljati potvrdu zakljucka do kojeg je dosao Welch sa
saradnicima (2008) o postojanju pozitivne korelacije izmedu antioksidativne aktivnosti i

acilovanja Secernih ostataka sa aromati¢nim kiselinama.

4.1.7. Elementalni sastav grozda i vina

U uzorcima grozda (cele bobice) i vina odreden je sastav makro- |
mikroelemenata. Uzorci su ispitani na prisustvo 22 elementa, a dobijeni rezultati
prikazani su u Tabelama 12 1 13. Posmatraju¢i obe tabele, moze se primetiti da je
kalijum element koji je najvise zastupljen u uzorcima grozda, kao i u uzorcima
ispitivanih vina. Koli¢ina As u svim analiziranim uzorcima grozda i vina bila je ispod
granice detekcije.

U uzorcima grozda (Tabela 12), K je kvantifikovan u koli¢inama od 1,08 g/kg u
sorti "Welschriesling', do 2,07 g/kg u uzorku 'Riesling’. Ovako visok sadrzaj kalijuma je
ocekivan, imajuc¢i u vidu da je ovaj metal esencijalni makroelement, neophodan za
normalan rast i razvoj biljaka (Wang i Wu, 2017). Pored toga, grozde se uzgaja na

alkalnom krecnom zemljistu, gde je sadrzaj K povecan (Szefer i Nriagu, 2007).
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Tabela 12. Sadrzaj makro- i mikroelemenata u ispitivanim uzorcima grozda.

Elementi Cabgrnet Merlot Cabernet Sangiovese  Shiraz Plnpt Prokupac Riesling Petra Sauvignon Welschriesling ~ Chardonnay Pmpt
Sauvignon Franc Noir Blanc Gris

1 K 1,23" 1,08° 1,66% 1,65% 1612 149 1,40° 2,07 1,93° 1,16’ 1,08 1,68° 1,69°
2 P 0,31 0,31 0,36¢ 0,36¢ 037  055° 0,36¢ 0,41° 0,40° 0,34° 0,39% 0,41° 0,46°
3 Ca 0,29% 0,28° 0,33° 0,31¢ 021" 0,28 0,19° 0,28° 0,27 0,19 0,48° 0,29% 0,54°
4 Mg 0,16* 0,16 0,16° 0,16¢ 0,169 021° 0,19° 0,14° 0,18° 0,13° 0,23 0,14° 0,24
5 S 0,16° 0,11¢ 0,13f 0,15°¢ 0,18¢  0,23° 0,15° 0,12 0,119 0,10" 0,16¢ 0,20¢ 0,272
6 Fe 4,079 5,30°¢ 557" 5,63° 534¢  519¢ 450f 382" 4,65° 3,82" 4,78¢ 4.48° 7,192
7 Al 1,32¢ 2,02°¢ 0,78' 1,12 2,04 0,70 8,537 0,40 1,21° 1,04° 0,80' 0,88" 3,79
8 Cu 0,75 0,86" 1,25 1,35° 161° 1722 1,09¢ 1,43 1,50° 1,09 1,08° 1,51° 1,70
9 Na 0,85 1,96¢ 0,94' 0,84 2,24°  1,36° 14,53% 1,10" 1,76° 2,08° 1,75° 0,77 1,64
10 Mn 1,31° 1,06 1,05 0,83" 0,64 1,472 0,91° 1,20¢ 1,13° 0,74 1,25° 0,83" 1,48°
11 Zn 1,28° 0,69" 0,96' 1,16¢ 367 111° 0,66' 0,879 0,70 0,94 1,68° 0,65' 1,18¢
12 Co 0,93« 0,99° 0,92¢ 1,00° 093¢  0,96° 0,94° 0,96° 0,96° 0,96° 0,92¢ 0,92¢ 0,99°
13 Cr 11,57" 19,41° 10,15' 9,44 15,24° 8,16 28,967 14,13" 16,79 11,06" 13,59¢ 5,67 17,17°
14 Li 4,29° 6,58° 3,63" 2,60 7,95 534 21,32° 3,28’ 4,259 5,04' 26,467 2,70 15,71°
15 Mo 0,93° 0,99° 2,77° 1,00° 0,93 0,96 4,36° 0,96¢ 0,96¢ 0,96¢ 0,92° 0,92° 0,99°
16 Ni 24,82 23,83° 31,17¢ 21,85" 4561° 9,37 12,05 52,828 19,241 30,844 25,03° 11,28% 33,06°
17 Pb 71,38° 161,04° 94,85° 35,95' 62,72" 34,76 48,87" 13,17"  53,48° 16,85 16,97 239,672 86,12¢
18 Sh 26,79" 33,11f 51,08% 43,38° 21,47 20,58 35,57° 39,49° 3,39 32,75 28,299 37,441 11,57
19 Se 24,92" 25,13" 21,02 27,28° 31,03% 33,92° 36,182 32,23° 29,92 18,54 31,90% 34,20 30,94°
20 Cd 2,51° 1,99° 1,16 1,70¢ 417° 1,88 147" 2,234 1,15 151" 4,642 0,92 0,03
21 \Y; 4,00° 741° 318 2,90 3,117  451f 5,95° 1,57 2,18 5,52¢ 3,56" 5,03° 10,792

Nasi radovi

Rezultati za elemente 1-5 prikazani su kao g/kg; Rezultati za elemente 6-11 prikazani su kao mg/kg; Rezultati za elemente 12-21 prikazani su kao pg/kg. Razli¢ita slova u istom redu oznadavaju znacajnu

razliku izmedu sorti prema Tukey testu, P < 0,05.
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Sledeci element po zastupljenosti je fosfor. Sa opsegom od 0,31 do 0,55 g/kg, ovaj
element u ispitivanim uzorcima grozda ima i do Sest puta manji sadrzaj u odnosu na K.
Takode, kvantifikovane su i znacajne kolicine Ca, Mg i S. Svi navedeni elementi u
ispitanim uzorcima zastupljeni su u koli¢inama ve¢im od 100 mg/kg. Posmatrajuéi
Tabelu 12 moze se primetiti da su u autohtonoj sorti 'Prokupac' prisutne znacajno vece
koli¢ine Al, Na, Cr i Mo, u odnosu na uzorke preostalih sorti vinove loze.

Rezultati dobijeni za ispitivana vina, ukazuju na to da su u ovim uzorcima u
najvecim koli¢inama zastupljeni K, P i S, zatim slede Mg, Ca, Na i Fe. Sadrzaj kalijuma
u analiziranim vinima (Tabela 13) kretala se u opsegu od 110,21 mg/kg, koliko je
kvantifikovano u vinu 'Riesling’, do 503,78 mg/kg u uzorku 'Prokupac'. U literaturi je
dostupan podatak da K ¢ini i do 75% od ukupnog sadrzaja katjona prisutnih u vinima
(Szefer i Nriagu, 2007). U uzorcima koji su ispitani u okviru ovog istrazivanja, K je
prisutan od 26 do 58%. Ovako veliki procenat K u vinima ne ¢udi, obzirom da je ovaj
element dominantan i u ispitanim uzorcima grozda. Takode, K je neophodan za rast i
fermentaciju kvasaca koji se dodaju u toku proizvodnje vina (Szefer i Nriagu, 2007).

Moze se primetiti da je sadrzaj kalijuma ve¢i u crvenim nego u belim vinima, §to
je u skladu sa podacima dostupnim u literaturi (Szefer i Nriagu, 2007). Daljim
poredenjem uocCava se veca koli¢ina P, S i Mg u uzorcima crvenih vina, §to je
zabelezeno i u radu koji su objavili Martin i saradnici (2012). Nasuprot tome, sadrzaj
Na, Al iV vedéi je u belim nego u crvenim vinima. Navedene razlike mogu se pripisati
razli¢itim tehnologijama koje se koriste u proizvodnji crvenih i belih vina. Narocito,
duZzem vremenskom periodu koji crvena vina provode u kontaktu sa pokozicom.
Takode, dokazano je da proces filtracije kroz koji obi¢no prolaze bela vina utie na

sadrzaj elemenata (Martin i sar., 2012).
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Tabela 13. Sadrzaj makro- i mikroelemenata u ispitivanim uzorcima vina.

Nasi radovi

Elementi SCa ?J?/?;Eg; Merlot Cz?g:;et Sangiovese  Shiraz T\:giort Prokupac  Riesling Petra Sa;\I/;gr]]rgon Welschriesling ~ Chardonnay PGT?;
1 K 312,19 317,32°  347,83° 201,21"  183,69" 211,29°  503,78* 110,21 187,749 149,86’ 149,841 198,21 136,73
2 P 171,81*  162,74"  14581° 94,71" 86,85 102,53° 132,27 35,10" 66,40 45,93 78,88" 75,69' 38,63'
3 S 101,81°  94,82° 7822 115,14° 66,96"  6534"  129,76° 37,14 91,55° 59,87' 70,17° 85,91° 64,89"
4 Mg 72,19° 72,38 52,22° 38,71" 3451"  3623°  5366° 24,921 40,59° 32,53 46,86° 44.80¢ 34,08"
5 Ca 29,45% 39,69 27,82° 30,34¢ 17,75" 26,619 27,89" 28,70°  28,94° 23,85" 36,08° 27,170 31,73°
6 Na 1,559 2,53 1,08 1,429 0,85! 1,04 1,21" 3,16° 12,47° 9,15° 4,05° 14,08° 9,08°
7 Fe 1,02° 0,81° 0,60" 2,092 0,82¢ 049 0,66¢ 1,03° 0,75 0,78¢ 1,30° 0,77¢ 0,34
8 Mn 0,552° 0,60° 0,38¢ 0,21° 018"  0,31° 0,24 0,31°¢ 017" 0,18" 0,43° 0,25 017"
9 Zn 0,359 0,622 0,30 0,359 042° 037" 0,30 0,15! 0,46° 0,33" 0,37 0,56° 0,49°
10 Al 0,13 0,13 0,08¢ 0,07" 0,05 0,05/ 0,06 0,46° 0,492 0,14° 0,31° 0,38"° 0,17¢
11 Cu 0,04° 0,05 0,01 0,02" 023°  0,18° 0,04¢ 0,02" 0,30° 0,21¢ 0,22 0,18° 0,482
12 Ni 11,421 11,60 10,62" 6,90¢ 29,218 13,75° 8,70' 7,33 19,11° 16,241 11,019 17,38° 16,15°
13 Pb 17,449 14,75 8,00' 8,87% 36,13 21,63¢ 9,43 16,39"  29,57° 20,47 29,17° 26,06" 43,97
14 Cr 4.27° 5,97 2,599 3,96 2,35" 2,12 1,901 2,74 5,07° 2,66° 3,67 2,71 3,22°
15 Li 3,192 242¢ 1,87° 0,82} 1,60" 1,46 2,15¢ 1,74° 2,70° 1,759 3,252 1,94° 2,60°
16 Co 1,20° 1,22° 0,12 0,48° 0,479 0,62° 037" 037" 0,54 0,24' 0,93¢ 1,272 1,17°¢
17 Sb 0,26! 1,53° 0,79° 1,22¢ 0,34 1,35° 0,72f 0,46" 1,62° 0,31 0,609 0,78° 1,65
18 Se 0,39° 0,08° 0,05' 0,03° 0,02"  0,03° 0,06¢ 0,03¢ 0,06° 2,30° 0,99 0,06° 0,05
19 \Y 0,28° 0,34 0,16' 0,26¢ 0,20" 0,12 0,21" 1,49° 2,20° 1,26¢ 1,07¢° 1,70 1,08°
20 As 0,08? 0,08? 0,05° 0,03° 0,02' 0,03 0,06 0,03° 0,06° 0,04¢ 0,06" 0,06" 0,05¢
21 Cd 0,12° 0,09 0,272 0,09 0,12° 0,272 - 0,17¢ 0,21° 0,24° 0,27° 0,23 0,21°
22 Mo 0,08° 0,08° 0,05° 0,03° 0,02f 0,03° 0,06° 0,03 0,06° 0,04° 0,06° 0,06° 0,05°

Rezultati za elemente 1-11prikazani su kao mg/kg; Rezultati za elemente 12-22 prikazani su kao pg/kg. Razli¢ita slova u istom redu oznagavaju znacajnu razliku izmedu sorti prema Tukey testu, P < 0,05.
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Porede¢i dobijene rezultate za grozde (Tabela 12) i vina (Tabela 13), moze se
uocCiti da je sadrzaj svih elemenata u proseku 10 puta vec¢i u uzorcima grozda nego u
vinima. Primecuje se da se sadrzaji Sb i Mo najviSe razlikuju. U proseku je koli¢ina
ovih elemenata u uzorcima grozda i do 40 puta ve¢a nego u uzorcima vina. Interesantno,
sadrzaj kalijuma najveci je u uzorku 'Riesling’, a najmanji u vinu proizvedenom od
pomenute sorte. Koli¢ine toksi¢nih elemenata (As, Cd i Pb) su ispod dozvoljenih
vrednosti (0,2 mg/kg za Pb i As, a 0,01 mg/kg za Cd) u svim ispitivanim vinima
(Commission regulation (ec) no. 466/2001, Off J Eur Communities 2001; L77/9). Cu i
Zn su takode prisutni u dozvoljenim koli¢inama (International Office of Vine and Wine
(O1V)), Cu ispod 1 mg/kg, a Zn ispod 5 mg/kg.

4.2. Uticaj razli¢itih faza razvoja grozda klonova sorti 'Merlot' i 'Cabernet Franc'

na polifenolni profil

Selekcija klonova predstavlja osnovnu tehniku pomoc¢u koje je moguce
modifikovati sorte, bez znacajnih promena sortnih karakteristika i uz zadrzavanje naziva
sorte. Najociglednije modifikacije su one koje dovode do promena u morfologiji vinove
loze ili u pigmentaciji grozda. Medutim, ve¢ina mutacija dovodi do efekata koji nisu
tako lako uocljivi, a uti¢u na razliita svojstva biljaka (od aromati¢nih karakteristika do
osetljivosti na klimatske uslove). U selekciji klonova akcenat se uvek stavlja na kvalitet.
Imajuéi u vidu da joS uvek ne postoje opSteprihvacene norme za kvalitet grozda i vina,
razvoj metoda za kvantifikaciju razli¢itih parametara u grozdu i vinu u velikoj meri bi
olaksala selekciju klonova 1 poredenje podataka dobijenih od razli¢itih proizvodaca
(Jackson, 2008).

U okviru ovog rada, uzorci sorti ‘Merlot' i 'Cabernet Franc' okarakterisani su
odredivanjem polifenolnog profila, ukupnog sadrzaja polifenola i antocijana, kao i
antioksidativne aktivnostii u tri faze sazrevanja. Cilj je bio da se ispitaju novorazvijeni
klonovi pomenutih sorti i da se uporede sa standardom. Takode, pracene su promene u
sadrzaju polifenolnih jedinjenja u toku sazrevanja grozda, u tri faze zrelosti bobica.
Dalje istrazivanje obuhvatilo je analizu sortnih vina dobijenih u postupku
mikrovinifikacije iz potpuno zrelih uzoraka grozda standardnih sorti i klonova.

Vrednosti za TPC, TAC i RSA odredene su upotrebom spektrofotometrijskih metoda,
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dok je polifenolni profil grozda i vina dobijen upotrebom UHPLC-DAD MS/MS

sistema.

4.2.1. SadrZzaj ukupnih polifenola, antocijana i antioksidativna aktivnost grozda

Nasa istrazivanja ukazala su na statisticki znacajne razlike izmedu standarda i
odgovarajucih klonova sorti 'Merlot' i 'Cabernet Franc' u pogledu sadrzaja ukupnih
polifenola, antocijana i antioksidativne aktivnosti, u sve tri faze razvoja bobice (Tabela
14). U zavisnosti od faze sazrevanja i klona, TPC u uzorku '‘Merlot' kretao se u intervalu
od 3,71 g EGK/kg (tre¢a faza razvoja) do 29,79 g EGK/kg (prva faza razvoja), dok je u
sorti 'Cabernet Sauvignon' taj interval od 2,76 g EGK/kg (tre¢a faza razvoja) do 48,82 g
EGK/kg (prva faza razvoja). U prvoj fazi rasta, znacajno vece TPC vrednosti pronadene
su u uzorcima grozda 'Merlot' standard (28,30 g EGK/kg) i klonu 022 (29,79 g
EGKI/KQ).

Svi klonovi su pokazali razli¢itu antioksidativnu aktivnost u poredenju sa
odgovaraju¢im standardima. Posmatraju¢i uzorke sorte 'Merlot' u prvoj fazi razvoja
(Tabela 14), moZe se primetiti da najvecu antioksidativnu aktivnost ima standard
(181,03 mmol ET/kg), a najmanju klon 025 (129,27 mmol ET/kg). U istoj fazi razvoja
sorte 'Cabernet Franc' najvece vrednosti za TPC i RSA odredene su u klonu 012 (42,82 g
EGK/kg, odnosno 191,73 mmol ET/kg), a najmanje u standardu (13,41 g EGKI/Kg,
odnosno 119,06 mmol ET/kg).

U drugoj fazi razvoja 'Merlot' standard je pokazao najve¢e TPC (12,33 g
EGKI/Kkg) i RSA (304,33 mmol ET/kg) vrednosti, dok su za sve klonove 'Cabernet Franc'
odredene vece vrednosti oba parametra u odnosu na standard.

Posmatrajuci rezultate dobijene pri ispitivanju zrelog grozda (treca faza razvoja)
obe sorte, moze se zakljuciti da su se 'Merlot' 025 i 'Cabernet Franc' 010 istakli sa
najve¢im sadrzajem ukupnih polifenola. U klonu 025 sorte 'Merlot' vrednost za TPC
iznosila je 7,32 g EGK/kg, dok je u klonu 'Cabernet Franc' 010 ta vrednost bila 10,89 g
EGK/kg. U ekstraktima pomenuta dva klona dobijene su i1 najve¢e vrednosti
antioksidativne aktivnosti: 79,74 mmol ET/kg uzorka 'Merlot' 025, odnosno 80,48 mmol
ET/kg uzorka 'Cabernet Franc' 010.
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Tabela 14. Sadrzaj ukupnih polifenola (g EGK/kg), ukupnih antocijana (g mal 3-glu/kg) i antioksidativna aktivnost (mmol ET/kg) grozda

'Merlot' i 'Cabernet Franc'.

| faza razvoja (jun)

Il faza razvoja (avgust)

111 faza razvoja (oktobart)

Uzorak
TPC TAC RSA TPC TAC RSA TPC TAC RSA

Merlot

standard 28,30£0,14*° /  181,03#2,56° 12,33+0,21° 304,33+0,89° 80,91+2,85"° 3,71+0,03° 698,38x0,15" 28,87+0,25"
No 022 29,79+0,46° |  173,29#3,66" 11,73+10° 176,64+1,98° 72,24+1,48° 4,38+0,01° 721,19+1,02° 46,21+2,96"
No 025 2572+0,11° /  129,27+#1,14° 11,18+0,37° 135,36+1,10° 7546+0,00° 7,32+0,11° 386,82+1,14°  79,74+1,32°
No 029 23,70£0,50° /  136,33+2,82° 8,97+0,05° 233,73+1,43° 78,67+2,47% 3,8120,03° 359,00+0,68° 41,37+1,49°
Cabernet Franc

standard 13,41£0,04" /  119,06+2,54" 9,32+0,07° 238,70+2,67* 57,53+7,82" 2,76x0,04° 416,72+0,96" 26,81%3,38"
No02  16,83#0,06° /  141,61#0,25° 10,63+0,01° 52,98+0,50° 77,84+3,20° 7,40+0,06" 488,07+2,53° 56,81+1,16"
No010 2517#0,17° /  163,11#2,43" 11,81+0,01° 63,03+0,75° 77,21+2,82° 10,89+0,35* 1668,18+1,87* 80,48+0,26
No 012 42,82+0,07° /  191,73+3,02° 12,16+0,14* 138,27+3,01° 77,65+0,78° 6,97+0,04° 1075,07+0,99° 50,16+2,08°

Razlidita slova u istoj koloni za 'Merlot' odnosno 'Cabernet Franc' oznagavaju znacajnu razliku izmedu uzoraka prema Tukey testu, P < 0,05.
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Na osnovu prikazanih rezultata moze se zakljuciti da je zrelo grozde ova dva
klona bogatiji izvor prirodnih antioksidanasa u odnosu na odgovarajuce standarde i
ostale analizirane klonove. Primetne razlike u sadrzajima ukupnih polifenola izmedu
standarda i klonova obe sorte ukazuju na to da i male genetske promene mogu znacajno
uticati na sadrzaj polifenolnih jedinjenja u grozdu. Varijabilnost u sadrzaju sekundarnih
metabolita (pre svega polifenolnih jedinjenja) izmedu klonova potvrdena je i u radu Van
Leeuwen i saradnici (2013). Nasi rezultati su takode u saglasnosti sa istrazivanjem koje
je sproveo Hogan sa saradnicima (2009) i ustanovio znacajnu razliku u TPC i RSA
vrednostima izmedu dva klona 'Cabernet Franc'. TPC vrednosti dobijene za klonove i
standard sorte 'Merlot’, kao i klonove 'Cabernet Franc', veée su u poredenju sa
rezultatima za sadrzaj ukupnih polifenola u ove dve sorte koji su dostupni u literaturi
(Miti¢ i sar., 2012; Yang i sar., 2009).

Ocekivano, u uzorcima obe sorte primeéeno je smanjenje TPC i RSA vrednosti u
toku sazrevanja, §to je u saglasnosti sa rezultatima do kojih su dosli Lorrain i saradnici
(2011). Ovi parametri bili su najveci u fazi formiranja bobice, a najmanji u fazi kada su
bobice dostigle punu zrelost. U grozdu, ve¢ u prvoj fazi rasta i razvoja akumuliraju se
polifenolna jedinjenja. Medutim, tokom sazrevanja grozda, od faze véraison pa do
dostizanja potpune zrelosti, bobice postaju skoro dvostruko vece, pa se usled povecanja
zapremine bobice kocentracija polifenola smanjuje. Takode, moguca je degradacija
rastvorljivih polifenolnih jedinjenja koji dalje imaju ulogu prekusora u biosintezi drugih
jedinjenja (Adams i sar., 2006). Izmedu TPC i RSA vrednosti bobica u pocetnoj fazi
formiranja i fazi potpuno zrelog grozda pronaden je visok stepen korelacije, $to ukazuje
na to da antioksidativna aktivnost grozda u ovim fazama razvoja uglavnom potice od
polifenolnih jedinjenja.

U toku faze véraison u crnim sortama dolazi do akumulacije antocijana
(Downey i sar., 2006; Robinson i Davies, 2000). Veliki uticaj na sadrzaj ovih polifenola
u grozdu imaju geni i faza razvoja u kojoj se nalazi bobica (Wu Dai i sar., 2011). Nasa
istrazivanja, ocekivano, nisu pokazala prisustvo antocijana u bobicama u prvoj fazi
razvoja, dok se njihov sadrzaj znaCajno povecéa0 od pocetka zrenja do potpunog
sazrevanja grozda (Tabela 14). U drugoj fazi razvoja obe sorte, fazi Sarka, najveca
koli¢ina antocijana pronadena je u standardima, a najmanja u klonovima 'Merlot' 025 i

'Cabernet Franc' 02. Ova pocetna faza sinteze antocijana povezana je sa akumulacijom
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Secera, dok je u periodu pune zrelosti sinteza SeCera zavrSena i tada klimatski faktori
imaju najvedi uticaj na akumulaciju antocijana (Wu Dai i sar., 2011). U zrelom grozdu
sorte 'Merlot' (Tabela 14), najveci sadrzaj antocijana pronaden je u klonu 022 (721,19
mg mal 3-glu/kg), a dvostruko manji u klonu 029 (359,00 mg mal 3-glu/kg). Rezultati
dobijeni za 'Merlot' standard i klon 022 u saglasnosti su sa podacima do kojih su dosli
Du i saradnici (2012). Sadrzaj antocijana u uzorcima sorte ‘Cabernet Franc' kretao se u
opsegu od 416,72 mg mal 3-glu/kg (standardu) do 1668,18 mg mal 3-glu/kg (klon 010).
Uzorci sorte 'Cabernet Franc' analizirani u okviru ovog istrazivanja imali su veée
koli¢ine antocijana u odnosu na rezultate koje su publikovali drugi autori (Du i sar.,
2012; Yang i sar., 2009).

4.2.2. Sadrzaj ukupnih polifenola, antocijana i antioksidativna aktivnost vina

Kao §to se moze videti iz Tabele 15, sadrzaj ukupnih polifenola i antocijana u
vinima obe sorte ukazuje na znacajnu razliku izmedu klonova. Vrednosti za TPC u
vinima sorte 'Cabernet Franc' imale su opseg od 1,11 do 1,58 g EGKI/L, a u 'Merlot’
vinima od 1,10 do 1,46 g EGK/L. Najvecu antioksidativnu aktivnost pokazala su vina
klonova 'Merlot' 025 (11,01 mmol ET/L) i 'Cabernet Franc' 010 (11,02 mmol ET/L).
Vrednosti dobijene za sadrZaj polifenola u vinima obe sorte sli€ni su rezultatima do
kojih su dosli drugi autori (Zhu 1 sar., 2012).

Sva ispitivana vina sorte 'Cabernet Franc' imaju vec¢i sadrzaj antocijana u odnosu
na 'Merlot' vina. Poznato je da su antocijani nestabilna jedinjenja, lako podlozna
degradaciji, a jedan od faktora koji bitno uti¢e na njihovu stabilnost je pH-vrednost
sredine. U vinima su uglavnom zastupljeni u obliku flavilijum katjona, a sa povecanjem
pH-vrednosti vina dolazi do naglog opadanja njihovih koli¢ina (He i sar., 2012b). U
vinima sorte 'Cabernet Franc' izmerene su nize vrednosti za pH (pH = 3,09-3,32), nego
u 'Merlot' vinima (pH = 3,46-3,47), ¢ime bi se mogla objasniti pronadena razlika u

sadrzaju antocijana izmedu ove dve sorte.

82

Milica Sredojevié Hemijski fakultet



Nasi radovi

Tabela 15. Sadrzaj ukupnih polifenola, ukupnih antocijana i antioksidativna aktivnost

vina sorti ‘Merlot' i 'Cabernet Franc'.

Uzorak TPC (g EGK/L) TAC (mg mal 3-glu/L) RSA (mmol ET/L)
Merlot

Standard 1,28+0,01° 28,54+0,12° 9,68+0,40"
No 022 1,10+0,01° 24,31+0,87° 8,46+0,03°
No 025 1,460,007 40,51%0,22° 11,01+0,19
No 029 1,16%0,00° 35,58+0,00" 8,69+0,24°
Cabernet Franc

Standard 1,12+0,00° 86,66+0,14" 7,58+0,03"
No 02 1,110,01° 62,71+0,23" 7,15+0,15°
No 010 1,41+0,02° 210,31+1,01° 11,02+1,01°
No 012 1,58+0,01° 74,330,15° 10,61+0,48°

Razlicita slova u istoj koloni za 'Merlot'/'Cabernet Franc' ozna¢avaju zna¢ajnu razliku izmedu sorti prema Tukey testu,

P <0,05.

4.2.3. Polifenolna jedinjenja u grozdu

U ispitivanim uzorcima grozda kvantifikovano je 19 polifenolnih jedinjenja
(Tabele 16 i 17). U svim analiziranim uzorcima 'Merlot' kvantifikovane su fenolne
kiseline (galna, p-hidroksibenzoeva, hlorogena, kofeinska, ferulinska i ruzmarinska),
katehin galat, rutin i morin (Tabela 16), dok su u svim uzorcima 'Cabernet Franc'
identifikovana sledec¢a jedinjenja: galna kiselina, p-hidroksibenzoeva kiselina, kofeinska
kiselina, p-kumarinska kiselina, eskulin, katehin galat, rutin i morin (Tabela 17).

Sastav grozda je veoma sloZen i varira izmedu genotipova u odredenim
uslovima gajenja (Wu Dai i sar., 2011), kao i u zavisnosti od faze razvoja bobice.
Sadrzaj pojedina¢nih polifenola razlikovao se u zavisnosti od razvojnog stupnja bobice
ispitivanih uzoraka. Sadrzaj vecine polifenolnih jedinjenja se smanjivao sa sazrevanjem
grozda. Najvece koli¢ine katehina i epikatehina izmerene su u drugoj fazi razvoja
bobica (faza sarka), dok je u fazi potpunog zrenja (tre¢a faza razvoja) njihov sadrzaj
znatno maniji, $to je zabelezeno i u literaturi (Kennedy i sar., 2000). Ove dve faze u
sazrevanju grozda mogle bi se podeliti na period akumulacije i period smanjivanja

sadrzaja flavan-3-ola.
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Tabela 16. Sadrzaj polifenolnih jedinjenja u uzorcima sorte ‘Merlot' u tri faze razvoja (rezultati su izrazeni kao mg/kg zaledene mase

uzorka).

| faza razvoja ( jun) Il faza razvoja (avgust) 111 faza razvoja (oktobart)

Naziv jedinjenja

standard klon 022 klon 025 klon 029 standard klon 022 klon 025 klon 029 standard klon 022 klon 025 klon 029
Hidroksibenzoeve kiseline
Galna kiselina 30,29 39 2,74 2,18 2,94 2,46 3,71 2,88 5,94 3,48 2,68 1,78
Protokatehuinska kiselina 0,09 0,25 - 0,02 0,06 0,09 0,01 0,2 - - - 0,01
3 p-Hidroksibenzoeva kiselina 11,93 12,41 13,69 7,45 4,65 1,84 4,55 4,05 2,11 0,06 2,67 1,14
Hidroksicinaminske kiseline
4 Hlorogena kiselina 0,76 0,6 0,48 0,64 0,39 0,43 1,67 0,41 0,55 0,49 2,43 0,39
5 Kofeinska kiselina 3,64 1,04 0,19 0,47 0,13 0,11 0,26 0,49 0,17 0,09 0,29 0,11
6 Ferulinska kiselina 4,65 4,48 1,27 141 - 1,04 1,2 1,6 - 1,01 12 1,11
7 Rozmarinska kiselina 0,27 0,17 0,14 0,14 0,12 0,11 0,57 0,14 0,16 0,17 0,91 0,12
8 p-Kumarinska kiselina 0,16 - 0,25 - 0,14 0,03 0,07 0,29 0,32 0,13 0,1 0,07
Kumarini
9 Eskulin 2 2,14 0,25 1,09 041 0,44 0,38 0,39 0,46 0,27 - 0,4
Flavan-3-oli
10 Epigalokatehin 1,11 1,39 - 1,29 1,26 1,21 1,18 - - - 1,26 -
11 Katehin 52,15 78,71 17,46 82,59 119,88 123,64 66,41 11,17 - 24,19 52,2 11,14
12 Epikatehin 1,56 1,32 0,67 1,35 28,15 27 20,42 3,96 - 9,19 13,5 7,31
13 Galokatehin galat 5,01 10,8 - 7,99 - 41 3,81 6,56 - 4,16 3,69 -
14 Katehin galat 5,6 11,35 4,97 15,52 25,05 29,35 20,01 5,84 0,34 4,62 6,84 2,99
15 Epigalokatehin galat 1,55 2,58 - 0,36 - - 0,71 - - 0,4 0,61 -
Flavonoli
16 Rutin 24,12 28,6 0,6 18,7 7,61 11,71 9,94 5,07 1,99 5,05 2,49 2,81
17 Morin 10,34 3,51 0,45 0,69 3,52 6,65 4,99 13,33 0,65 0,53 0,46 1,15
Flavanoni
18 Naringin 0,3 0,23 - - - 0,28 0,22 0,22 - - - -
Flavoni
19 Apigenin 0,34 0,25 0,22 0,22 0,23 0,22 0,24 0,24 - - - -
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Tabela 17. Sadrzaj polifenolnih jedinjenja u uzorcima sorte ‘Cabernet Franc' u tri faze razvoja (rezultati su izrazeni kao mg/kg zaledene

mase uzorka).

Naziv jedinjenja

| faza razvoja (jun)

Il faza razvoja (avgust)

111 faza razvoja (oktobart)

standard klon 02 klon 010 klon 012 Standard klon 02 klon 010 klon 012 standard klon 02 klon 010 klon 012
Hidroksibenzoeve kiseline
1 Galna kiselina 2,84 7,96 5,79 7,65 4,17 4,40 3,47 4,03 0,85 5,36 4,56 2,75
2 Protokatehuinska kiselina 0,02 0,22 - - - - 0,02 0,08 0,07 0,01 - 0,10
3 p-Hidroksibenzoeva kiselina 17,84 10,58 14,06 6,28 4,36 7,18 6,85 4,42 2,32 3,46 2,13 0,91
Hidroksicinaminske kiseline
4 Hlorogena kiselina 1,10 0,66 0,61 0,73 0,37 0,39 0,39 - 0,98 0,35 0,51 0,39
5 Kofeinska kiselina 0,27 0,56 0,78 1,48 0,13 0,12 0,08 0,08 0,23 0,16 0,14 0,10
6 Ferulinska kiselina 1,61 2,18 6,12 4,64 1,08 1,08 1,17 1,35 1,06 - 1,10 1,10
7 Rozmarinska kiselina 0,34 0,23 0,20 0,26 0,12 0,12 - - 0,38 0,12 0,15 -
8 p-Kumarinska kiselina 0,24 0,89 0,26 0,13 0,32 0,06 0,12 0,44 0,23 0,12 0,11 0,10
Kumarini
9 Eskulin 0,26 0,26 0,82 1,78 0,38 0,27 0,32 0,37 0,31 0,39 0,42 0,33
Flavan-3-oli
10 Epigalokatehin - 1,37 1,69 1,34 1,04 1,38 1,51 1,42 - - 1,33 1,04
11 Katehin 10,68 24,72 80,10 81,95 20,23 111,19 88,83 115,85 - 10,79 39,83 17,63
12 Epikatehin 3,81 1,66 2,37 1,70 4,83 30,03 25,30 31,15 - 4,36 10,77 7,16
13 Galokatehin galat 3,73 4,63 17,44 10,31 5,09 4,84 4,06 4,42 - - 3,96 -
14 Katehin galat 2,11 10,90 28,78 10,57 11,52 38,05 29,14 26,67 0,50 7,98 9,06 3,65
15 Epigalokatehin galat 0,41 0,49 3,15 1,48 0,31 - - - 0,32 - - -
Flavonoli
16 Rutin 0,45 1,65 18,93 23,09 12,92 9,82 6,71 4,11 1,29 1,33 5,05 2,04
17 Morin 0,34 1,06 1,35 4,78 4,82 1,96 1,34 1,48 0,48 0,77 1,61 0,78
Flavanoni
18 Naringin 0,24 0,21 0,23 0,23 0,21 - - - - - - -
Flavoni
19 Apigenin - 0,24 0,23 0,3 0,22 0,22 - 0,24 - 0,22 0,22 -
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Sto se ti¢e polifenolnog profila zrelih uzoraka obe sorte, u njima dominiraju
galna Kkiselina, p-hidroksibenzoeva kiselina, ferulinska kiselina, epigalokatehin, katehin,
epikatehin, galokatehin galat, katehin galat i rutin. Posmatrajudi rezultate prikazane u
Tabeli 16 moze se primetiti da je sadrzaj galne kiseline manji u klonovima sorte ‘Merlot'
u poredenju sa standardom. Medutim, koli¢ine estara galne kiseline (galokatehin galat,
katehin galat i epigalokatehin galat) ve¢e su u klonovima nego u standardu. U zrelom
grozdu 'Merlot' standard, iz grupe flavan-3-ola identifikovan je samo katehin galat, dok
su u klonovima pored katehin galata, kvantifikovani katehin i epikatehin. Katehin i
epikatehin su najvise zastupljeni polifenoli, a klon 025 se izdvojio kao klon sa najvecim
sadrzajem ova dva jedinjenja (52,20 mg katehina/kg i 13,50 mg epikatehina/kg). Osim
toga, klon 025 je imao i najveci sadrzaj p-hidroksibenzoeve, hlorogene, kofeinske,
ferulinske i ruzmarinske kiseline, kao i epigalokatehina, katehin galata i epigalokatehin
galata. Takode, klon 025 se razlikuje od standarda i od preostala dva klona po prisustvu
epigalokatehina (1,26 mg/kg) u zrelom grozdu. Katehin i epikatehin su kvantifikovani u
grozdu ispitivanih klonova 'Merlot', ali ne i u standardu. Katehin galat je pronaden u
zrelom grozdu sva Cetiri uzorka 'Merlot', dok su galokatehin galat i epigalokatehin galat
bili prisutni samo u uzorcima 'Merlot' 022 i 'Merlot' 025. Suprotno nasim rezultatima,
Mattivi sa saradnicima (2009) nije kvantifikovao katehin galat, galokatehin galat i
epigalokatehin galat u odgovaraju¢im ekstraktima grozda zvani¢nog ‘Merlot' klona
(INRA 184) uzgajanog na tri vinograda u Italiji.

Polifenolni profil zrelog grozda ’Cabernet Franc’ karakteriSe veci sadrzaj
ispitivanih polifenolnih jedinjenja (osim hlorogene, kofeinske, ruzmarinske i p-
kumarinske kiseline) u klonovima u poredenju sa standardom (Tabela 17). Katehin i
epikatehin su prisutni u svim klonovima ali ne i u standardu. 'Cabernet Franc' 010 se
istakao u odnosu na druge klonove 1 standard po veéem sadrzaju eskulina,
epigalokatehina, katehina, epikatehina, galokatehin galata, katehin galata, rutina i
morina. Klonovi 'Merlot’ 025 i 'Cabernet Franc' 010 pokazali su neSto vecu
antioksidativnu aktivnost u odnosu na ostale uzorke, §to je verovatno posledica

povecanog sadrzaja nekih polifenola u grozdu ova dva klona.
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4.2.4. Polifenolna jedinjenja u vinu

Ocekivano, na osnovu rezultata dostupnih u literaturi (Puértolas i sar., 2011),
razlike u sadrzaju i strukturi flavonola prisutnih u analiziranom grozdu uslovile su i
razlike u karakteristikama vina. U svim analiziranim uzorcima vina, galna kiselina se
izdvaja po svom sadrzaju u odnosu na ostale fenolne kiseline (Tabela 18). O
dominantnom sadrzaju galne kiseline u vinima govore i podaci dostupni u literaturi
(Hogan i sar., 2009). Sadrzaj ove kiseline u uzorcima vina 'Merlot' kreée se u opsegu od
20,03 mg/L (klon 025) do 28,89 mg/L (standard), a u vinima 'Cabernet Franc' od 78,40
mg/L (klon 010) do 27,03 mg/L (standard). Visok sadrzaj galne kiseline mogao bi se
objasniti time $to ona uglavnom nastaje kiselom hidrolizom estara flavonoid galata, a
ovoj reakciji veoma pogoduju niske pH-vrednosti u vinima (Gris i sar., 2013). Utvrdeno
je da galna kiselina znacajno doprinosi antioksidativnoj aktivnosti crvenih vina (Van
Leeuw i sar., 2014). Znatno manje zastupljena je protokatehuinska kiselina, dok su,
saglasno sa literaturom (Vrhovslek i sar., 1998), od hidroksicinaminskih kiselina u
najvec¢im koli¢inama pronadene kofeinska i p-kumarinska kiselina. p-Hidroksibenzoeva
kiselina nije pronadena jedino u uzorku vina '‘Cabernet Franc' 010. Eskulin, jedinjenje iz
grupe kumarina, u vecoj koli¢ini je kvantifikovan u uzorcima '‘Merlot' (0,07-0,10 mg/L)
u poredenju sa vinima 'Cabernet Franc' (0,03-0,07 mg/L). U analiziranim vinima sorte
'‘Merlot', najvece koli¢ine katehina (4,31 mg/L) i epikatehina (1,59 mg/L) odredene su u
klonu 029, dok je galokatehin galat najviSe zastupljen u klonu 025 (1,94 mg/L). U
vinima sorte 'Cabernet Franc', od flavan-3-ola, dominiraju katehin (8,09 mg/L) i
galokatehin galat (1,51 mg/L) u klonu 012, a epikatehin (2,34 mg/L) u klonu 010.
Sadrzaj katehina dobijen u okviru ovog istraZzivanja je u skladu sa rezultatima koji su
objavljeni u radu Auger i sar. (2005).

Polifenolni profil uzoraka vina 'Merlot' i 'Cabernet Franc' razlikovao se od
polifenolnog profila odgovarajué¢eg grozda u pogledu sastava i sadrzaja pojedinacnih
polifenola, §to je verovatno rezultat njihovih razli¢itih koli¢ina u bobicama, efikasnosti
ektrakcije tokom maceracije, zrelosti grozda, kao i brojnih reakcija do kojih dolazi u

toku fermentacije (Puértolas i sar., 2011).
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Tabela 18. Sadrzaj polifenolnih jedinjenja u vinima '‘Merlot' i ‘Cabernet Franc' (rezultati su izrazeni kao mg/L).

Naziv jedinjenja 'Merlot' ‘Cabernet Franc'
standard klon 022 klon 025 klon 029 Standard klon 02 klon 010 klon 012

Hidroksibenzoeve kiseline
Galna kiselina 28,89 20,79 20,03 26,68 27,03 20,58 18,40 25,66
Protokatehuinska kiselina 1,03 1,47 0,78 0,77 0,96 0,59 0,30 0,63
p-Hidroksibenzoeva kiselina 0,22 0,40 0,55 0,11 0,11 0,13 - 0,58
Hidroksicinaminske kiseline
Hlorogena kiselina 0,14 0,19 0,10 0,11 0,04 0,12 0,10 0,19
Kofeinska kiselina 2,44 1,53 1,29 1,34 0,45 1,11 0,85 1,24
Ferulinska kiselina 0,37 0,19 0,27 0,34 0,16 0,15 0,27 0,28
Rozmarinska kiselina 0,03 0,03 0,03 0,04 0,01 0,02 0,03 0,03
p-Kumarinska kiselina 1,12 0,95 0,87 1,16 2,12 0,80 0,75 0,96
Kumarini
Eskulin 0,07 0,07 0,10 0,07 0,03 0,06 0,06 0,07
Flavan-3-oli
Epigalokatehin 0,20 0,16 0,16 0,28 0,22 0,15 0,42 0,38
Katehin 4,24 2,00 1,56 4,31 4,13 2,53 7,38 8,09
Epikatehin 1,38 0,58 1,57 1,59 1,61 0,49 2,34 1,23
Galokatehin galat 1,66 1,71 1,94 1,82 0,50 0,65 1,20 1,51
Katehin galat 0,05 0,04 0,03 0,03 0,04 0,03 0,04 0,04
Epigalokatehin galat 0,08 0,06 0,06 0,08 0,17 0,05 0,06 0,04
Flavonoli
Rutin 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,04 0,04 0,03
Morin 0,04 0,06 0,06 0,08 0,04 0,04 0,03 0,06
Flavanoni
Naringin 0,04 0,04 0,04 0,04 0,09 0,04 0,03 0,04
Flavoni
Apigenin 0,02 0,02 0,02 0,02 0,03 0,02 0,02 0,02
Luteolin - 0,04 0,04 0,04 - 0,04 0,04 -

Nasi radovi
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4.2.5. Korelacije izmedu antioksidativne aktivnosti i sadrzaja polifenolnih

jedinjenja

Za ispitivanje korelacija izmedu sadrzaja polifenola (ukupnih i pojedinacnih) i

antioksidativne aktivnosti upotrebljena je linearna regresiona analiza (Tabela 19).

Tabela 19. Korelacioni koeficijenti dobijeni ispitivanjem odnosa izmedu RSA i sadrzaja

polifenola (TPC i pojedina¢na polifenolna jedinjenja) u grozdu u tri faze razvoja.

Grozde
| fazarazvoja Il fazarazvoja Il fazarazvoja  vino
(jun) (avgust) (oktobart)

TPC 0,83*** 0,48 0,90* 0,90*
Galna kiselina 0,52 -0,29 0,18 -0,22
Protokatehuinska kiselina 0,17 0,36 -0,34 -0,37
p-Hidroksibenzoeva kiselina -0,49 0,26 0,26 0,41
Hlorogena kiselina -0,21 0,01 0,43 0,22
Kofeinska kiselina 0,71%** 0,18 0,21 0,20
Ferulinska kiselina 0,84** -0,14 0,31 0,60
Rozmarinska kiselina 0,06 -0,02 0,39 0,54
p-Kumarinska kiselina -0,28 -0,22 -0,63 -0,46
Eskulin 0,86** -0,16 -0,45 0,59
Epigalokatehin 0,66 0,01 0,81*** 0,55
Katehin 0,68 0,48 0,92* 0,45
Epikatehin -0,27 0,55 0,86** 0,60
Galokatehin galat 0,54 -0,31 0,68 0,60
Katehin galat 0,25 0,37 0,91* 0,20
Epigalokatehin galat 0,69 -0,36 0,22 -0,45
Rutin 0,84** -0,71 0,43 -0,01
Morin 0,76*** -0,03 0,41 0,04
Naringin 0,55 -0,50 / -0,47
Apigenin 0,77*** -0,08 0,52 -0,09
Luteolin / / / -0,02

P vrednosti: *P < 0,005; ** P <0,01; *** P <0,05

Linearna zavisnost izmedu TPC i RSA, dobijena za uzorke grozda u prvoj fazi

razvoja (formiranje zelene bobice) i za potpuno zrele uzorke, u trecoj fazi sazrevanja (r
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=083, P<0,05ir=086 P < 0,005 ukazuje na znacajan doprinos polifenolnih
jedinjenja antioksidativnoj aktivnosti grozda u pomenutim fazama razvoja. Takode,
znacajna korelacija izmedu ovih vrednosti dobijena je i za analizirana vina (r = 0,90, P<
0,005), ali ne i za uzorke u drugoj fazi razvoja (véraison). Ispitan je i uticaj pojedinac¢nih
polifenola na antioksidativnu aktivnost uzoraka (Tabela 19), a na osnovu dobijenih
korelacija bilo je moguce identifikovati jedinjenja koja su potencijalno odgovorna za
antioksidativni kapacitet uzoraka. U ekstraktima zelenih bobica neka polifenolna
jedinjenja pokazala su snaznu pozitivnu korelaciju sa RSA, i to ferulinska kiselina (r =
0,84, P < 0,01), eskulin (r = 0,86, P < 0,01) i rutin (r = 0,84, P < 0,01). Sli¢no, neki
flavan-3-oli imali su jake pozitivne korelacije sa RSA u zrelom grozdu (katehin (r =
0,92, P < 0,005), epikatehin (r = 0,86, P < 0,01), epigalokatehin (r = 0,81, P < 0,05) i
katehin galat (r = 0,91, P < 0,005)). Nasuprot tome, u uzorcima grozda iz faze véraison
1 u ispitivanom vinu korelacije izmedu sadrZzaja pojedina¢nih polifenola i

antioksidativne aktivnosti nisu potvrdene (Tabela 19).

4.2.6. Rezultati analize glavnih komponenata

Analiza glavnih komponenata primenjena je posebno na uzorke sorte 'Merlot'
(M) i 'Cabernet Franc' (CF), Slika 10. Set podataka (12 x 21) koji se sastoji od 12
uzoraka grozda i 21 varijable (pojedinacni polifenoli, TPC i RSA) obraden je pomocu
matriksa kovarijansi sa autoskaliranjem.

Za sortu 'Merlot' dobijen je model u kojem prvih pet komponenata opisuje
91,09% od ukupnog varijabiliteta. Prva komponenta objasnjava 44,24%, druga 18,94%,
a treca 11,90% od ukupnog varijabiliteta. Na grafiku skorova (Slika 10, A1) moze se
primetiti grupisanje uzoraka grozda 'Merlot' na osnovu razli¢itih faza razvoja bobice
(jun, avgust i oktobar). Uzorci grozda u drugoj fazi razvoja (avgust), sa izuzetkom klona
‘Merlot' 029, izdvojili su se u odnosu na uzorke iz druge dve faze razvoja (Slika 10, A2)
na osnovu veceg sadrzaja flavan-3-ola (epigalokatehin, katehin, epikatehin i katehin
galat). U klasteru uzoraka zrelog grozda izdvojio se klon 'Merlot' 025 po vec¢im
sadrzajima hlorogene i ruzmarinske kiseline.

PCA primenjena na uzorke grozda 'Cabernet Franc' rezultovala je

Sestokomponentnim modelom koji opisuje 93,39% od ukupnog varijabiliteta. Prva
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komponenta objasnjava 42,67%, druga 22,80%, a treca 11,37% od ukupnog
varijabiliteta. Na grafiku skorova se moze uociti grupisanje '‘Cabernet Franc' uzoraka na
osnovu faza razvoja bobica (Slika 10, B1). 1z klastera koji su formirali uzorci potpuno
zrelog grozda (oktobar), izdvojio se standard 'Cabernet Franc' pre svega zahvaljujuci
vecem sadrzaju hlorogene i ruzmarinske kiseline (Slika 10, B2). Medu uzorcima u prvoj
fazi razvoja (jun), takode se istakao uzorak 'Cabernet Franc' standard na osnovu veéih
koli¢ina pomenute dve kiseline. Klonovi grozda (02, 010 i 012) u drugoj fazi razvoja
(avgust) izdvojili su se u odnosu ostale uzorke na osnovu veéeg sadrzaja katehina,

epikatehina i katehin galata (Slika 10, B2).
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Slika 10. PCA: grafici skorova za uzorke grozda '‘Merlot' (A1) i 'Cabernet Franc'

(B1); grafici varijabli za uzorke grozda '‘Merlot' (A2) i 'Cabernet Franc' (B2). Brojevi na

slici A2 odgovaraju oznakama u Tabeli 16, a brojevi na slici B2 odgovaraju oznakama u
Tabeli 17.
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4.3. Polifenolni profil, antioksidativna aktivnost i elementalni sastav li§¢a razli¢itih

sorti vinove loze

Hemijska karakterizacija lis¢a vinove loze obuhvatila je karakterizaciju i
kvantifikaciju najviSe zastupljenih polifenolnih jedinjenja upotrebom UHPLC-DAD
MS/MS sistema, kao 1 odredivanje sadrzaja ukupnih polifenola i ispitivanje
antioksidativne aktivnosti  spektrofotometrijskim metodama. ICP-OES sistem
upotrebljen je za odredivanje sastava makro- i mikroelemenata u ispitivanim uzorcima
grozda. U tu svrhu, prikupljeno je liS¢e sa dva razli¢ita vinogradarska podrucja, iz

centralne Srbije (podruc¢je Beograda) 1 iz istocne Srbije (podrucje Mlave).

4.3.1. Sadrzaj ukupnih polifenola i antioksidativna aktivnost li§¢a

Posmatraju¢i Tabelu 20 moze se zakljuciti da ne postoji znacajna razlika u
sadrzaju ukupnih polifenola, kao ni u vrednostima dobijenim za antioksidativnu
aktivnost ispitivanih uzoraka li§¢a. Dakle, na osnovu ovih parametara nije moguca
klasifikacija liS¢a u zavisnosti od sorte i geografske pripadnosti. Najve¢i sadrZaj
polifenola odreden je u ekstraktu lis¢a 'Cabernet Franc' (75,96 g EGK/kg). Isti uzorak
pokazao je 1 najvecu antioksidativnu aktivnost koja iznosi 0,87 mmol ET/kg. Najnize
vrednosti za TPC (27,51 g EGK/Kkg) i RSA (0,43 mmol ET/kg) dobijene su za uzorak
'Pinot Gris'. Primenom linearne regresiona analize utvrdena je statisticki znacajna
linearna zavisnost (r = 0,93, P < 0,0001) izmedu TPC i RSA. Vrednosti dobijene za
sadrzaj ukupnih polifenola u listovima sorti 'Merlot', 'Shiraz' i "Vranac' su u saglasnosti

sa literaturnim podacima (Katalini¢ i sar., 2013).
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Tabela 20. Sadrzaj pojedina¢nih polifenolnih jedinjenja (mg/kg suve mase uzorka), sarzaj ukupnih polifenola (g EGK/Kkg) i antioksidativna

aktivnost (mmol ET/kg) u uzorcima lis¢a vinove loze sa podru¢ja Beograda i Mlave.

Beograd Mlava
Naziv jedinjenja CSa Mer CFr San Shi PNo Pro Gam Rie Pet SBI Wel PGr Cha PBI Vra MHa Plo Zup Cmu Bbe Sme
Hidroksibenzoeve kiseline
Galna kiselina (1) 4,49° 4,61 4,72 399" 358" 4,38 4,671 6,44° 413 7,34° 5,35" 412 4,40 4,691 5,34" 478 6,81° 5,74 5,941 7,80 7,05¢ 7,61°
Protokatehuinska kiselina (2) 3,47 1,259 1,78° 308" 255 3,24! 4,959 5,11 2,74 10,50° 4,05 3,08" 3,35 5,90° 4,64" 3,11" 4,49 5,24° 5,05 6,07 5,36° 5,42¢
p-Hidroksibenzoeva kiselina (3) ~ 72,24° 29,56 33,89 56,68 - 57,611 15,82'  126,40° 54555  127,26° 110,09 3588  63,20" 31,09 12853° 93,37  151,02° 11515° 132,01 138,98° 97,80°  121,73¢
Gentisinska kiselina (4) 3,76' 2,71" 2,75 3,85' 4,07 4,38¢ 2,75" 0,74' 0,60™ 8,852 2,75 2,73" 2,80" 2,70 7,83° 0,99 1,21 2,27 3,22° 3,16° 4,394 6,47°
Elaginska kiselina (5) 32452" 277,19" 24826'  89,10" 57,44°  424,3' 14319 770,44° 670,83° 387,61° 21568 14505  13584" 160,39 309,65 421,30° 311,16 270,90' 269,06  419,17" 398,36°  498,06°
Hidroksicinaminske kiseline
Hlorogena kiselina (6) 11,48° 9,04° 8,63° - 0,29° - 3,279 2,65' 5,57¢ - 8,55° 5,04° 1,00" 3,03" 0,25° 2,42 2,61 2,13 3,52f 1,83' 0,48" 0,15
Kofeinska kiselina (7) 5,21 2,72 5,36' 895> 4,96 5,281 5,64" 6,19' 418" 19,64° 4,10° 3,20° 4,80' 5,03 4,74 4,58™ 5,98¢ 7.17° 5,69" 6,62° 7,19¢ 8,26°
p-Kumarinska kiselina (8) 0,77° 2,849 4,69° 1,15" 1,91° 1,44% 3,43' 3,59° 1,29' 8,172 1,10™ 3,94° 4,85° 3,96° 1,80 0,54° 0,58 2,52" 1,831 1,04 2,85° 2,89°
Ferulinska kiselina (9) 22,44™  1832" 3898  2146™ 1816" 32910 2870  4266" 191" 89,83* 2550 7,10° 28,25 27,00 45459  6423%  5946° 7105 55,46' 70,63°  67,00° 56,63
Flavonoli
Kvercetin (10) 17,90 11,68 47,14* 1068 1596  16,88" 21,15 5,65" 31,85°  48,17° 7,40' 16,72" 6,10" 18,649 7,93¢ 16,02 17,529  21,46' 26,79° 2435°  5204° 20,80
Kempferol (11) 4,019 2,54 6,15° 3,999 1,13" 1,89' 2,811 1,18" 6,77° 19,40° 2,50 3,43" - 3,49" 2,39¢ - 2,41 4.40' 4,80° 6,03° 5,07¢ 2,74
Rutin (12) 177,489 140,16'  219,12% 138,85 74,77' 177,699 159,23" 178,54° 392,03 450,37 190,13 19590° 139,14 114,66 227,62° 124,48  0,68°  219,73" 43424 19628° 2183%  69,52"
Flavan-3-oli
Katehin (13) 30,45° 60,50  46,96°  16,55"  44,77°  29,08°  28,49° 10,66' 29,51°  16,67" 2,60 24,83 23,10° 51,16 4,94¢ 8,18/ 1,25 1,83° 3,32" 4,45' 1,93° 4,33
Epikatehin (14) 1,54 1,49 9,872 7,55° 5,20° 3,58° 2,929 8,06" 2,49' 2,48 3,15 2,90° 2,70" 3,64° 5,19 1,77 0,53' - 2,67" 2,42 3,04% 3,78
Galokatehin galat (15) 27,26" 64,32  7868°  3834° 2047  26,09" 5378  3366° 3673" 54,69° 2685"  81,23° 20,05 4582° 3343  3584"  26,79"  3817° 52,44° 52,90° 20,90 22,25'
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Epigalokatehin galat (16) 18,58 3,96' 4,68 30,98°  4379° - 3,51 22,12" 28,77°  40,78°  29,70° - - 4,14 39,72°  2854° 24379  40,79° 26,241 33,009 21,82"  4817°
Galokatehin (17) 102,16°  33,44"  7469° 42,349 7197 63,73  17,92" - 82,37° 6,03" 4,85" 14,54 54,75' 15,79 - 12,32 - - 6,68' 4,84" 6,47' -
Epigalokatehin (18) 15,20° 8,02) 13,10°  66,25° 39,32 841 16,30° 1,67° 24,78° 8,60' 2,70™M 12,57 7,35 14,76' 3,79' 17,60° 1,88° 1,48° 2,18" 2,32" 1,79° 3,53'
Stilben

Resveratrol (19) 16,17° - 17,07° - 13,65' 6,87' - - 84,36° 117,49 - - - - 2,10 0,49' 8,16" 11,829 22,88° 4,54 - -
Kumarin

Eskulin (20) 31,66  4358°  42,10°  50,66° 24,99' 32,71°  27,40%  28,85" 32,00 2955%" 2745  36,64°  27,10'  43,77°  29,09" 26,777 2573  29,07"  2456™  27,02° 30,65 27,22
TPC (21) 39,53 53,12°  7596% 50,280  47,24" 3759  48,34°  42,26' 45259  47,38" 41,76 41,79 2751™ 57,83 40,26 3522'  4323" 45149 54,18° 47,22" 43950 47,03
RSA (22) 0,52f 0,61¢ 0,87% 0,62° 0,51° 0,51 0,59% 0,54 0,54 0,46° 0,52' 0,54 0,43" 0,71° 0,52' 0,47° 0,57° 0,57° 0,65° 0,61° 0,59% 0,61°

Razli¢ita slova u istom redu oznacavaju znacajnu razliku izmedu sorti prema Tukey testu, P < 0,05. Brojevi u zagradama u Tabeli 20 odgovaraju oznakama na Slici 11 i 13B.

Oznake u tabeli: 'Cabernet Sauvignon' (CSa), 'Merlot' (Mer), '‘Cabernet Franc' (CFr), 'Sangiovese' (San), 'Shiraz' (Shi), 'Pinot Noir' (PNo), 'Gamay' (Gam), 'Riesling' (Rie), 'Sauvignon
Blanc' (SBI), 'Welschriesling' (Wel), 'Pinot Gris' (PGr), ‘Chardonnay' (Cha), 'Pinot Blanc' (PBI), "Vranac' (Vra), 'Muscat Hamburg' (MHa), "Zupljanka' (Zup), 'Chasselas musque' (Cmu),

'‘Beogradska besemena’ (Bbe), ‘Prokupac’ (Pro), 'Plovdina’ (Plo), 'Smederevka' (Sme), 'Petra’ (Pet).
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Ukupno 20 polifenolnih jedinjenja kvantifikovano je (fenolne kiseline, flavan-3-

oli i flavonoli) koriste¢i dostupne standarde (Tabela 20). Spisak kvantifikovanih

jedinjenja, zajedno sa podacima masene spektrometrije, granicama detekcije (limit of
detection, LOD) i kvantifikacije (limit of quantification, LOQ) dat je u Tabeli 21. UV
hromatogram ispitivanih standarda na 280 nm prikazan je na Slici 11.

Tabela 21. Validacija metode za kvantifikaciju polifenolnih jedinjenja: zadata masa,

produkt-joni sa kolizionom energijom, srednje retenciono vreme (tr), koeficijent

determinacije, granice detekcije (GD) i kvantifikacije (GK) i efikasnost metode na dva

koncentraciona nivoa.

R Polifenolna jedinjenja iﬁ:ta (PI:(:ﬂ?zl:ﬁéO:r:é:;ﬁa, R2 LOD, LOQ, M
min m/z ev) mg/L mg/L Nivol  Nivo2
1,98 Galna kiselina 169,032 79,11(31); 125,04(16) 0,9911 0,16 0,55 29,21 36,99
3,87 Galokatehin 305,120 125,22(27); 179,19(17) 0,9996 0,03 0,10 91,73 105,84
3,98 Protokatehuinska kiselina 153,013 108,09(23); 109,10(14) 0,9980 0,10 0,34 102,83 67,59
4,89 Eskulin 339,080 133,09(44); 177,06(25) 0,9999 0,01 0,05 90,18 74,76
507 Epigalokatehin 305110  12522(27);179,19(17) 00999 001 002 9603 11228
5,08 p-Hidroxibenzoeva kiselina 137,057 93,19(19); 108,33(22) 0,9934 0,14 0,48 99,55 101,07
5,18 Gentisinska kiselina 153,003 108,07(5); 109,10(15) 0,9998 0,02 0,06 51,49 58,66
5,23  Hlorogena kiselina 353,103 191,28(25) 0,9980 0,08 0,27 115,57 109,31
525 Katehin 289,094 203,00(23); 245,03(31) 0,9953 0,14 0,45 111,28 104,88
551 Kofeinska kiselina 179,004 134,00(13); 135,00(16) 0,9951 0,11 0,38 111,37 110,56
5,82  Galokatehin galat 457,146 161,08(25); 359,23(16) 0,9930 0,07 0,22 84,53 66,80
5,75 Epikatehin 289,084 203,00(23); 245,03(31) 0,9991 0,06 0,19 84,26 88,94
6,04 Rutin 609,197 299,98(42); 301,20(32) 0,9976 0,09 0,31 87,85 75,27
6,07 Elaginska kiselina 300,980 284,00(32); 300,04(30) 0,9938 0,11 0,37 60,10 58,61
6,15 p-Kumarinska kiselina 163,031 93,12(39); 119,09(16) 0,9947 0,12 0,41 110,67 116,87
6,55 Ferulinska kiselina 193,057 134,00(18); 178,00(15) 0,9933 0,15 0,50 101,12 95,11
6,81 Epigalokatehin galat 457,156 161,08(25); 359,23(16) 09928 0,15 051 7029 7337
7,45 Resveratrol 227,060 143,18 (22); 185,04 (22) 10,9902 0,14 0,47 80,96 126,62
7,58  Kvercetin 301,026 151,01(22); 179,00(20) 0,9978 0,08 0,27 110,98 97,91
8,19 Kempferol 285,074 211,00(32); 227,00(32) 0,9961 0,04 0,13 95,26 85,53
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Slika 11. Hromatogram ispitivanih standarda na talasnoj duzini od 280 nm. Brojevi

pikova odgovaraju brojevima datim u Tabeli 20.

Nase istrazivanje pokazalo je da listovi vinove loze akumuliraju velike koli¢ine
fenolnih kiselina, sa posebno velikim sadrZzajem elaginske kiseline (u koli¢inama do
770,44 mg/kg). Elaginska kiselina privlaci posebnu paznju jer se smatra bioaktivnim
jedinjenjem koje ima Sirok spektar potencijalno korisnih efekata na ljudsko zdravlje
(Brewer, 2016). Najveci sadrzaj elaginske kiseline pronaden je u lis¢u 'Gamay' (770,44
mg/kg), zatim 'Riesling' (670,83 mg/kg), dok je najmanja koli¢ina bila u lis¢u 'Shiraz'
(57,44 mg/kg). U pojedinim uzorcima pronaden je visok sadrzaj p-hidroksibenzoeve
kiseline (do 151,02 mg/kg u 'Muscat Hamburg’), dok su ostale hidroksibenzoeve
kiseline (galna, protokatehuinska i gentisinska) kvantifikovane u manjim koli¢inama.
Od hidroksicinaminskih kiselina, najviSe je zastupljena ferulinska kiselina (od 7,10
mg/kg u uzorku 'Welschriesling' do 89,83 mg/kg u uzorku 'Petra’). Uzorci svih sorti su
bogati rutinom, §to je u saglasnosti sa podacima do sada objavljenim u literaturi
(Farhadi i sar., 2016; Katalini¢ i sar., 2009). Sadrzaj kvercetina nalazi se u opsegu od
5,65 mg/kg (‘Gamay') do 52,04 mg/kg (‘Beogradska besemena’). Kempferol nije
detektovan u dva uzorka, dok je njegov sadrzaj u drugim uzorcima bio do 19,40 mg/kg
('Petra’).

Posmatraju¢i Tabelu 20, mogu se primetiti razlike u profilu flavan-3-ola
ekstrahovanih iz lis¢a. Ovo je narocito uocljivo kod katehina, galokatehina i
epigalokatehina, ¢ije su koli¢ine: 1,25-60,50 mg/kg (katehin), 0,00-102,16 mg/kg
(galokatehin) i 1,48-66,25 mg/kg (epigalokatehin).

U odnosu na ostale uzorke, ekstrakt lis§¢a domace hibridne sorte 'Petra’ izdvaja se

po vecem sadrzaju fenolnih kiselina: protokatehuinske (10,50 mg/kg), gentisinske (8,85
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mg/kg), kofeinske (19,64 mg/kg), p-kumarinske (8,17 mg/kg) i ferulinske (89,83
mg/kg), kao i flavonola: kempferola (19,40 mg/kg) i rutina (450,37 mg/kg). U ovom
uzorku je pronaden i najveci sadrzaj resveratrola (117,49 mg/kg), a razlog za to bi
mogla biti smanjena osetljivost sorte 'Petra’ na bolesti koje izazivaju Botrytis cinerea P.
i Plasmopara viticola (Cindri¢ i sar., 2000).

Prema do sada objavljenim rezultatima (Schoedl i sar., 2011), lis¢e sorte
'Rizling' ima ve¢i sadrzaj polifenola nego lis¢e sorte 'Pinot Noir', §to su pokazali i nasi
rezultati, kada su u pitanju kvercetin, katehin, kamferol i resveratrol. Nasuprot
rezultatima istog autora (Schoedl i1 sar., 2012), u naSem istrazivanju je zabeleZeno
prisustvo kofeinske Kiseline, p-kumarinske Kiseline, ferulinske kiseline i resveratrola u
lis¢u 'Pinot Noir'.

U cilju proucavanja odnosa izmedu pojedina¢nih polifenolnih jedinjenja, TPC i
RSA vrednosti, odvojeno za podru¢je Beograda i podrucje Mlave, konstruisana su dva
korelaciona matriksa. Rezultati korelacione analize prikazani su u Tabelama 22 i 23.

U Tabeli 22 prikazani su korelacioni koeficijenti dobijeni za uzorke lis¢a sa
podru¢ja Beograda. Moze se primetiti da su sve fenolne kiseline, osim elaginske i
hlorogene, pokazale neke statisticki znacajne veze za koje je r > 0,64 i P < 0,01. Od
flavonoida, statisti¢ki znacajne korelacije (r > 0,67, P < 0,01) pokazali su kempferol,
rutin i resveratrol, kako medusobno, tako i sa pojedinim polifenolnim jedinjenjima.
Ocekivano, odnos RSA i TPC u uzorcima lis¢a sa podru¢ja Beograda okarakterisan je
visokim stepenom korelacije (r = 0,93, P < 0,00001). Eskulin je jedino fenolno
jedinjenje koje je pokazalo statisticki znac¢ajnu korelaciju sa RSA (r = 0,66, P < 0,01).

Na osnovu visokih vrednosti koeficijenata korelacije (Tabela 23) izmedu RSA i
protokatehuinske kiseline (r > 0,83, P < 0,05), kao i izmedu RSA i kempferola (r > 0,78,
P < 0,05, moze se pretpostaviti da ova dva jedinjenja najviSe doprinose
antioksidativnoj aktivnosti ispitivanih uzoraka li§¢a sa podrucja Mlave.

Znacajne pozitivne korelacije za koje je P < 0,01, utvrdene su izmedu
kempferola i protokatehuinske kiseline (r = 0,90), epigalokatehina i katehina (r = 0,89) i
rutina i resveratrola (r = 0,88). Osim toga, primeceno je prisustvo i nekoliko znacajnih
korelacija (P < 0,05) sa negativnim vrednostima za koeficijente korelacije. Dobijene
vrednosti za sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktima liS¢a sa podruc¢ja Mlave u snaznoj

su korelaciji sa vrednostima za RSA (r = 0,97, P < 0,0005).
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Tabela 22. Vrednosti koeficijenata korelacije izmedu pojedina¢nih polifenolnih jedinjenja (1-20), sadrzaja ukupnih polifenola (21) i

antioksidativne aktivnosti (22) u uzorcima lis¢a sa podrucja Beograda.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

1 079 0,79 042 047 ;117 M 059 087 026 060 05 -045 006 008 030 -060 -052 044 -026 -0,01 -0,17
2 055 057 0,17 ;1/|1 082 062 08 032 07 053 -040 -016 -003 034 -054 -024 05 -028 -0,12 -0,29
3 042 0,52 ;11/1 044 014|064 |-009 032 049 -0,79 007 -029 048 -046 -041 028 -033 -037 -041

4 ;]” ;1/|’2 |0,64 |O,32 068 | 025 054 033 -027 -0,10 -0,04 046 -025 -005 035 -015 -0,10 -0,27

5 0,07 0,10 ;m') 031 013 019 054 -024 o007 -012 014 -000 -037 041 022 -013 -0,17

6 ;)41 ;)74 -035 o011 -008 -002 030 -020 031 -028 031 -027 -0,11 0,16 030 035

7 063 08 055 087 061 -028 003 006 044 -023 011 -0,05 006 -0,19

8 W 054 062 040 008 002 047 -013 -036 -032 044 -004 021 0,06

9 0,551 |£ 062 -032 o012 003 037 -035 -031 061 -023 007 -0,13

10 0,80 E 027 011 051 006 024 0,00 011 059 0,39

11 | 083 -009 -012 034 03 -011 -002 088 004 026 -0,02

12 -031 -017 020 035 -0,07 -0,21 091* -0,17 0,02 -0,18

13 -0,10 036 -044 044 012 -008 043 055 051

14 013 015 -004 028 -023 028 051 0,56

15 -040 -021 -011 008 049 064 0,60

16 -0,10 031 045 -0,29 -0,09 -0,32

17 034 012 006 008 0,10

18 000 045 019 015

19 -0,18 0,07 -0,21
20 0,58

21 0,93*

22

P vrednosti: |p < 0,01}, p < 0,001, p <0,0001, *p < 0,00001
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Tabela 23. Vrednosti koeficijenata korelacije izmedu pojedinac¢nih fenolnih jedinjenja (1-20), sadrzaja ukupnih polifenola (21) i

antioksidativne aktivnosti (22) u uzorcima lis¢a sa podrucja Mlave.

12 3 4 5 & 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
1080|048 065 043 058 071 030 001 030 056 022 -039 047 017 022 -052 0,65 -029 015 042 0,63
2 040 062 004 -038 054 022 039 090 019 -054 030 017 031 -0,54 012 026 071
3 008 -031 036 008 -033 -028 -037 031 020 045 -020 032 002 -058 -057 045 061 053 055
4 055 0,75 026 041 036 -014 -013 031 051 -03L -041 -024 027 047 061
5 075 032 012 -003 005 -025 -073 054 068 -039 036 016 034 |-084|022 -034 -016
6 E 063 0,16 -044 -000 064 005 -053 068 -042 025 015 | 078 |-069 016 -0,06
7 E 007 032 046 028 -049 033 041 062 -07L -0,66 -025 050 038 054
8 000 056 042 005 -039 040 -037 044 -037 -049 -005 059 04l 047
9 021 034 016 003 -039 016 00l 007 -00l -029 066 -034 -030
10 055 027 -038 042 -027 -042 016 -037 -016 065 019 029
11 052 057 017 039 -004 -0,28 034 025 072
12 031 -004 062 -045 019 -035 08 -032 068 0,52
13 029 022 013 072 089 -034 024 -048 -053
14 012 012 025 000 -029 002 031 041
15 007 028 00l 063 -050 043 0,28
16 051 -000 0,17 008 013 016
17 074 011 007 -037 -046
18 037 014 075
19 054 069 049
20 -031 -018
21 097
22

P vrednosti: |P < 0,05], P < 0,01, P < 0,0005
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4.3.3. Elementalna analiza li§éa

U uzorcima liS¢a sa podrucja Beograda i Mlave ispitano je prisustvo 23
elementa, a dobijeni rezultati prikazani su u Tabeli 24.

U svim ispitanim uzorcima kalijum je najvise zastupljen element, sa kolicinama
od 2,30 g/kg u lis¢u 'Welschriesling' do 6,77 g/kg u uzorku 'Muscat Hamburg'. U
ispitivanim uzorcima lis¢a pronadene su i veée koli¢ine B, Na, Ca, Mg i S. Toksi¢ni
elementi (As, Cd i Pb) zastupljeni su u niskim koli¢inama: arsen je prisutan u opsegu od
0,06 do 0,46 pg/kg, sadrzaj kadmijuma je iznosio od 9,40 do 29,43 pg/kg, dok je
koli¢ina olova bila od 0,46 do 2,23 pg/kg. Kada je o olovu re¢, smatra se da znacajna
koli¢ina ovog elementa u biljkama moze poticati iz atmosfere, kao i iz zemljista
(Kabata-Pendias, 2011; Musielinska i sar., 2016). lako se najveci deo zagadenja olovom
moze ukloniti sa povrSine listova pranjem uz pomo¢ deterdZenta, primetna koli¢ina
ostaje u samoj biljci usled njegove translokacije u biljna tkiva.

Graficko prikazivanje raspodele podataka koji odgovaraju sadrzaju elemenata u
ispitivanim uzorcima li§¢a izvrSeno je primenom grafika ,kutije i brkova” (box and
whiskers plot) (Slika 12).

DuZ ose promenljive, u ovom sluc¢aju ordinate, prikazana je kutija koja je
definisana interkvartilnim odstupanjem (IQR), tj. razmakom u kojem se oko medijane
nalazi polovina svih vrednosti, sa gornjom (Q3) i donjom (Q1) kvartilnom vrednos$cu
koje defininiSu vrh i dno kutije. Gornja i donja vrednost ,,brkova“ nalaze se na nivou
koji odgovara treCem kvartilu uveéanom za 1,5 IQR, odnosno prvom kvartilu
umanjenom za 1,5 IQR, redom. Vrednosti koje se nalaze van gornje i donje vrednosti
,brkova® smatraju se grubim greSkama (spoljasnjim rezultatima), odnosno vrednosti
koje su izvan granica Q3 + 3 IQR i Q1 — 3 IQR smatraju se ekstremnim rezultatima.

Izgled grafika ,kutije i brkova™“ ukazuju na veliki stepen rasipanja i
asimetri¢nosti rezultata dobijenih za vecinu elemenata (Mo, Ni, As, Se, V, K, Mg, S, P,
Cu). Porede¢i medijane sadrzaja elemenata u analiziranim ekstraktima, uocava se da je
lis¢e sa podrucja Beograda bogatije u sadrzaju Ca, B, Mg, S, P, Al, Cu, Fe, Cr, Pb iV,
dok uzorci prikupljeni na podru¢ju Mlave imaju vece koli¢ine K, Na, Mn, Mo, Li i Ni
(Tabela 24).
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Tabela 24. Sadrzaj makroelemenata i mikroelemenata u lis¢u sa podru¢ja Beograda i Mlave.

Beograd Mlava

CSa Mer CFr San Shi PNo Pro Gam Rie Pet SBI Wel PGr Cha PBI Vra MHa  Plo Zup Cmu Bbe Sme

K@3)" 314 276 3729 259" 264" 399" 304 384 479 309 309 230" 337" 262" 285 614° 677° 518  470° 581° 5250 562
Ca(24) 37,71 44,11° 2398 36,28" 3578" 39,68° 38,89" 40,74° 46,28° 42,87° 40,17° 37,04% 4117° 37,79° 4457 2981 30,96 34,03 29,15 2889' 37,71¢ 22,71
Na(25) 13,87' 19,22' 11,93" 13,78' 20,19° 16,82 19,78° 20,00° 28,64 16,47 16,95 16,88 18,849 1567¢ 17,79" 2246 18,759 1841" 4548 16,78' 16,72' 24,14°
B(26) 22,74"  26,64° 18,85 22,12 1948 2477" 23619 37,94 20,78 4130° 2471" 2509° 16,09" 2540° 2197 1531° 11,919 936°  1536° 12917 18,13" 10,07
Mg(27) 505" 4,000 3819 441 416°  419° 497" 521° 401" 497" 497" 475° 499° 442° 498 321 340 287 283 367" 324 355
S(28) 3428 282¢  245% 224 2,54 266° 285 283" 350 2,95 332° 320" 257 2479 269 240" 2489 267° 1,74 228 300° 1,79
P(29) 017  030° 025° 015" 016" 020° 014° 019 021¢ 021¢ 028° 020 014° 021° 033 016 014° 024° 013 0,15 017 0,129
AlB0) 013 011" 0,086 012 015 014 011" o016 012 010" 012° 019° 021*° 015 013 014 0,09 009 010" 008" 013 0,07
Cu(31) 007 014° - 0,03 005 005 017° 008 00U 014 008" 0218 005 004" 006 00U - - - - 0,01 -
Fe(32) 020° 016" 012 016" 018° 0,18° 014° 021° 018 016" 017 019 026 019 015  017° 014° 0,11 013" 0,12 0,21° 0,09
Mn(33) 009" 012" 0,07 006 006 009" 009" 009" 014 010" 013 011° 007 011° 012" 017° 016° 012" 012" 0214 015 0,22°
Zn(34) 002 001° 001° 002 002 001° 003 002 002 002 002 004 002 002 001 002 002 002 002 002 002 003
As(35) 0,20° 0,15  0,20° 0,08 009 009 010 019 007 0129 006 011" 013 020° 014 028 0216 006 014 011" 046° 0,14
Cd(36) 29,43* 2050" 14,49" 940° 16,07 2449 20,61" 2497° 2854 1595 21,96° 28,02 19,84 17,30 19,89' 2552° 2566° 15,15" 16,91 21,609 21,27° 2526%
Co(37) 0,1* 004° 003" 005 005 009 006 008 007 007" 009 007 009 009 005 006 004° 007 004° 0,05 0,05 0,08
Cr(38) 045° 040° 0,27 038 045 047* 038 051" 042° 034° 045° 052° 060° 049" 041° 035 029" 024 027 0729 0,359 0,22
Li(39) 032 032 034 023" 033 030 027 0449 043° 046 046" 050° 0449 034 037" 067" 1,29° 046" 239° 126° 051° 153°
Mo(40) 4,02"  4129" 2462¢ - - 27,711 16,80" - 26,851 58,27° 4354° 2420 31,41" 993" 36,77° 16,67' 2458 5753° 7952*° 5200° - 61,78
Ni(41) 218 140" 0,85 0,78" 1,01 1,34 0,87 1,27 557  196° 072" 0,91 1519 1479 069" 216 476" 156 2,79° 443° 2,23¢ 142"
Pb(42) 0,91 1,07 1,18" 1,230 1,34 2,100 114" 223 0,93 082" 084" 1,04 1,76° 1,79 1,69 082" 110 120" 116" 141° 117" 0,46
Sbh(43) 0,24* 026° 017 006 010" 009" 0129 017 015 012° 012° 022° 015 019 015 020" 006 009" 012¢° 017 015  0,09"
Se(44) 033" 028" 0,29 015" 020 019 017" 019¢ 037° 035 031° 027" 047* 020 023 020¢ 034 0,18 022 036 033 025
V(45) 032° 029 0,16 029 033 029° 027 038 028 023" 032° 036° 048 0470 025 028 0200 019" 022" 019 0,30 0,13

"Rezultati za K prikazani su kao g/kg; Rezultati za elemente 24-33 prikazani su kao mg/kg; Rezultati za elemente 34-45 prikazani su kao pg/kg. Brojevi u zagradama odgovaraju

brojevima na PCA grafiku varijabli (Slika 13B). Razli¢ita slova u istom redu oznacavaju znacajnu razliku izmedu sorti prema Tukey testu, P < 0,05.
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Slika 12. Sadrzaj elemenata u uzorcima lis¢a sa podru¢ja Beograda (BG) i Mlave (ML)
(n=22). (A) Rezultati su izraZzeni kao mg/kg (osim K (g/kg); (B) Rezultati su izraZeni
kao pg/kg.

Medijane koje predstavljaju centralnu vrednost sadrzaja Cd, Zn, As, Co, Sb 1 Se
u obe grupe uzoraka su slicne. Takode, medijane pojedinih elemenata (K, Ca, B, Mg,
Cu, Mn, Mo, Li, Ni 1 Cr) razlikuju se u ve¢oj meri u ekstraktima sa razli¢itih podrugja.
Na grafiku se moze uociti i prisustvo rezultata koji su posledica grubih greSaka.
Spoljasnje vrednosti se javljaju u uzorcima lis¢a sa podruc¢ja Beograda kod elemenata
Ca, Na, B, Fe, Ni i Zn, dok je jedna vrednost koja se nalazi van granica brkova u uzorku
1z Mlave uocena samo kod Na.

U cilju dalje analize rezultata mineralnog sastava liS¢a, konstruisani su Pirsonovi
korelacioni matriksi za uzorke li§¢a sa podrucja Beograda (Tabela 25) i Mlave (Tabela
25). Statisticki znacajne korelacije naglaSene su u Tabelama 25 1 26. U slucaju Al, Fe, V
1 Cr dobijene su znacajne pozitivne korelacije u uzorcima sa oba lokaliteta. Ovi elementi

su ¢esto u medusobnoj korelaciji u uzorcima zemljista, te dobijeni rezultati ukazuju na
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vezu izmedu prisutnosti pomenutih elemenata u zemljistu 1 njihovoj zastupljenosti u
listovima. S tim u vezi, smatra se da koli¢ina Cr u biljkama uglavnom zavisi od njegove
koli¢ine koja se nalazi rastvorena u zemljistu (Kabata-Pendias, 2011).

Prose¢na vrednost bora u lis¢u sa podruc¢ja Beograda iznosi oko 25 mg/kg, dok
se u uzorcima lis¢a sa podruc¢ja Mlave ta vrednost kre¢e oko 13 mg/kg. Bor ima vaznu
ulogu u translokaciji Secera, a adekvatno snabdevanje biljke borom je neophodno za
sintezu Secera (Kabata-Pendias, 2011). Posmatrajuéi rezultate korelacione analize
(Tabela 26) moze se primetiti da je u uzorcima lis¢a sa podru¢ja Mlave sadrzaj B u
pozitivnoj korelaciji sa Al, Fe, As, Cr i V. Nasuprot tome, koli¢ina bora u liS¢u sa
podru¢ja Beograda nije imala znaajnih pozitivnih korelacija sa drugim elementima
(Tabela 25).

U lis¢u sa podruc¢ja Mlave za korelaciju molibdena sa odredenim elementima (P,
S, Cu, Fe i As) dobijeni su negativni korelacioni koeficijenti (Tabela 26). Za takve
korelacije mogucée je dati objasnjenja koja se oslanjaju na metabolicke procese u
biljkama i ulogu molibdena u tim procesima. Tako na primer, antagonizam izmedu Mo i
Cu u biljkama u velikoj meri je povezan sa metabolizmom azota, a pre svega zavisi od
biljne vrste, kao i od toga u kom obliku se nalazi azot koji biljka Kkoristi u ishrani.
Takode, poznato je da zemljiSta bogata gvozdem imaju nizak sadrZzaj molibdena.
Znacajne su 1 interakcije izmedu Mo 1 P, koje su veoma slozene 1 pod uticajem razli€itih
faktora, koji poti¢u iz zemljiSta 1 metaboliCkih procesa u biljkama. Fosfor povecava
dostupnost Mo u kiselim zemljiStima, a uti¢e 1 na njegovu vecu pokretljivost unutar
biljnih tkiva (Kabata-Pendias, 2011). Sam molibden je veoma vazan element jer obavlja
funkciju redukcije nitrata, koja je veoma znacajna za rast i razvoj biljaka (Kaiser 1 sar.,

2005).
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Tabela 25. Korelacioni koeficijenti izmedu elemenata (23-45) u uzorcima lis¢a sa podru¢ja Beograda.

Nasi radovi

23 24 25 26 27 28 29 3 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45
23 015 050 000 -021 029 -005 -021 -046 008 016 -027 -002 038 008 -007 013 008 Mo,m 0,03 030 -0,20
24 065|030 033 042 019 029 027 033 058 009 -029 039 030 035 027 038 044 004 -009 023 025
25 002 -009 042 -005 021 001 026 041 020 -037 043 -004 023 027 008 070 000 -009 021 015
26 039 017 008 -015 046 -006 022 014 017 006 009 -011 033 024 -002 005 002 -013 -008
27 027 -016 038 044 037 005 054 009 025 056 041 037 004 -025 010 021 011 032
28 012 004 032 012 |067 [038 -012 08 041 010 052 027 055 -052 049 042 -0,06
29 -034 000 -044 065 -053 014 001 -030 -031 020 058 -011 -010 011 005 -0,36
30 013 010 045 -008 034 051 096** 039 -022 -006 042 021 019 084
31 006 026 057 -007 025 001 006 024 032 -028 -029 019 -007 -0,01
32 016 025 004 037 0,92* 039 -020 018 039 023 043 086
33 005 -003 049 012 -002 042 056 038 -023 031 019 -005
34 020 039 023 034 029 -022 -006 -018 024 -007 026
35 009 008 000 00l -019 -011 028 |070 [005 014
3 052 044 043 002 046 -001 059 027 0,20
37 026 -008 016 018 035 029 060
38 036 -022 000 050 025 020 0,90*
39 046 022 -012 039 059 024
40 008 -033 -010 052 -0,30
41 024 017 046 -0,01
42 010 -033 046
43 031 025
44 015
45

P vrednosti: |P < 0,01}, P < 0,001, P <0,0001, *P < 0,00001, **P < 0,000001

104

Milica Sredojevi¢

Hemijski fakultet



Tabela 26. Korelacioni koeficijenti izmedu elemenata (23-45) u uzorcima lis¢a sa podru¢ja Mlave.

Nasi radovi

23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45
23 -016 -054 -020 061 019 021 -005 036 009 048 041 001 JOB80 (-03 021 -024 -049 055 -016 -038 041 -0,02
24 -032 048 -042 08 074 061 050 o072 -066 -061 053 -040 -044 063 -060 -058 003 062 021 014 0,72
25 019 -054 -072 -044 001 -048 -022 -020 -0,20 -0,22 -034 -026 -0,17 E 062 -013 -0,10 -0,08 -0,43 -0,09
26 -0,13 028 072 | 078 (05 08 -021 -0,27 006 -0,62 IE -002 -052 008 024 052 0,22
27 -005 002 -03 002 -011 066 048 005 073 019 -013 -005 -024 042 -018 028 070 -0,25
28 W 050 o067 068 -032 -027 05 -006 -018 060 |-087]-0,79 003 042 013 026 061
29 0,79 |08 (08 -027 -027 0,75 014 -049 | 083 | -063|-08]018 041 038 029 087
‘30 093 088 -027 -0,19 004 -048 095 -039 -067 -0,13 016 020 -0,14 0,96
31 087 -002 006 08 031 -020 o099 -073|-082]-005 007 010 -003 0,87
32 -0,17 -017 092 017 -053 [ 09 -046|-086]005 022 027 021 096
33 0,12 052 -012 005 -016 -0,17 -0,86 -0,26 0,09 -0,32
34 00 037 065 -011 -0,08 -0,15 -0,38 -0,38 -0,16 -0,30
35 0,30 -0,26 -040 -082 -0,15 -005 032 024
36 006 026 -006 -050 025 -05 -020 0,36 0,03
37 -05 -025 026 -0,70 -064 -0,19 -040 -0,57
38 -0,43 -085 0,07 015 014 011 0,95
39 069 026 -009 000 002 -042
40 -0,11 -0,03 -006 -0,35 -0,74
41 05 016 0,75 0,02
42 049 041 031
43 047 031
44 0,07
45

P vrednosti: [P < 0,05, P < 0,01, P < 0,001
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Iako su srednje vrednosti dobijene za sadrzaj Cd u analiziranom liS¢u sli¢ne
(Tabela 24), ovaj metal je pokazao pozitivne korelacije sa K i Mn samo u uzorcima sa
podrucja Mlave (Tabela 26). Prosecne koli¢ine K i Mn veée su u uzorcima sa podrucja
Mlave (P < 0,000001; F = 64,64; Fyit = 4,35), u poredenju sa uzorcima iz Beogradskog
regiona (P < 0,001; F = 19,97; Fysit = 4,35). U ispitivanim uzorcima lis¢a sa podrucja
Mlave primecuju se negativne vrednosti za koeficijente korelacije olova sa manganom
(r=-0,86, P <0,01), kao i sa cinkom (r =-0,83, P <0,05). Negativna korelacija izmedu
Pb i Zn je bila za ocekivati, obzirom da su Musielinska i saradnici (2016) u svom radu
potvrdili anatagonizam izmedu ova dva elementa. Oni su takode naglasili da stepen

antagonizma u velikoj meri zavisi od biljne vrste.

4.3.4. Rezultati analize glavnih komponenata

Multivarijantna analiza podataka do kojih se doSlo u ovom delu istrazivanja
upotrebljena je u cilju daljeg ispitivanja veze izmedu hemijskog sastava, sortne
specifiCnosti i geografskog porekla uzoraka. Rezultati koji se mogu pronacéi u literaturi
ukazuju na uticaj sadrzaja mineralnih materija na odredivanje geografskog porekla
biljnog materijala. Tako su recimo, Fernandez-Céceres i saradnici (2001) u svom radu
prikazali metale kao znacajne hemijske deskriptore za procenu geografskog porekla
razliCitih uzoraka Caja. Versari 1 saradnici (2014) u preglednom radu istiu znacaj
hemometrijskih metoda za unapredenje ispitivanja grozda i vina u smislu autenticnosti,
tipizacije i sledljivosti. U istom radu, metali se pominju kao hemijski markeri za
odredivanje geografskog porekla vina, a polifenoli kao markeri geografskog porekla, ali
i sortnih specifi¢nosti. Takode, Garrido i Borges (2013) navode da se polifenolni profil
vina moze upotrebiti za procenu geografskog porekla i sortne pripadnosti vina, kao i
godine berbe.

Lis¢e razlicitih sorti bele 1 crne vinove loze uzorkovano je sa dva, po udaljenosti
relativno bliska, vinogradarska podrucja. PCA je uradena sa ciljem da se proveri da li je
moguce napraviti razliku medu ispitivanim uzorcima i dobiti razdvajanje uzoraka po
razli¢itoj geografskoj pripadnosti, a na osnovu sadrzaja polifenolna, makro- i
mikroelemenata. Pored toga, ocekivano je bilo da postoji izvesna razliCitost u pogledu

sortnih specifi¢nosti.
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Pocetni matriks ima je dimenzije 22 (broj uzoraka li¢a) x 45 (broj nezavisno
promenljivih: kvantifikovana polifenolna jedinjenja, minerali, TPC i RSA vrednosti), a
podaci su obradeni koris¢enjem matrice kovarijansi sa autoskaliranjem. Na osnovu
dobijenih vrednosti moze se uociti da osam glavnih komponenata opisuje 81,53% od
ukupne varijabilnosti informacija (Slika 13A). Prva komponenta opisuje 25,70%
ukupne varijanse, dok druga i treca opisuju 13,60%, odnosno 13,32% od ukupne
varijanse. Varijable koje najviSe utiCu na grupisanje uzoraka identifikovane su na

osnovu grafika varijabli, prikazanog na Slici 13B.
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Slika 13. PCA: grafik skorova (A) i varijabli (B) za uzorke li§¢a vinove loze. Brojevi na

slici B odgovaraju oznakama u Tabelama 20 i 24.

Na osnovu PCA grafika (Slika 13A) moze se primetiti razdvajanje uzoraka na
dva klastera duz PC1 ose koje se zasniva na geografskom poreklu ispitivanih uzoraka.
Uzorci su grupisani prema karakteristicnim hemijskim profilima, koji su uglavnom
bazirani na mineralnom sastavu ali i na odredenim flavonoidima i fenolnim kiselinama.
Lisc¢e koje potice iz Beogradskog regiona pokazalo je ve¢i sadrzaj Cr, V, Fe, Al, Mg i
katehina. Na odvajanje uzoraka sa podru¢ja Mlave najveci uticaj su imale fenolne
kiseline (galna, p-hidroksibenzoeva i ferulinska kiselina), kao i pojedini elementi (K,
Mn i Li). Na osnovu grafika skorova moze se zakljuciti da uzorak 'Petra’ predstavlja
spoljnu vrednost, jer se nalazi van Hotelling T2 elipse. U odnosu na ostale ispitivane
uzorke, ova domaca hibridna sorta izdvojila se na osnovu veceg sadrzaja kempferola i
tri hidroksicinaminske kiseline (kofeinske, p-kumarinske i ferulinske kiseline). Takode,

uzorak 'Petra’ se izdvaja i prema ne$to ve¢em sadrzaju resveratrola.
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Na kraju, ova ispitivanja i rezultati do kojih se doslo, ukazuju na izvesnu vezu
izmedu sadrzaja polifenola i prisustva metala. Analizom rezultata dobijenih ispitivanjem
uzoraka li¢a sa podrucja Mlave (Tabele 20 i 24), kao i PCA grafika (Slika 13), moze se
primetiti veza izmedu kadmijuma i povecanog sadrzaja odredenih polifenola. Naime, na
grafiku varijabli (Slika 13B) Cd se nalazi u blizini galne kiseline i epigalokatehin galata
na osnovu ¢ega se moze pretpostaviti postojanje veze izmedu Cd i pomenitih polifenola.
Sli¢na razmatranja su publikovana u radu Marquez-Garcia i saradnika (2012) gde se
navodi da kadmijum utic¢e na povecanje sadrzaja polifenolnih jedinjenja, ali i na
antioksidativnu aktivnost liS¢a. Pre svega, nasi rezultati idu u prilog tvrdnjama da se
polifenoli mogu smatrati potencijalnim biomarkerima zagadenja okoline (Biatonska i
sar., 2007). Pretpostavlja se da biljke akumulaciju teskih metala dozivljavaju kao stres.
Stoga, povecana sinteza polifenolnih jedinjenja javlja se kao odgovor same biljke na

Stetne uticaje iz spoljasnje sredine.

4.4. Elementalni sastav grozda u proceni geografskog porekla

U Tabeli 27 prikazani su rezultati dobijeni odredivanjem elementalnog sastava
uzoraka grozda sa podrucja Mlave. Kao i1 u grozdu sa podrucja Beograda (Tabela 27), 1
u ovim uzorcima K je element koji je najviSe zastupljen, u koli¢inama od 1,28 g/kg do
2,73 g/kg. Sledec¢i po zastupljenosti su P, Ca, Mg i S. Koli¢ine ovih elemenata su i do 20
puta manje u odnosu na sadrzaj kalijuma. Sadrzaj As u svim analiziranim uzorcima je

ispod granice detekcije.
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Tabela 27. Sadrzaj makro- | mikroelemenata u ispitivanim uzorcima grozda sa podru¢ja Beograda i Mlave.

Nasi radovi

| i/ . Beograd Mlava

Cemenuzorel "o Mer  CFr san shi PNo  Pro  Rie  Pet  SBI __Wel _ Cha _ PGr _ Vra _ Mha _ Plo  Zup _Cmu _ Bbe  Sme
1 K 1,23"  1,98% 166" 1,65 1,61 149 140 207 193° 116" 1,08° 1,68° 1,69° 2,33 1,74 1,747 273*  242° 1,28° 1,26°
2 031" 031" 036" 036" 037" 05° 036" 041 040® 0,34° 0,39° 0,41¢ 046° 035¢ 032" 0,25' 046°  051° 0,23 0,20
3 Ca 029° 028" 033 0317 0200 028" 019 028" 027" 019% 048 0299 054> 025 016" 014" 045  0,60° 0,08° 0,11"
4 Mg 0169 016 016% 016% 016% 021° 019 014° 018 013" 0,23 0,14' 024> 016% 0119 011% 022° 022° 007" 0,07"
5 S 0,16° 0,11 013 015 018° 023° 015 012" o011 010 0,16° 0,20° 027 011 009 o007 018" 0218 0,07' 0,05"
6 Fe 4,07" 5,30° 557 563° 534° 519° 450" 382  465° 3,82 4,78 4,48 719° 329 2,168 178" 4229 4,209 2,03' 1,80"
7 Al 1,32 2,02 078« 112" 204" 070 853" 040° 121" 104 0,80 0,88 379° 061" 036° 054" 848"  694° 755°  10,27°
8 Cu 0,75 0,86/ 1,25" 135 161° 1,722 1,090 143  150° 1,09 1,08 1,51° 1,70* 104" 096 057" 1,09° 163° 0,58' 0,44™
9 Na 085" 1,9%" 094" 084" 224" 136% 1453 110" 176" 2,08° 175 077° 164} 137% 232" 172" 1848° 1597° 1507¢ 21,23°
10 Mn 1,31° 1,06 105" 083" 064 147° 091" 120 123° o074} 1,25¢ 0,83 148° 1,14° 079" 0999 323* 323 063 326°
11 Zn 1,28  0,69" 09" 1169 367* 111° 066 087° 070" 094"  168° 0,65 1,189 067" 0577 047% 129° 131° 0,43 0,56
12 Co 093¢ 0,99° 092° 1,00® 093° 09° 094® 09° 09%° 09° 092° 092 099° 101* 09% 095% 092° 100*® 097° 098
13 Cr 1157 1941% 10,15 944' 1524 816™ 2896° 14,13° 16,79° 11,06 1359 567° 17,17° 2399®° 854™ 677" 21,01° 1929 1369" 11,320
14 Li 429™  658% 363" 260° 795 534" 213" 328° 425" 504" 2646 2,70P 1571 3579° 22,07° 3835 2745° 914°® 3580° 32,35
15 Mo 093"  099° 277 1,00° 093" 096" 436° 096" 096" 09" 092" 092" 0999 813* 053" 242° 427° 363° 5,01° 1,77
16 Ni 2482" 2383 31,17 2185 4561° 937" 1205" 52,82° 1924 30,84° 2503° 11,28° 3306° 17,200 2510° 470" 2954" 3878° 16,09 7,749
17 Pb 71,38"  161,04° 9485° 3595 62,729 34760 4887 1317° 5348" 1685" 1697" 23967% 86,12° 29,80 2875 5265" 2093" 1,007 12812° 12,89°
18 Sh 26,79 33119 51,08 4338 2147" 2058" 3557" 3949° 339° 3275" 2829 37449 1157° 2962 2039" 37,88° 3493 2464  3613° 32,79"
19 Se 2492"  2513' 21,02 2728 31,03 3392° 36,18° 3223° 2992 1854° 3190%"  3420° 3094 27,29 2420 3163" 4186° 3318 44787  40,55°
20 cd 2,51° 1,991 1,16° 1,70 417° 1889 1477 223° 1159 151 4,647 092" 003™ 011 076! 095" 108" 046 048  112%
21 Vv 4,00 741° 318" 2,90 311"  451° 595° 157" 218 552% 3569 5039  10,79° 1,00 095" 3419 079"  4,29° 141" 373%

Rezultati za elemente 1-5 prikazani su kao g/kg; Rezultati za elemente 6-11 prikazani su kao mg/kg; Rezultati za elemente 12-21 prikazani su kao pg/kg. Razli¢ita slova u istom redu oznadavaju znacajnu

razliku izmedu sorti prema Tukey testu, P < 0,05. Oznake: 'Cabernet Sauvignon' (CSa), 'Merlot' (Mer), 'Cabernet Franc' (CFr), 'Sangiovese' (San), ‘Shiraz' (Shi), 'Pinot Noir' (PNo), 'Riesling' (Rie), 'Sauvignon
Blanc' (SBI), 'Welschriesling' (Wel), 'Pinot Gris' (PGr), 'Chardonnay’ (Cha), 'Vranac' (Vra), 'Muscat Hamburg' (MHa), 'Zupljanka' (Zup), 'Chasselas musque' (Cmu), 'Beogradska besemena’ (Bbe), 'Prokupac'
(Pro), 'Plovdina’ (Plo), 'Smederevka' (Sme), 'Petra’ (Pet).
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Kako bi se ispitalo postojanje potencijalne veze izmedu sadrzaja makro- |
mikroelemenata, sa jedne strane, i geografskog porekla, sa druge strane, rezultati
elementalne analize grozda sa podru¢ja Beograda dalje su uporedeni sa rezultatima
dobijenim za grozde sa podruc¢ja Mlave (Tabela 27). U cilju jasnije klasifikacije, na
dobijene podatke primenjena je PCA. PCA imala je za cilj da proveri postojanje
sli¢nosti 1 razlika medu uzorcima grozda, prema vrsti i geografskom poreklu, kao i da
definiSe doprinos svakog elementa dobijenoj raspodeli.

Dimenzije pocCetne matrice bile su 20 (ukupan broj uzoraka grozda sa oba
podru¢ja) x 21 (broj kvantifikovanih elemenata). Prva komponenta odgovorna je za
27,01% od ukupnog varijabiliteta, dok zajedno sa drugom c¢ini 48,68%. Posmatrajuci
grafik skorova (Slika 14) moze se primetiti razdvajanje uzoraka, na uzorke koji poticu
sa podru¢ja Beograda i uzorke koji poticu sa podru¢ja Mlave. lako razdvajanje nije
najjasnije, moze se smatrati da bi dobijeni rezultati mogli posluziti kao pokazatelji
geografskog porekla groZda. Grafik varijabli (Slika 14B), ukazuje da su za odvajanje
uzoraka sa podru¢ja Mlave zasluzne pre svega vece koli¢ine Na, Li, Al i Mo, dok je u
uzorcima sa podru¢ja Beograda veéi sadrzaj Fe, Ni, V i1 Zn, ali i toksi¢nih elemenata (Pb
i Cd). Blizina prometnih puteva, kao i industrijskih postrojenja u Beogradu,

predstavljaju potencijale razloge za vece koli¢ine toksi¢nih elemenata u grozdu sa ovog
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Slika 14. PCA: grafik skorova (A) i varijabli (B) za uzorke grozda.
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4.5. Hemijska karakterizacija autohtonih sorti

Ispitivanje autohtonih sorti u ovom radu je obuhvatilo karakterizaciju prisutnih
flavan-3-ola upotrebom tankoslojne hromatografije, u cilju dobijanja ,,otiska prsta“ kao
karakteristike svake pojedina¢ne sorte. Takode, utvrden je ukupan sadrzaj polifenola,
ukupan sadrzaj antocijana i1 antioksidativni potencijal, primenom testova koji se
uobicajeno koriste u ovakvim ispitivanjima. Rezultati pomenutih testova prikazani su u
Tabelama 28 i 29, dok su karakteristi¢ni hromatogrami prikazani na Slikama 15-18.

Autohtone sorte prikupljene su sa razlicitih lokaliteta u Srbiji, a istraZivanje je
obuhvatilo potpuno zrele uzorke grozda. Od belih sorti ispitane su 'Kreaca' (Kre),
'‘Smederevka' (Sme), "Tamjanika bela' (Tbe) i 'Plovdina’ (Plo), dok su crne sorte bile
'Prokupac’ (Prol i Pro2) i 'Tamjanika crna’ (Tcr). U cilju poredenja rezultata,
istovremeno su ispitane 1 dve internacionalne sorte koje su posluzile kao standard, a
zastupljene su u vinogradima na podruéju Srbije, crna sorta ‘Cabernet Sauvignon' (CSa)
i bela sorta 'Chardonnay’ (Cha). Pored grozda, hemijski su okarakterisana i mlada sortna
vina pomenutih sorti, dobijena u postupku mikrovinifikacije.

U skladu sa ocekivanjima, najvece vrednosti za TPC i RSA dobijene su u
semenkama, zatim u pokozici, a najmanje u mezokarpu (Tabela 28). Posmatrajuci
rezultate za uzorke semenki, moze se primetiti da semenke autohtone sorte 'Prokupac 1'
imaju najveée TPC (110,15 g EGK/kg) i RSA (1073,63 mmol ET/kg) vrednosti,
znacajno vece nego u drugim sortama. U ostalim uzorcima semenki ispitivanih belih i
crnih corti opseg za TPC iznosio je od 60,30 g EGK/kg (‘Smederevka’) do 81,96 ¢
EGK/kg (‘Crna Tamjanika’), a za RSA od 449,76 mmol ET/kg ('Prokupac 2" do 867,45
mmol ET/kg ('Crna Tamjanika'). Neophodno je posebno istaci da su u dva uzorka sorte
'Prokupac’ (‘Prokupac 1' i 'Prokupac 2') sa razlicitih lokaliteta pronadene statisticki
znacajne razlike u vrednostima za TPC i RSA. Veci antioksidativni potencijal pokazao
je uzorak iz Prokupackog vinogorja ('Prokupac 1'), koji je okarakterisan i veéim
sadrzajem ukupnih polifenola u odnosu na uzorak koji poti¢e iz Sremskog vinogorja
('Prokupac 2'). Dobijeni rezultat ukazuje na potencijalnu moguc¢nost primene ovih
spektrofotometrijskih podataka za klasifikaciju uzoraka grozda na osnovu geografske
pripadnosti. Razlike u ovim parametrima nisu pronadene izmedu pokozica i mezokarpa

uzoraka sorte 'Prokupac'.
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Tabela 28. Sadrzaj ukupnih polifenola (TPC) i antioksidativna aktivnost (RSA) u

semenkama, pokozici i mezokarpu autohtonih i internacionalnih sorti. Sadrzaj ukupnih

antocijana u pokozici (TAC).

Uzorci TPC (g EGK/kg) RSA (mmol ET/kg) TAC (g mal-3-glu/kg)
Semenke
Prokupac 1 110,15+0,27° 1073,63+22,26° /
Prokupac 2 61,31+0,09" 449,76%9,88° /
Tamjanika crna 81,96+0,63" 867,46+1,61" /
Cabernet Sauvignon  62,02+0,15 701,45+8,17° /
Plovdina 77,82+0,17° 570,36+6,32° /
Smederevka 60,30+0,09" 621,10+11,02° /
Tamjanika bela 65,00+0,09° 611,08+9,45 /
Kreaca 61,71+0,71° 640,74+1,59° /
Chardonnay 79,79+0,35" 523,54+14,97' /
Pokozica
Prokupac 1 7,12+0,04" 47,31%0,51° 2,29+0,02"
Prokupac 2 6,89+0,01° 45,98+0,82° 2,03+0,03"
Tamjanika crna 10,630,072 66,72+0,56% 2,18+0,01°
Cabernet Sauvignon 7,81+0,07° 59,21+0,51" 5,98+0,05°
Plovdina 3,93+0,05' 31,84+1,05° 0,76x0,03°
Smederevka 5,88+0,01° 47,29+0,69° /
Tamjanika bela 4,60+0,04° 39,67+0,27¢ /
Kreaca 5,57+0,08° 46,72+0,69° /
Chardonnay 4,04+0,01 34,08+0,68° /
Mezokarp
Prokupac 1 0,37+0,01¢ 15,21+0,25° /
Prokupac 2 0,34+0,01¢ 16,87+0,88" /
Tamjanika crna 0,78+0,00% 28,4410,25° /
Cabernet Sauvignon 0,52+0,01° 22,71+0,45° /
Plovdina 0,32+0,00° 24,29+0,00° /
Smederevka 0,52+0,01% 26,11+0,13* /
Tamjanika bela 0,53+0,01" 25,17+0,51" /
Kreaca 0,56+0,01° 16,76+0,06° /
Chardonnay 0,49+0,01° 16,39+0,06° /
Razlidita slova u istoj koloni ozna¢avaju zna¢ajnu razliku izmedu sorti prema Tukey testu, P < 0,05.

Takode, iz Tabele 28 se vidi da se crne i bele sorte ne mogu jasno razlikovati na

osnovu sadrzaja ukupnih polifenola u semenkama i mezokarpu. Medutim, moZe se

uociti da je u pokozicama crnih sorti sadrzaj polifenola primetno ve¢i u odnosu na bele
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sorte (vrednosti od 6,89 g EGK/kg ('Prokupac 2') do 10,63 g EGK/kg (‘Tamjanika crna’)
i vrednosti od 3,93 g EGK/kg (‘Plovdina’) do 7,77 g EGK/kg (‘Smederevka’). Opseg
vrednosti za RSA u pokozicama crnih sorti iznosio je od 45,98 do 66,72 mmol ET/kg,
dok je u belim sortama pronaden oseg 31,84-47,29 mmol ET/kg. Rezultati TPC i RSA
vrednosti u mezokarpu bili su prili¢éno ujednaceni u svim sortama. Vrednosti ispitanih
parametara (TPC i RSA) semenki, pokoZica, kao i mezokarpa internacionalnih sorti
‘Cabernet Sauvignon' i 'Chardonnay' nalaze se unutar opsega vrednosti odredenih u
autohtonim sortama.

U Tabeli 28 su prikazane vrednosti za ukupan sadrzaj antocijana, za pokoZice
crnih sorti, ali i za pokozicu bele sorte 'Plovdina’. Kako je 'Plovdina’ bela sorta sa
tamnijom bojom pokozice, u ovom uzorku je takode utvrdeno prisustvo antocijana, ali
je vrednost, ocekivano, bila znacajno manja (0,79 g mal 3-glu/kg) u odnosu na ostale
TAC vrednosti. Opseg dobijenih TAC vrednosti u crnim sortama kretao se od 2,03 g mal
3-glu/kg (‘Prokupac 2') do 5,98 g mal 3-glu/kg ('Cabernet Sauvignon'), $to ukazuje na
manji sadrzaj antocijana u pokozicama autohtonih sorti u poredenju sa internacionalnom
sortom 'Cabernet Sauvignon'.

Sadrzaj ukupnih polifenola, ukupnih antocijana i antioksidativna aktivnost
mladih sortnih vina dobijenih od autohtonih i internacionalnih sorti prikazan je u Tabeli
29. Na osnovu prikazanih rezultata moze se zakljuciti da je u belim vinima, sa
izuzetkom uzorka 'Plovdina’, izmeren znatno manji sadrzaj ukupnih polifenola (0,14-
0,20 g EGKIL), kao i antioksidativni potencijal (0,54-0,68 mmol ET/L), u poredenju sa
crvenim vinima gde su TPC vrednosti bile u opsegu od 0,57 do 1,29 g EGK/L, a RSA u
opsegu od 2,69 do 7,29 mmol ET/L). Vino sorte 'Plovdina’, sa sadrzajem ukupnih
polifenola od 0,79 g EGK/L i antioksidativnim potencijalom u vrednosti od 4,42 mmol
ET/L, izdvaja se od ostalih belih vina, sto bi se moglo dovesti u vezu sa ruzicastom
bojom pokozice u slucaju ove sorte.

Od crvenih vina, pokazano je da su vrednosti svih ispitivanih parametara
znaajno veée u sluCaju internacionalne sorte 'Cabernet Sauvignon' u poredenju sa
vinima dobijenim od autohtonih sorti. Od svih autohtonih sorti, uzorak vina 'Prokupac 1'
izdvojio se prema najvecem sadrzaju ukupnih polifenola (1,01 g EGKJ/L) i antocijana (
91,24 mg mal 3-glu/L), a takode i prema antioksidativnom potencijalu (6,36 mmol
ET/L).
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Tabela 29. Sadrzaj ukupnih polifenola, ukupnih antocijana i antioksidativna aktivnost

mladih vina dobijenih od autohtonih i internacionalnih sorti.

Uzorak TPC (g EGK/L) RSA (mmol ET/L) TAC (mg mal 3-glu/L)
Crvena vina

Prokupac 1 1,01+0,02" 6,36+0,03" 91,24+2,59"
Prokupac 2 0,81+0,00° 4,81+0,11° 88,78+1,52°
Tamjanika crna 0,57+0,00° 2,69+0,14° 36,99+0,78"
Cabernet Sauvignon 1,29+0,01° 7,29+0,22° 223,35+15,32°
Bela vina

Plovdina 0,79+0,02° 4,42+0,01° 3,52+0,03°
Smederevka 0,14+0,00' 0,54+0,01° /

Tamjanika bela 0,18+0,00° 0,68+0,01° /

Kreaca 0,20+0,00° 0,63+0,00° /
Chardonnay 0,18+0,00° 0,68+0,03° /

Razli¢ita slova u istoj koloni oznacavaju znacajnu razliku izmedu sorti prema Tukey testu, P < 0,05.

Profil flavan-3-ola u ekstraktima pojedina¢nih delova bobice (semenke, pokozice i
mezokarp) i vinima, ispitivan je primenom tankoslojne hromatografije. Eksperiment je
obuhvatao nekoliko faza: i) optimizaciju stacionarne faze, ii) optimizaciju mobilne faze,
i na kraju iii) analizu profila flavan-3-ola. Pregled koris¢enih hromatografskih sistema
dat je u Tabeli 2.

Prvi izbor, pri optimizaciji hromatografskog sistema, za odvajanje flavan-3-ola u
ekstraktima i vinima bila je celuloza, dok je kao mobilna faza upotrebljena
trokomponentna smesa rastvaraa 1-propanol-voda-siréetna kiselina (4:2:1, v/v/v).
Istovremeno sa ispitivanim ekstraktima semenki, hromatografisan je standardni rastvor
(+)-katehina (na slikama obelezen kao ST). Medutim, hromatogram dobijen
ispitivanjem ekstrakata semenki na celulozi kao stacionarnoj fazi pokazao je da celuloza
nije najpogodniji adsorbent za ispitivanje profila flavan-3-ola, jer zone nisu bile
dovoljno jasne i odvajanje zona nije bilo adekvatno.

U cilju poboljsanja odvajanja flavan-3-ola na tankom sloju, primenjen je silika-gel
60 Fu54 kao stacionarna faza, dok je smesSa rastvaraca toluen-aceton-mravlja kiselina
(3:6:1, v/v/v) koris¢ena kao mobilna faza. Hromatogram flavan-3-ola ekstrahovanih iz

semenki, dobijen primenom Sistema V (Tabela 2), predstavljen je na Slici 15.
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Slika 15. Hromatogrami flavan-3-ola ekstrahovanih iz semenki crnih i belih sorti.

Na osnovu hromatograma predstavljenog na Slici 15 moze se konstatovati da je
(+) katehin prisutan u svim ispitivanim ekstraktima. lako u nedostatku standarda nije
bilo moguce izvrsiti identifikaciju i kvantifikaciju pojedina¢nih jedinjenja, na osnovu
karakteristi¢énih plavih zona na istim Rg vrednostima u svim uzorcima moguce je
zakljuciti da svi ekstrakti najverovatnije sadrze iste flavan-3-ole, a da se samo razlikuje
koli¢ina prisutna u pojedinim uzorcima. Medu ispitivanim ekstraktima semenki crnih
sorti izdvojile su se 'Prokupac 1' sa vidljivo najve¢im sadrzajem flavan-3-ola u
semenkama (boja zona je intezivnija u odnosu na druge uzorke) i sorta 'Cabernet
Sauvignon' sa vidljivo najmanjim sadrZzajem flavan-3-ola u semenkama (zone
najslabijeg intenziteta). Sa druge strane, semenke bele sorte 'Chardonnay' imaju vidljivo
veci sadrzaj flavan-3-ola (intenzivnije plavo obojene zone), u poredenju sa ostalim
ekstraktima semenki belih sorti. Najmanji sadrzaj flavanola vizuelno se zapaza u
semenkama bele sorte 'Kreaca'.

Ranija nauc¢na istrazivanja (Yilmaz i1 Toledo, 2004; Milanov 1 sar., 2014)
potvrduju zavisnost sadrzaja flavan-3-ola u vinu od vremena ekstrakcije, tj. vremena
maceracije, temperature i koncentracije alkohola u vinu. Jedan od navedenih faktora
mogao bi biti razlog za neznatan sadrzaj flavan-3-ola u ekstraktima pokozice crnih sorti
i bele sorte 'Plovdina’. lako je 'Plovdina’ bela sorta vinove loze, zbog obojenosti
pokozice ekstrakt ovog uzorka je hromatografisan i u okviru ispitivanja crnih sorti.

Slika 16A prikazuje hromatogram ovih ekstrakata (Sistema V1, Tabela 2). Hromatogram
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ekstrakata pokoZzice belih sorti, dobijen primenom Sistema VIII (Tabela 2), prikazuje
nesto veci sadrzaj flavan-3-ola u poredenju sa hromatogramom ekstrakata pokozice

crnih sorti (Slika 16B).

Csa Prol Plo ST Pro2 Ter Plo Sme The ST  Cha Kre
Slika 16. Hromatogram flavan-3-ola ekstrahovanih iz pokozice (A) crnih sorti i sorte
'Plovdina’ i (B) belih sorti.

Profil flavan-3-ola ispitan je i u ekstraktima mezokarpa crnih i belih autohtonih
sorti, kao i internacionalnih sorti '‘Cabernet Sauvignon' i ‘Chardonnay’ (Sistem VII,
Tabela 2). Na hromatogramu prikazanom na Slici 17 nisu vidljive plavo obojene zone,
te se moze zakljuciti da ispitivani ekstrakti mezokarpa ne sadrze flavan-3-ole. Ovi
rezultati su ocekivani i u skladu sa literaturnim podacima koji navode da su flavan-3-oli

najvise zastupljeni u semenkama i u manjoj koli¢ini u pokozici (Cantos i sar., 2002).

CSa Prol Plo Sme Tbe ST Cha Pro2 Kre Tcr

Slika 17. Hromatogram flavan-3-ola ekstrahovanih iz mezokarpa crnih i belih sorti.
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Prisustvo flavan-3-ola ispitano je i u vinima dobijenim postupkom
mikrovinifikacije od ispitivanih sorti vinove loze. Na dobijenom hromatogramu (Slika
18) identifikovan je znatno veéi sadrzaj katehina (intenzivnije plave zone) u vinu
internacionalne sorte 'Cabernet Sauvignon' i u vinu autohtone sorte 'Tamjanika crna,
kao 1 u belom vinu autohtone sorte 'Plovdina’, u poredenju sa ostalim uzorcima

ispitivanih vina.

CSa Prol Plo Sme Tbe ST Cha Pro2 Kre Tcr

Slika 18. Hromatogram flavan-3-ola iz crvenih i belih vina.

Hromatogram uzoraka vina (Slika 18) pokazao je bogatiji profil flavan-3-ola u
poredenju sa hromatogramima ekstrakata pokozice (Slika 16, A i B), ali siromasniji u
odnosu na ispitivane ekstrakte semenki (Slika 15). Ovaj trend je ocekivan, jer su ranija
istrazivanja pokazala da monomeri flavan-3-ola u vinu poti¢u uglavnom iz semenki

(Monagas i sar., 2003).
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5. ZAKLJUCAK

U okviru ove doktorske disertacije, upotrebom savremenih analiti¢kih
postupaka, odreden je hemijski sastav razliCitih sorti vinove loze (V. vinifera).
Ispitivanja su obuhvatila internacionalne i autohtone sorte, kao i neke selekcionisane
klonove iz razli¢itih vinogorja u Srbiji. Odreden je hemijski sastav celih bobica u tri
faze razvoja, kao i sastav pojedinih delova bobice (pokozice, semenki i mezokarpa).
Takode, analizirana su mlada sortna vina pripremljena u postupku mikrovinifikacije,
kao 1 liS¢e vinove loze.

Na osnovu rezultata dobijenih primenom te¢ne hromatografije spregnute sa
masenom spektrometrijom moze se zakljuciti da su polifenolna jedinjenja
najzastupljenija u semenkama, zatim u pokozici, dok su najmanje koli¢ine pronadene u
mezokarpu. Semenke karakteriSe najveci sadrzaj flavan-3-ola, dok su u pokoZzici u
najvecoj meri zastupljena jedinjenja iz grupe flavonola. Takode, ovi rezultati ukazuju i
na postojanje znacajne razlike medu sortama u pogledu sadrzaja polifenola. Pored
pomenutog, u okviru ovih istrazivanja dokazano je prisustvo pojedinih jedinjenja
netipi¢nih za polifenolni profil V. vinifera sorti. Tako na primer, elaginska kiselina, za
koju se verovalo da je jedinstvena za semenke Vitis rotundifolia sorti vinove loze,
pronadena je u svim ispitivanim V. vinifera sortama, a najvece koli¢ine zabelezene su u
semenkama hibridne sorte 'Petra’. Analizom prisutnih antocijana pomoc¢u LTQ Orbitrap
masenog analizatora utvrdeno je prisustvo malvidin 3,5-O-diheksozida u pokozicama
ispitivanih crnih sorti vinove loze, §to se takode smatra netipi¢nim za V. vinifera sorte.
Po prvi put malvidin 3,5-O-diheksozid je pronaden u pokoZicama internacionalnih sorti
'‘Merlot', ‘Cabernet Franc', 'Shiraz', 'Sangiovese', 'Pinot Noir', kao i u autohtonoj sorti
'Prokupac'.

Polifenolni profil sortnih vina pokazao je da su hidroksibenzoeve kiseline
najzastupljenije u crvenim vinima, dok su hidroksicinaminske kiseline pronadene u
svim belim sortnim vinima i prepoznate su kao dominantna klasa polifenolnih jedinjenja
u ovim uzorcima. Vecée koli¢ine polifenola pretezno su pronadene u crvenim vinima, u
odnosu na bela vina. U ovom istrazivanju prvi put je detaljno ispitan polifenolni profil
mladog sortnog vina 'Prokupac'. Utvrdeno je da su u vinu ove autohtone sorte prisutne

najve¢e koli¢ine galne Kiseline, elaginske kiseline, hidroksicinaminskih kiselina,
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katehina, epikatehina, hiperozida, miricetina, florizina i arbutina, u odnosu na ostale
ispitivane sorte. Takode, od svih analiziranih crvenih vina, samo u uzorku 'Prokupac’
pronadeni su naringin, naringenin, apigenin i resveratrol. Ovo su o¢ekivani rezultati ako
se ima u vidu da je analizom polifenolonog sastava grozda 'Prokupac’ pokazano da ova
sorta ima veci sadrzaj ukupnih polifenola i antioksidativni potencijal u semenkama i
pokozici u odnosu na ostale ispitivane sorte. U semenkama ove autohtone sorte
kvantifikovane su najvece koli¢ine elaginske kiseline i flavan-3-ola (pre svega katehina
I galokatehin-galata), dok je u pokozici pronaden najveci sadrzaj resveratrola. Domaca
hibridna sorta 'Petra' takode se izdvojila od ostalih ispitivanih belih sorti. U semenkama
pomenute hibridne sorte pronadene su najvece koli¢ine galne kiseline i ukupnih flavan-
3-ola, dok je u pokozici kvantifikovan narocito visok sadrzaj elaginske kiseline.

Takode, prvi put je detaljno ispitan polifenolni profil izdvojenih klonova sorti
‘Merlot' i 'Cabernet Franc' u razli¢itim fazama razvoja bobice. Rezultati istrazivanja
ukazuju na znacajnu razliku izmedu standarda i odgovaraju¢ih klonova u pogledu
sadrzaja ukupnih polifenola, antocijana i antioksidativne aktivnosti. Utvrdene su
znacajne korelacije izmedu TPC i RSA vrednosti u uzorcima u dve faze razvoja grozda,
na samom pocetku formiranja bobice i u potpuno zrelom grozdu, $to ukazuje na to da
antioksidativnoj aktivnosti ispitivanih uzoraka uglavnom doprinose prisutne polifenolne
komponente. Takode, i u slu¢aju ispitivanih sortnih vina dobijene su znacajne korelacije
medu ovim vrednostima. Sto se ti¢e sadrzaja pojedina¢nih polifenolnih jedinjenja u
ispitivanim klonovima primecena je raznolikost, pri ¢emu su se uzorci grozda u fenofazi
Sarka izdvojili na osnovu veceg sadrzaja pojedinih flavan-3-ola (epigalokatehin,
katehin, epikatehin i katehin galat).

Na kraju, profil flavan-3-ola karakteristi¢nih za grozda i vina autohtonih sorti
ispitan je primenom tankoslojne hromatografije. Optimizacijom hromatografskih uslova
dobijen je ,otisak prsta”“ pojedina¢nih delova bobice. U svim ispitivanim uzorcima
semenki dokazano je prisustvo (+) katehina, a na osnovu hromatograma je utvrden
slican profil flavan-3-ola. Ipak, razliCiti inteziteti zona ukazali su na razliku u sadrzaju
pojedinacnih flavanola. U pokoZicama belih sorti pronaden je nesto veci sadrzaj flavan-
3-ola u odnosu na pokoZice crnih sorti. U slucaju sortnih vina, profili su bili bogatiji
flavan-3-olima u poredenju sa pokozicama, ali su u odnosu na semenke, zone bile

manjeg intenziteta.
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Rezultati prikazani u okviru ove doktorske disertacije pokazuju da je ispitivane
hemijske osobine, pre svega sadrzaj elemenata i polifenolni sastav, moguce dovesti u
vezu sa geografskim poreklom i sortnim specifi¢nostima vinove loze. Primenom analize
glavnih komponenata na sadrzaj polifenola u pokozici i semenkama utvrdena je razlika
izmedu crnih i belih sorti, $to nije bilo moguce analizom polifenolnog profila
mezokarpa. Takode, polifenolni profili mladih sortnih vina je ukazao na razlike medu
crvenim i belim vinima, $to je u bliskoj vezi sa utvrdenim razlikama u fenolnom sastavu
izmedu sorti sa belom i obojenom pokozicom. lako uzorci lis¢a poticu sa dva relativno
bliska vinogorja, rezultati multivarijantne analize pokazuju grupisanje uzoraka na
osnovu geografske pripadnosti, do kojeg su dovele razlike u elementalnom sastavu, kao
i u sastavu odredenih flavonoida i fenolnih kiselina. Smatra se da razli¢iti kapaciteti
sorti za apsorpciju metalnih jona iz zemljista, kao i razlike u distribuciji unutar biljke,
mogu doprineti klasifikaciji na osnovu sortnih specifi¢nosti. Postojanje slozenih
hemijskih interakcija izmedu elemenata i polifenola, ukazuje na mogucu vezu izmedu
profila ovih komponenti i sortnih specifi¢nosti. PCA je pokazala jedinstvenost li§¢a
vinove loze 'Petra’, hibrida stvorenog u Srbiji, u odnosu na ostale analizirane sorte
vinove loze, koje se izdvojilo po vefem sadrzaju protokatehuinske, gentisinske,
kofeinske, p-kumarinske i ferulinske kiseline, kempferola, rutina i resveratrola.

Osim S§to predstavljaju znacajan naucni doprinos karakterizaciji grozda 1 vina sa
prostora Srbije, rezultati ove doktorske disertacije pruzaju i korisne informacije za
unapredenje uslova gajenja i o€uvanje genetickih resursa vinove loze. Na kraju, moze se
zakljuéiti da primenjene validovane analiticke procedure u ispitivanju hemijskih
karakteristika prirodnih proizvoda imaju veliki potencijal i u pogledu verifikacije

njihovog porekla.
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Mpwunor 1.

U3jaBa o ayTopcTey

MotnncaHa Munuua M. Cpenojesuh
6poj ynuca ax19/2011

UsjaBrbyjem

Aa je AOKTOpCKa AucepTaumja noJ HacroBom

XCMH.ICKa KagaKTepnaagnia I gox}ia M COPTHHUX BUHA U3 Pa3IMYUTHX BUHOT opia y

CpGujn

® pesynTar CONCTBEHOr UCTPaXMBaYKor paja,

* AanpeanoxeHa guceprauuja y LenuHU HY y Aenosuma Huje 6una npeanoxeHa
3a pobujare Guno koje Aunnome npema CTYAVCKUM mporpammma Apyrux
BMCOKOLLIKONCKUX YCTaHOBA,

¢ [acCy pe3yntaTtu KOPEeKTHO HaBedeHU U

* A2 HuCaM Kpuwmna ayTopcka npaBa M KOPUCTUNA WHTENeKTyamnHy CBOjUHY
Apyrvx nuua.

Motnuc AokTopaHaa

7N

Y Beorpagay, /{ dé. ZO/X .




Mpunor 2.

UsjaBa o uctosetHocTu wramnane u erfleKTPOHCKe
Bep3uje OOKTOPCKOr paaa

Wme n npesume aytopa Munuua M. Cpenojesuh
Bpoj ynuca ax19/2011

Cryaujckv nporpam JOKTOP XeMWCKNX Hayka

Hacnos paga Xemuijcka kapakrepusauuia rpoxha 1 COPTHUX BUHA M3 DA3NUYUTIX

BUHOropja y Cp6uiu
MenTop ap Maja Hatuh

Motnucana Munuua M. Cpenojesuh

usjaBrbyjemM ga je wramnawa Bep3nja MOr AOKTOPCKOr pafja UCTOBETHA €IeKTPOHCKO]
Bep3uju Kojy cam npegana 3a- objaBrbuBarbe  Ha noprany [OurutanHor
penosutopuyma YHusepaurtera y Beorpapy.

[osBorbaBam aa ce objaBe MOjU NWUYHM MogauM BesaHu 3a Aobujare akagemckor
3Baka NOKTOpa Hayka, Kao LWTo Cy UMe 1 npeanme, roanHa n Mecto pofera u gaTym
oabpaHe pana.

OBu nuyHM nojaum wmory ce 00jaBUTU Ha MpeXHUM cTpaHMuama auruTanHe
6ubnuoTeke, y enexrpoHckom katanory u y nyénukauvjama YHusepsutera y Beorpapy.

MNoTtnuc pokropanpa

ot
7\

Y Beorpagy, /f Oéfﬁﬁ%




Mpunor 3.

Usjasa o kopuwwhemy

Osnawhyjem YHuBepauteTcky 6ubnuoteky »CBeTosap Mapkosuh* fa y Jurutanam
penosuTopujym YHusepsuteta y Beorpagy yHece MOjy AOKTOpCKy AvcepTauujy nog
Hacnosom:

XeMujcka KapakTepu3aimja rpoxha u COPTHHMX BUHA U3 PA3NUYMTHX BUHOTOpia y
Cpbuju

koja je moje ayTopcko geno.

Avceptauvjy ca csum npunosuma npeaana cam y enekrpoHcKkoM ¢chopMaTy norogHoM
3a TpajHO apxuBUpak-e.

Mojy noktopcky aucepraumjy noxpareHy y [iururanyu penosutopujym YHuBepanuTeTa
y Beorpapny mory aa kopucre ceu Koju nowTyjy onpen6e cappxaHe y ofabpaHom Tuny
nuueHue KpeausHe 3ajegnuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oanyyuna.

1. AyTopcTBo

2. AyTOpCTBO - HeKoMepUMjanHo

[3.] AyTopcTBO — HekoMepLMjanHo — 663 npepage

4. AytopcTBOo — HeKkomepum1janHo — AennT Nog UCTUM ycrnoBsuma
9. AytopcTso — 6e3 npepane

6. AyTopcTBo — fenuTu nog ucTum ycnosuma

(Monumo pa 3a0Kpy>xuTe caMo jefHy oj Lect NoHyReHnX nuueHuwm, KpaTtak onuc
nvueHum par je Ha nonefuHn nucra).

Mornuc aokropanaa

Dyesgibest
7 TV

Y Beorpapy, 16.06. JY .




