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DINAMIKA SADRZAJA BIOLOSKI AKTIVNIH FENOLNIH JEDINJENJA GROZDA
SORTE CABERNET SAUVIGNON TOKOM FENOFAZA SAZREVANJA, PRIMARNE
PRERADE, VINIFIKACIJE | UTICAJ NA ANTIOKSIDATIVNI KAPACITET VINA

SAZETAK

Tokom izrade ove doktorske disertacije cilj je bio pratiti dinamiku sadrzaja pojedinih
fenolnih jedinjenja koja su prisutna u grozdu sorte Cabernet Sauvignon tokom razli¢itih faza
sazrevanja, primarne prerade, raznih vidova vinifikacije kao i ispitati antiokisdativni kapacitet
novodobijenih vina. Pored vina, znacajan deo ove disertacija zauzima istraZivanje vezano za
kominu koja zaostaje kao nuz proizvod prilikom proizvodnje vina.

Ogledi mikrovinifikacije uz primenu razli¢itih kombinacija kvasaca i enzimskih preparata,
postavljeni su sa ciljem pracenja dinamike ekstrakcije fenolnih jedinjenja iz ¢vrstih delova grozda u
vino (3, 5, 7, 14 1 21 dana, respektivno) kao i koli¢ine zaostalih fenolnih jedinjenja u komini nakon
maceracije.

Analizom pripremljenih uzoraka vina identifikovana su sledeca jedinjenja: galna kiselina,
protokatehuinska kiselina, p-hidroksibenzoeva Kkiselina, siringinska, vanilinska, kafeinska,
elaginska, p-kumarinska kiselina, katehin, epikatehin i kvercetin. Za svako pojedinac¢no jedinjenje
ispitana je dinamika ekstrakcije, za svaku navedenu varijantu ogleda. Rezultati govore da je p-
hidroksibenzoeva kiselina dostigla najraniji maksimum ekstrakcije 1 to ve¢ 3. dan za varijantu
ogleda BDX, dok je uz dodati enzimski preparat EXV maksimum dostignut 5. dan maceracije.
Medu ostalim jedinjenjima najkasniji maksimum i to 21. dan su dostigli katehin, epikatehin,
kvercetin, galna i elaginska kiselina za razli¢ite kombinacije primene kvasaca i enzimskih preparata.
Od svih jedinjenja nadenih u vinu, katehin je imao najviSi maksimum ekstrakcije u koli¢ini od
36,3108 mg/l u varijanti ogleda BDX.

U ovom radu detaljno je analizirana dinamika pojedinih jedinjenja zaostalih u komini, a to
su rutin, trans-resveratrol, katehin, epikatehin, vanilin i p-kumarinska kiselina. Katehin i epikatehin
su bila najdominantnija jedinjenja nadena u komini grozda i to onoj koja je macerirala kraci
vremenski period pa je zakljueno da je vreme maceracije znacajno uticalo na sadrzaj pojedinih
jedinjenja u komini. Zakljuceno je da ova jedinjenja podlezu reakcijama desorpcije sve do 14. dana
maceracije, nakon c¢ega dolazi do uspostavljanja ravnoteze ili blage desorpcije ili adsorpcije na
¢elije kvasca ili komine. Pored navedenih fenolnih jedinjenja, ostala jedinjenja identifikovana u
komini su bila siringinska, galna, kafeinska, ferulinska, protokatehuinska, p-hidroksibenzoeva,
elaginska, vanilinska kiselina kao i kvercetin, naringenin i kemferol.

Izmerena je i antiradikalska i antioksidativna aktivnost uzoraka vina za sve varijante ogleda,
gde je nadeno da vreme maceracije znacajno utice na anti-DPPH radikalsku aktivnost vina, ali i to
da zasejavanje kljuka razli¢itim kvascima znacajno menja antioksidativnost merenu FRAP
metodom, u odnosu na antioksidativnost vina spontane fermentacije. Dodatak pojedinih enzimskih
preparata tokom maceracije je znacajno uticao na antioksidativnu aktivnost vina merenu TEAC
testom i FRAP metodom.

Pored ogleda dinamike, utvrden je uticaj rastueg pritiska cedenja prevrele komine na
povecanje koli¢ine pojedina¢nih fenolnih jedinjenja u vinu kao i njihovog sadrzaja koji je zaostao u
komini i komini cedenoj primenom razli¢itih pritisaka, primenom razli¢itih tehnika vinifikacije kao
i tretmana stabilizacije vina.

Na osnovu prac¢enja dinamike fermentacije uz uklju¢ivanje 1 drugih parametara u tehnoloski
proces proizvodnje, dobijeni su optimalni uslovi proizvodnje vina sa §to ve¢im sadrzajem bioloski
aktivnih komponenata znacajnih za zdravlje ljudi.



Kljuéne re€i: crveno vino, dinamika ekstrakcije, maceracija, fenolna jedinjenja, komina,
antioksidativni kapacitet
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DYNAMICS OF BIOLOGICALLY ACTIVE PHENOLIC COMPOUNDS OF CABERNET
SAUVIGNON GRAPE VARIETY DURING PHENOPHASES OF MATURATION,
PRIMARY PROCESSING, VINIFICATION AND INFLUENCE ON WINE ANTIOXIDANT
CAPACITY

ABSTRACT

During the conducting of this doctoral dissertation, the aim was to monitor the dynamics of
the content of certain phenolic compounds present in Cabernet Sauvignon grapes during different
stages of maturation, primary processing, various types of vinification and to examine the
antioxidant capacity of newly produced wines. In addition to wine, a significant part of this
dissertation is occupied by research related to the pomace which is present a by-product of wine
production.

Experiments of microvinification with the use of different combinations of yeasts and
enzyme preparations were set to monitor the dynamics of extraction of phenolic compounds from
pomace (solid parts of grapes) into wine (3, 5, 7, 14 and 21 days, respectively) as well as the
amount of phenolic compounds remaining in fermented pomace after maceration.

Through an analysis of prepared wine samples, catechin, epicatechin, quercetin, gallic acid,
protocatechuic acid, p-hydroxybenzoic acid, syringic acid, vanillic acid, caffeic acid, ellagic acid
and p-coumaric acid were identified. Dynamics extraction was examined for each identified
phenolic compound for each mentioned sort of experiment. The results showed that p-
hydroxybenzoic acid reached the earliest maximum of extraction on the 3rd day already for the
experiment with BDX, while with the added enzyme preparation EXV the maximum was reached
on the 5th day of maceration. Among other compounds, catechin, epicatechin, quercetin, gallic and
ellagic acid reached the latest maximum on the 21st day for various experiments with different
yeast strains and enzyme preparations. Of all the compounds found in wine, catechin had the
highest extraction maximum of 36.3108 mg/l during fermentation with BDX yeast.

The dynamics of certain compounds such as rutin, trans-resveratrol, catechin, epicatechin,
vanillin and p-coumaric acid remained in the pomace were analyzed too. Catechin and epicatechin
were the most dominant compounds found in grape pomace, the one that macerated for a shorter
period of time, therefore it was concluded that the maceration time significantly affected the content
of individual compounds in the pomace. It was concluded that these compounds are subject to
desorption reactions until the 14th day of maceration, after which equilibrium is established or mild
desorption or adsorption on pomace or yeast cells. In addition to these phenolic compounds, other
compounds identified in the pomace were syringic, gallic, caffeic, ferulic, protocatechuic, p-
hydroxybenzoic, ellagic, vanillic acid as well as quercetin, naringenin and kaempferol.

The antiradical and antioxidant activity of wine samples was measured for all samples, and
it was found that the maceration time significantly affects the anti-DPPH radical activity of wine,
but also that inoculation with different yeasts significantly changes antioxidant capacity measured
by FRAP method, compared to antioxidant capacity of wine obtained by spontaneous fermentation.
The addition of enzyme preparations during maceration significantly affected the antioxidant
activity of wine measured by TEAC test and FRAP method.

Apart from dynamics experiment, the influence that increasing pressing pressure of
fermented pomace has on the increase in the amount of individual phenolic compounds as well as
on their content remaining in the pomace and pomace drained after applying different pressures,
applying various vinification techniques as well as wine stabilization treatments was determined.



By monitoring the dynamics of fermentation with the inclusion of other parameters in the
technological process of production, optimal conditions for wine production were obtained with the
highest possible content of biologically active components important for human health.

Key words: red wine, dynamics extraction, maceration, phenolic compounds, pomace, antioxidant
capacity

Scientific field: Biotechnical sciences
Scientific subfield: The science of food preservation and fermentation
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1. UvOoD

Uzgajanjem vinove loze dobija se najhranljivije i najplemenitije kontinentalno voce, grozde.
Ostaci vinove loze srecu se u geoloskim naslagama starim preko 70 miliona godina Sto govori da je
vinova loza neuporedivo starija od coveka. Grozde je osnovna sirovina od koje se proizvodi vino i
odavnina se pri pomenu vina misli isklju¢ivo na vino od grozda iako su u poslednje vreme sve
popularnija i vina od voca. Druzenje ¢oveka sa vinovom lozom, sa grozdem i vinom, seze u daleku
istoriju ljudske civilizacije. Prvi pomen enologije datira jos 2000 godina pre nove ere. Medutim tek
nakon studije o vinu, Luja Pastera (1866. godine), bilo je moguce bolje kontrolisati proces
transformacije grozda u vino. Tom studijom utemeljena je savremena tehnologija vina.

Za tehnologiju vina od presudnog su znacaja kvalitativne karakteristike grozda kao sirovine
koja se koristi. Sorta vinove loze i uslovi uzgoja u vinogradu daju glavni pecat i stepen kvaliteta
ovog plemenitog i vrlo rasprostranjenog pica. To je vrlo kompleksan postupak dobijanja proizvoda
koji je sklon neprestanim modifikacijama i kao $to veliki Luj Paster rece - “Jedna buteljka vina
sadrzi viSe filozofije nego sve knjige sveta”.

Pod vinom se podrazumeva proizvod nastao potpunom ili delimi¢nom alkoholnom
fermentacijom svezeg grozda, kljuka (izmuljano grozde) ili Sire (grozdani sok) sorti vinove loze ¢ije
je gajenje dozvoljeno u Republici Srbiji. Najveci broj sorti vinove loze koje se koriste u proizvodnji
vina potice od vrste Vitis vinifera.

Ono $§to razdvaja tehnologiju belih i1 crvenih vina je upravo maceracija. Crvena vina se
drugim re¢ima nazivaju macerirana vina gde dolazi do fermentacije kljuka, za razliku od belih vina
gde cvrsti deo grozda biva odvojen, a Sira odnosno te¢ni deo se ostavlja da fermentiSe.

Maceracija je vrlo sloZzen proces koji podrazumeva ekstrakciju iz ¢vrstih delova grozda
(posebno pokozice, semenke 1 eventualno Sepurine) koju prati alkoholna fermentacija Sire tj.
grozdanog soka. DuZzina i intezitet maceracije zavisi pre svega od sorte kao 1 Zeljene vrste vina koja
se proizvodi. Maceracija je posebno vazna posmatrajuci sa stanovista sadrzaja fenolnih jedinjenja
koja su ve¢ duzi vremenski period u fokusu interesovanja mnogih istrazivaca kako sa tehnoloskog
tako i sa farmakoloskog aspekta. Poslednjih dvadeset do dvadesetpet godina doslo se do saznanja da
u vinu postoje hemijska jedinjenja koja blagotvorno utic¢u na zdravlje ljudi. Posebno znacajna za
normalno funkcionisanje organizma su upravo fenolna jedinjenja.

Nekoliko faktora, ukljuujué¢i sortu vinove loze, stepen zrelosti, spoljasnje uslove i
primenjene tehnoloSke procedure tokom tehnologije proizvodnje moze kvalitativno i kvantitativno
uticati na fenolni sastav grozda, komine, vina i kona¢no na kvalitet i nutritivne karakteristike. Svaki
od ovih faktora podjednako utiCe na konacan sadrzaj fenolnih jedinjenja prvenstveno u bobici
grozda, a zatim ¢e od primarne prerade, primenjene vinifikacije kao i odlezavanja vina zavisiti
konacan fenolni sastav.

Nebrojeno je radova napisanih na temu bioloski aktivnih jedinjenja i njihovog zdravstvenog
znacaja. Kao $to je receno, fenolna jedinjenja iz grozda se ekstrahuju u vino tokom tehnoloskih
operacija procesa proizvodnje (muljanje, maceracija, fermentacija), ali veliki deo tih jedinjenja
zaostaje u ¢vrstim ostacima ili delovima grozda koji se naziva komina. Velika paznja je poslednjih
godina usmerena na eksploataciju ovog nuz proizvoda, poSto se smatra jeftinim izvorom za
dobijanje bioaktivnih jedinjenja sa potencijalnom primenom kao antioksidanasa u hrani.
Antioksidativna 1 bioloska aktivnost grozda, vina i komine je upravo povezana sa sadrzajem i
sinergijom fenolnih jedinjenja i dokazana je pozitivna korelacija njihovog sadrzaja i
antioksidativnosti. Interesovanje za istrazivanje ovih jedinjenja obnovljeno je po¢etkom poslednje
decenije proslog veka. Podstaknuto je rezultatima epidemioloskih studija koje ukazuju na negativnu
korelaciju izmedu konzumiranja crvenih vina i smrtnosti od kardiovaskularnih bolesti. Dobro je
poznata i paradoksalna situacija u Francuskoj gde je u ishrani prepunoj zasi¢enih masti zapazena
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vrlo niska stopa mortaliteta od koronarnih bolesti za razliku od drugih zemalja. Klju¢ delimi¢nog
objaSnjenja lezi u Cinjenici da je takva ishrana ispra¢ena raSirenom konzumacijom crvenog vina
posebno na jugu Francuske. Prvobitno se ovakvo delovanje pripisivalo alkoholu, da bi kasnija
istrazivanja fenolnih komponenti potvrdila njihovu biolosku aktivnost.

2. PREGLED LITERATURE
2.1. Fenolna jedinjenja grozda i vina

Fenolna jedinjenja igraju veoma vaznu ulogu u enologiji. Odgovorna su za sve razlike
izmedu crvenih i belih vina, a posebno onih koje se ti¢u boje i ukusa (Ribéreau-Gayon et al.,
2006a). Ova bioaktivna jedinjenja ¢ine vrlo raznovrsnu grupu sekundarnih metabolita koji se nalaze
kako u grozdu tako i u vinu. Fenolna jedinjenja igraju vaznu ulogu kada su u pitanju senzorske
karakteristike grozda i vina, jer su odgovorni za aromu, boju, ukus, gor¢inu i adstringenciju
(Garrido i Borges, 2013; Bai et al., 2013).

Fenolna jedinjenja grozda, Sire i vina delimo u dve grupe: flavonoide i neflavonoide. U
flavonoide spadaju: antocijani, flavonoli, tanini (polimerizovani flavan-3-oli) i proantocijanidini. U
neflavonoide spadaju: fenolne Kiseline (derivati benzoeve i derivati hidroksicimetne kiseline) i
stilbeni. U derivate benzoeve kiseline spadaju: p-hidroksibenzoeva, protokatehuinska, vanilinska,
galna, siringinska, salicilna i gentiSinska (jorgovanska). U derivate hidroksicimetne ubrajaju se: p-
kumarinska, kafeinska, ferulinska i sinapinska. Takode u derivate hidroksicimetne kiseline spadaju
kumarini (komponente hrasta): eskulin, skopolin (kao glikozidi) ili eskuletin, skopoletin (aglikoni).

Koli¢ina fenolnih jedinjenja koja ¢e se naéi u vinu zavisi od sorte, stepena zrelosti,
fitosanitarnog stanja, uslova sazrevanja grozda (nacin gajenja, sunceva svetlost, defolijacija, sastav
zemljista, temperatura). Od tehnoloskih ¢inilaca najveéi uticaj imaju nacin vinifikacije 1 duzina
maceracije (kontakt te¢ne i ¢vrste faze). Za tok fermentacije vazna je temperatura, broj potapanja ili
oro$avanja, soj kvasca kao i primenjeni egzogeni enzimi. Od toga zavisi koli¢ina i dinamika
nastajanja etanola koja uti¢e na ekstraktibilnost pojedina¢nih fenolnih jedinjenja (koli¢ina koja ¢e
pre¢i u vino U odnosu na koli¢inu prisutnu u grozdu). Primenjeni pritisak presovanja prevrele
komine, nacin nege i stabilizacija vina (sulfitisanje, tretiranje bistrilima, malolakticka fermentacija)
se bitno odrazava na njegov fenolni profil. Na kraju, ne manje znacajan uticaj imaju uslovi
odlezavanja vina kao $to je vrsta suda (inoks, hrast, staklo), izlozenost vina kiseoniku i temperatura
podruma (Petrovic, 2022).

lako su fenoli prisutni u soku od grozda, koli¢ina je znatno povecana u vinu zbog njihove
vece rastvorljivosti u etanolu nego u €isto vodenim rastvorima (Sacchi et al., 2005).

Flavonoidi

Flavonoidi nadeni u grozdu i vinu imaju iste hidroksilne supstituente na A prstenu, na
pozicijama 5 i 7. Razlike u oksidacionom stanju i susptituentu na C prstenu (polozaji 2, 3 i 4)
defini$u razli¢ite klase flavonoida. Flavonoli, antocijani, flavan-3-oli i njihovi kondenzovani
proizvodi (tanini ili proantocijanidoli) su najzastupljeniji flavonoidni molekuli u grozdu i vinu, a srz
njihove strukture prikazana je na slici 1 (Waterhouse et al., 2016).

Flavonoidi se ekstrahuju iz pokozice i semenke grozda tokom fermentacije i maceracije 1
obuhvataju vecinu fenolnih jedinjenja crvenih vina. Etanol se ponaSa kao dobar ekstragens za
ekstrakciju fenolnih jedinjenja tokom tipi¢ne maceracije i fermentacije kljuka crnog grozda. Posto
se belo vino dobija iskljucivo iz $ire, nivoi flavonoida su veoma niski, manji od 5% u odnosu na
crveno vino. Generalno, vise od polovine fenola iz pokozice i semenke se ekstrahuje u crveno vino
tokom procesa maceracije, zaostajuci u komini (Waterhouse et al., 2016).



Slika 1. Osnovni skelet flavonoida (C6-C3-C6)
Flavan-3-oli i tanini

Medu flavonoidima najzastupljeniji su flavan-3-oli, ¢ije nakupljanje u bobici grozda pocinje
jos u fazi pre Sarka. Uglavnom se nalaze kao monomeri u vidu katehina i njegovog izomera
epikatehina 1 polimera (proatocijanidina) u semenkama, pokozici kao i delovima Sepurine.
Proantocijanidini semenke se sastoje od katehina, epikatehina i epikatehin-3-O-galata, a pokozi¢ni
proantocijanidini pored ovih sadrze i epigalokatehin (Cerpa-Calderon i Kennedy, 2008). Na B
prstenu, postoje samo dve varijante nadene medu flavanolima i to je ,,normalna“ 3'.4'-dihidroksi
supstitucija, i verzija ,,galo” 3”,4”,5’. Prema tome, flavan-3-ol sa cis supstitucijom na C prstenu i
trihidroksi supstituentima na B prstenu je epigalokatehin. Flavan-3-oli se nalaze i kao estri galne
kiseline supstitucijom na poziciji 3 $to je prikazano na nekim primerima na slici 2 (Waterhouse et
al., 2016).
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Slika 2. Strukture (+) katehina (1), (-) epikatehina (2), (-) galokatehina (3), (-) epigalokatehina (4) i
(-) epikatehin galata (5)

Ova jedinjenja su znacajna u enologiji jer doprinose senzorskim karakteristikama vina
(polimerizacija, kondenzacija sa antocijanima i oksidacija) i uklju¢ena su u procese sazrevanja vina
(Petrovi¢, 2022).

Pored kondenzovanih postoje jo§ kompleksni i hidrolizabilni tanini. To su supstance koje
imaju sposobnost da vezuju i taloze proteine, i druge biljne polimere kao Sto su polisaharidi
(Ribéreau-Gayon et al., 2006a; Zhang et al., 2021). Hidrolizabilni tanini ukljucuju galotanine i
elagitanine koji oslobadaju galnu kiselinu i elaginsku kiselinu (Slika 6) nakon kisele hidrolize. Oni
takode sadrze molekul glukoze. Hidrolizabilni tanini nisu pronadeni u grozdu, ali su oni glavni
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aditivi koji se koriste za tretiranje vina. Elaginska kiselina u vinu vodi poreklo iz hrastovog drveta,
ili iz tanina dodatih u vino, dok je galna kiselina uvek prisutna u vinu, jer vodi poreklo iz pokozice
bobice ili semenke (Ribéreau-Gayon et al., 2006a).

Flavonoli

Flavonoli predstavljaju zute pigmente koji su posebno vazni za bela vina, mada su
zastupljeni i u crvenim vinima samo su markirani antocijanima, tj. crvenim pigmentima. Flavonoli
su veoma bitni u reakcijama kopigmentacije u crvenim vinima, tako §to poboljsavaju ekstrakciju
antocijana tokom vinifikacije $to se ogleda u nastajanju vrlo intezivne crvene boje sa ljubi¢astom
nijansom. Nalaze se u pokozici bobice i njihovo nakupljanje tokom sazrevanja javlja se kao
odgovor izloZenosti sunc¢evoj svetlosti (Castillo-Mufios et al., 2007). Istrazivanja na sorti Pinot noir
pokazala su da je pokozica izlozena suncu imala znatno visi sadrzaj kvercetin glukozida, u odnosu
na grozde koje je sazrevalo u senci. Isto se pokazalo i za sadrzaj glukozida kao 1 aglikona u vinima
od takvog grozda (Price et al., 1995). Vina proizvedena od sorti sa debljom pokozicom kao $§to je
Cabernet sauvignon, sadrze visu koli¢inu flavonola u odnosu na one sa tanjom pokozicom i bez
dovoljno suncéeve svetlosti (Flamini et al., 2013).

Sto se ti¢e supstitucije skeleta flavonoida, 4'-hidroksi, 3',4'-dihidroksi i 3',4",5'- trihidroksi
flavonoli, poznati kao kemferol (1), kvercetin (2), i miricetin (3), respektivno, pronadeni su u crnom
grozdu i vinu (V. vinifera), zajedno sa izoramnetinom (4) koji je produkt metoksilacije 3'-OH
kvercetina. Na isti nafin nastaju laricitrin (metoksilacijom C 3’ miricetina) i siringetin
(metoksilacijom na pozicijama 3’ i 5’ miricetina) (Castillo-Mufios et al., 2007) ¢ije su strukture
prikazane na Slici 3.



(5) (6)

Slika 3. Strukture aglikona flavonola nadenih u vinu, kemferola (1), kvercetina (2), miricetina (3),
izoramnetina (4), laricitrina (5) i siringetina (6)

U pokozici grozda su zastupljeni flavonoli u mnogo manjim koli¢inama u odnosu na
antocijane. U crvenim vinima ih ima oko 100 mg/l, a u belim 1 do 3 mg/l. Od jedinjenja iz ove
grupe prisutni su kemferol, kvercetin, miricetin, izoramnetin, laricitrin, siringetin, morin,
naringenin, rutin, dihidrokvercetin itd. Ovi flavonoli su glikozidi (vezani za glukozu, galaktozu ili
galakturonsku kiselinu), a takode su nadeni i disaharidi (glukozil-galaktozid, glukozil-ksilozid i
glukozil-arabinozid) (Petrovi¢, 2022). Glukoza je uobicajeni Secer koji je vezan na C-3 poziciji
kemferola, kvercetina, miricetina i1 izoramnetina. Takode, kvercetin je naden u grozdu i u obliku 3-
ramnozilglukozida koji se naziva rutin, 3-glukozilgalaktoza i 3-glukozilksilozida kao i kemferol 3-
glikozidi ukljucujué¢i 3-glukozilarabinozid i 3-galaktozid (Castillo-Mufios et al., 2007). Rutin je
prisutan u grozdu medutim detaljna studija o njegovom sadrzaju u vinu je potvrdila da hidrolizuje u
roku od 1-2 dana, dok su drugi glikozidi bili stabilni u tom vremenskom roku (Waterhouse et al.,
2016).

Prethodno istaknuta jedinjenja znacajna su u enologiji zbog kopigmentacije sa antocijanima
jer pospesuju stabilnost boje crvenih vina. Nalaze se samo u vinima kod kojih je sprovedena
maceracija ili ekstrakcija ¢vrsto-tecno (Petrovi¢, 2022).



Antocijani

Antocijani su crveni pigmenti u grozdu crnih sorti koji se nalaze u spoljasnjim slojevima
pokozice bobica, ali ih ima i u mesu bobice (kod bojadisera). Pet molekula antocijana su
identifikovana u grozdu i vinu, koji su supstituisani sa dva ili tri supstituenta (OH i OCH3) na
bo¢noj strani molekula (Slika 4). Broj hidroksilnih grupa na B prstenu odreduje boju antocijana.
Antocijani sa manjim brojem hidroksilnih grupa su crvene, a sa ve¢im brojem, plave boje dok se
metilovanjem hidroksilnih grupa na prstenu B povecava intenzitet boje. Preradom grozda, tokom
fermentacije i maceracije pod dejstvom ugljen-dioksida i alkohola, antocijani se ekstrahuju iz
pokozice, prelaze u Siru 1 vinu daju boju. Od prelaska bojenih materija u vino zavisi intenzitet
njegove boje (Ribéreau-Gayon et al., 2006a). Kvalitetnija crvena vina imaju visi sadrzaj antocijana
koji stupaju u reakcije sa kondenzovanim taninima gradeci stabilne crvene pigmente. Kod vrste
Vitis vinifera najéesce se nalaze u formi glukozida kao $to je npr. malvidin-3-glukozid (Slika 5) koji
je najdominantniji (Waterhouse et al., 2016).
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Slika 4. Pet razlicitih struktura B prstena antocijana nadenih u grozdu, cijanidin (1), peonidin (2),
delfinidin (3), petunidin (4) i malvidin (5)

Slika 5. Struktura malvidin-3-glukozida



Neflavonoidi

Neflavonoidi uklju¢uju nekoliko klasa fenolnih jedinjenja, a to su fenolne kiseline i to
derivati benzoeve Kkiseline i derivati hidroksicimetne kiseline kao 1 stilbene. Derivati
hidroksicimetne kiseline i stilbeni se nalaze u grozdu dok se derivati benzoeve nalaze u grozdu i u
hrastu, pa vina koja su odlezavala u hrastovim buradima dodatno su oplemenjena ovim jedinjenjima
(Waterhouse et al., 2016).

Fenolne kiseline

U grozdu i vinu se nalaze derivati benzoeve kiseline koji sadrze skelet (Cg-Cy) 1 derivati
hidroksicimetne kiseline koji se odlikuju skeletom (Cs-C3), a njihove strukture prikazane su na Slici
6. Koncentracije u vinima se kre¢u od 100 do 200 mg/l u crvenim vinima i od 10 do 20 mg/l u
belim vinima (Ribéreau-Gayon et al., 2006a).
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Slika 6. Strukture galne (1), p-hidroksibenzoeve (2), protokatehuinske (3), vanilinske (4),
siringinske (5), elaginske (6), p-kumarinske (7), kafeinske (8) i ferulinske kiseline (9)

Fenolne Kiseline su u grozdu uglavnom prisutne u glikozidnom obliku iz kojih se oslobadaju
kiselom hidrolizom i alkalnom hidrolizom estara (galotanini i elagitanini). Slobodni oblici
preovladavaju uglavnom u crvenim vinima, oslobadajué¢i se termi¢kom degradacijom kompleksa
antocijana (Ribéreau-Gayon et al., 2006a). Mali broj derivata hidroksicimetne kiseline je prisutan u
grozdu i vinu u slobodnoj formi, nego su uglavnom esterifikovani pogotovo sa vinskom kiselinom
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gradeci kutarnu, kaftarnu i fertarnu kiselinu (Slika 7). Trans-kutarna i trans-fertarna kiselina nadene
su uglavnom u mesu bobice pa se lako ekstrahuju tokom muljanja grozda, dok je -trans i -cis oblik
p- kutarne kiseline manje ekstraktibilan i uglavnom lociran u pokozici. Tokom fermentacije dolazi
do njihove delimi¢ne hidrolize 1 nastaju slobodne forme koje mogu biti transformisane u etil estre,
etil kumarat i etil kafeat (Garrido i Borges, 2013). Estri kafeinske i p-kumarinske kiseline sa
vinskom kiselinom (kaftarna 1 kutarna kiselina) su visoko oksidabilne supstance grozdanog soka
koji su odgovorni za potamljivanje Sire belih vina (Ribéreau-Gayon et al., 2006a).
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Slika 7. Strukture (1) kutarne (p-kumarinska Kkiselina, estar vinske kiseline), (2) kaftarne (kafeinska
kiselina, estar vinske kiseline) i (3) fertarne kiseline (ferulinska kiselina, estar vinske kiseline)

Fenolne kiseline su bezbojne u alkoholnom rastvoru, ali mogu dobiti Zutu boju usled
oksidacije. One su i prekrsori nastajanja isparljivih fenola, koji nastaju radom mikroorganizama kao
Sto su Brettanomyces kvasci ili nekih mle¢nih bakterija, a to su etil fenol i etil gvajakol u crvenim
vinima i vinil fenol i vinil gvajakol u belim vinima, koji u vrlo malim koncentracijama daju
neprijatan miris (Ribéreau-Gayon et al., 2006a).

Stilbeni

Stilbeni su fenolna jedinjenja koja se sastoje od dva aromati¢na prstena povezana etenskim
mostom. Resveratrol (3,5,4'-trihidroksistilben) je stilben koji se najviSe spominje kao prisutan u
grozdu i vinu. Osim u vinu, identifikovan je u lis¢u vinove loze i u pokozici grozda, a poznato je da
se njegova koncentracija znac¢ajno smanjuje po sazrevanju grozda (Garrido 1 Borges, 2013). Postoji
nekoliko oblika resveratrola ukljucujuéi cis- i trans- izomere (Slika 8) kao i njihove glikozide.
Sinteti$e se u pokozici grozda kao odgovor na gljivi¢nu infekciju (Botrytis cinerea) i to trans-oblik,
dok svetlost prouzrokuje cis/trans izomerizaciju (Waterhouse et al., 2016). Ekstrahuje se tokom
fermentacije crnog grozda i moze se naci u koncentracijama od 1-3 mg/l (Ribéreau-Gayon et al.,
2006b), dok su u pokozici nadene koncentracije 50-100 ug/g (Petrovié, 2011).
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Slika 8. Strukture trans-resveratrola (1) i cis- resveratrola (2)

2.2. Zdravstveni znacaj fenolnih jedinjenja

Stalna izloZenost hemijskim i strukturno razliitim zagadivaima zivotne sredine kao 1
fizi¢ki stres, proizvode slicne toksi¢ne efekte po zdravlje ljudi. Pokazalo se da zagadivaci proizvode
ogromne koli¢ine slobodnih radikala, §to dovodi do oksidativne degradacije lipida, proteina i DNK,
aktivacije prokancerogena, inhibicije ¢elijskog i antioksidativnog odbrambenog sistema. Izmenjene
homeostaze kalcijuma, promene u ekspresiji gena i indukciju abnormalnih proteina znacajno
doprinose patofizioloSkim bolestima ljudi (Bagchi et al., 2000).

Slobodni radikali se razlikuju od drugih hemijskih jedinjenja po tome $to poseduju jedan ili
vise nesparenih elektrona koji dovode do njihove visoke reaktivnosti 1 nestabilnosti.
Najjednostavniji slobodni radikal je atom vodonika poSto sam po sebi ima jedan elektron. Mnogi
slobodni radikali postoje u zivim sistemima, neki su dobri, neki losi, a neki oboje, mada vecina
molekula in vivo su neradikali. Te hemijske vrste koje izazivaju ili ubrzavaju reakcije oksidacije
nazivaju se prooksidansi i mogu biti slobodnoradikalske i neradikalske prirode (Halliwell, 2006).
Ipak su neophodni u zivim sistemima jer ucestvuju u oksidativnoj detoksikaciji i izbacivanju
toksina iz organizma. Njihovo nakupljanje u zivim organizmima ima toksi¢no dejstvo jer dolazi do
narusavanja celijskog integriteta oStecuju¢i fosfolipidni sloj (omoguéava se prodor virusa i
bakterija) i normalno fukcionisanje metabotickih procesa (Kovac i Peki¢, 1991).

Reaktivne vrste kiseonika (ROS) ukljuCuju, ali nisu ograniceni na, hidroksilni radikal
(eOH), superoksidni radikal (O7), vodonik peroksid (H,O,) i lipidni peroksid. Slobodni radikali
mogu biti ukljuCeni kao pokretac¢i oksidativnih procesa i razvoj odredenih bolesti. Kada je
odbrambeni sistem ugrozen zbog prekomernog nagomilavanja ROS-a nastaje oksidativni stres ili
redoks neravnoteza. Ovo moze prouzrokovati ostecenje organizma $to dovodi do inicijacije bolesti
(kancerogeneze ostecenjem DNK ili promocije tumora). Organizmi proizvode antioksidanse, kao
Sto je katalaza, superoksid dismutaza i mokrac¢na kiselina, kao sistem odbrane od ROS posredovane
¢elijske povrede (Leonard et al., 2003). Antioksidansi sluze za smanjenje nivoa slobodnih radikala,
dozvoljavajuci im da obavljaju korisne bioloske funkcije bez previse ostecenja (Halliwell, 2006).
Glavne karakteristike flavonoida koje su odgovorne za sposobnost uklanjanja slobodnih radikala
(Slika 9) su:

- o-dihidroksilna (kateholna) struktura u B-prstenu (daje stabilnost radikalu i omogucava
delokalizaciju elektrona);

- 2,3-dvostruka veza u konjugaciji s 4-keto-grupom u C-prstenu;

- hidroksilne grupe na polozaju 3- i 5- u A prstenu, koje osiguravaju vodonikovu vezu s keto-
grupom (Lépez-Vélez et al., 2003; Kazazic¢, 2004).



Slika 9. Strukturne grupe odgovorne za uklanjanje slobodnih radikala (Kazazi¢, 2004)

Antioksidativni sistem se moZe podeliti na prirodni i sinteticki. Prirodni antioksidansi Su

prisutni u hrani 1 drugim bioloSkim materijalima 1

izazvaju veliko interesovanje zbog Svoje

pretpostavljene bezbednosti i potencijalno nutritivnih i terapeutskih efekata (Lopez-Vélez et al.,
2003). Uobicajena podela antioksidanasa je na enzimske (Tabela 1) i neenzimske (Tabela 2)
antioksidanse (Petrovi¢, 2011; Flieger et al., 2021).

Tabela 1. Enzimski antioksidansi (Petrovi¢, 2011)

Enzimski antioksidansi

Antioksidans

Uloga

Napomena

Superoksid-dizmutaza
(SOD)
e Mitohondrijska
¢ Citoplazmati¢na
e Ekstracelularna

Transformacija : O, — H,0,

Sadrzi mangan (Mn SOD)
Sadrzi bakar 1 cink (CuZn
SOD)

Sadrzi bakar (Cu SOD)

Katalaza

Transformacija : H,O, — H,0O

Hemoprotein (tetramer)
prisutan u
peroksizomima

Glutation-peroksidaza
(GSHPXx)

Inaktiviraju :
H,O, i lipidne perokside

Selenoproteini
(sadrze Se®*) citozola i
mitohondrija

Glutation reduktaza
NADPH-hinon reduktaza
Hidroksilaza epoksida
UDP-glukuronil transferaza
Sulfonil tranferaza
GSH-S-transferaza
Transhidrogenaze za GSSG
za konjugate ksenobiotika

Prevodi GSSG u GSH

Enzimi konjugacije

Pomoc¢ni enzimi
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Tabela 2. Neenzimski antioksidansi (Petrovi¢, 2011)

Neenzimski antioksidansi

Antioksidans Uloga Napomena
a-tokoferol Sprecava lipidnu Vitamini
(vitamin E) peroksidaciju

Hvata¢: O, "OH, 102
B-karoten Hvataé: O, , ‘OH, 'O, Liposolubilni

i peroksi radikala
Sprecava oksidaciju
vitamina A

Helatizuje metalne jone,
katalizatore oksidativnog
stresa

Askorbinska kiselina

Direktan hvata¢: O, OH,

Hidrosolubilan

(vitamin C) '0,, i peroksi radikala

Regeneracija vitamin E
Selen Deo aktivnog centra enzima Minerali
Mangan antioksidanasa
Cink
Triptofan Helatizuju metalne jone, Aminokiseline
Histidin katalizatore oksidativnog
Metionin stresa Elektron-donori
Fenolne kiseline Biljna fenolna
Flavonoidi jedinjenja
Lignani “Hvataci” slobodnih
Kumarini radikala
Stilbeni Donori vodonika

Galatni estri (hidrolizabilni tanini)

Elektron-donori

Mokraéna kiselina

“Hvatac” slobodnih radikala

Albumin

Helatizuju metalne jone
(Fe**, Cu®"), katalizatore
oksidativnog stresa

Transferin

Vezuje slobodno Fe

Haptoglobin

Vezuje slobodni
hemoglobin

Ceruloplazmin

Helatizuju metalne jone Cu®

Nalaze se u plazmi

Danas je dosta popularno unosenje egzogenih antioksidanasa putem ishrane ili na neki drugi
nac¢in. Poznato je da je grozde bogato fenolnim jedinjenjima, koji su veoma vazna jedinjenja za
zdravlje ljudi zbog svojih antioksidativnih, antikancerogenih, antiinflamatornih, antimikrobnih i
drugih bioloskih svojstava (Katalini¢ et al., 2010; Radovanovi¢ et al., 2010). U razli¢itim delovima
grozda, najveéi antioksidativni kapacitet pronaden je u semenkama, zatim u pokozici, a meso je
pokazalo najnizi antioksidativni kapacitet (Xia et al., 2010).

Fenoli su jedna od glavnih grupa neesencijalnih komponenti ishrane koje su povezane sa
inhibicijom ateroskleroze 1 raka. Bioaktivnost fenola moze biti povezana sa njihovim
antioksidativnim ponaSanjem, $to se pripisuje njihovoj sposobnosti da heliraju metale, inhibiraju
lipooksigenazu i uklanjaju slobodne radikale (Decker, 1997). Flavonoidna i neflavonoidna
jedinjenja razli¢ito utiCu na antioksidativni kapacitet zbog broja OH i OCHj grupa i njihovog
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poloZaja na prstenu, monomernih i polimernih oblika kao i zbog moguce sinergije ili antagonizma
razli¢itih klasa fenolnih jedinjenja. Dokazano je i da poveéanje OH grupa na prstenu povecava
antioksidativni kapacitet, dok supstitucija OCHj3; ima suprotan efekat (Di Majo et al., 2008).
Resveratrol zbog svoje o-difenoksil grupe poseduje bolji antioksidativni kapacitet u odnosu na
ostala jedinjenja (Xia et al., 2010).

Dokazano je da je crveno vino, odnosno fenolna jedinjenja, koji se u njemu nalaze inhibiraju
oksidaciju makromolekula kao $to su lipidi i proteini u ljudskom organizmu i time spreCavaju
aterosklerozu kod ljudi. Fenoli koji vezuju LDL su dobri kandidati za prevenciju lipidne
peroksidacije i aterosklerotskih procesa jer su u stanju da sprece autokataliticku lancanu reakciju
peroksidacije masnih kiselina u LDL direktno i/ili o¢uvanjem drugih antioksidanasa koji prekidaju
lance, kao $to su tokoferoli (Garcia-Alonso et al., 2006). Konzumacijom crvenog vina konstatovano
je povecanje HDL holesterola $to je povezano sa kontrolom rizika od nastanka koronarnih bolesti
(Xia et al., 2010).

Fenolna jedinjenja u semenkama grozda, pokazala su znacajno antiinflamatorno dejstvo na
pacove, miseve i ljude, a molekuli koji doprinose mogu biti flavonoli, flavanoli i procijanidini
(oligomerni flavonoidi). Inhibicija ili smanjenje ekspresije gena citokina moze biti osnovni put do
antiinflamacije za fenole grozda. Rezultati su pokazali da procijanidini u grozdu inhibiraju upalu na
nivoima iRNK. Glavne zdravstvene beneficije fenolnih jedinjenja su smanjenje rizika od bolesti.
Nastajanje bolesti povezano je sa ishranom sa visokim sadrzajem masti i gojaznos$¢u, ¢ime nastaju
kardiovaskularni i metabolicki poremecaji (Xia et al., 2010), a razlicita fenolna jedinjenja
ispoljavaju Sirok spektar bioaktivnosti (Tabela 3).

Tabela 3. Bioaktivno delovanje pojedinih fenolnih jedinjenja (Xia et al., 2010)
Fenolna jedinjenja Bioaktivnost

uklanjanje slobodnih radikala
antiproliferacija

povecanje nivoa NO u plazmi
regulisanje metabolizma lipida

zaStita od oksidacije ¢elijske membrane

Resveratrol

antibakterijsko

Kvercetin o .
povecanje nivoa NO u plazmi

antikancerogena

uklanjanje slobodnih radikala
antibakterijska

antiinflamatorna

zastita od oksidacije ¢elijske membrane

Katehin

Flavoni antiproliferacija

Flavonoli uklanjanje slobodnih radikala

antikancerogena
antinflamatorna
antioksidativna

ukanjanje slobodnih radikala

Procijanidini

vazorelaksacija

Cistac slobodnih radikala
antibakterijska
antioksidans

izazivanje apoptoze

Antocijani

Galna kiselina

uklanjanje slobodnih radikala

Epikatehin antibakterijska
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Fenolna jedinjenja iz razli¢itih delova grozda pokazala su razliCita antimikrobna dejstva.
Antimikrobna aktivnost fermentisane komine bila je, ili podjednako efikasna, ili znatno bolja od
ckstrakta svezeg grozda. Neka istrazivanja su pokazala da su ekstrakti semenki efikasniji
antimikrobno od ostalih delova grozda (Xia et al., 2010). Pokazalo se da fenolna jedinjenja iz vina
imaju antimikrobno dejstvo na neke patogene kao Sto su Staphilococcus aureus, Escherichia coli i
Candida albicans (Papadopoulou et al., 2005). Resveratrol je pokazao izuzetno antigljivi¢no dejstvo
u koncentracijama 10-20 ul (u slu¢aju Candida albicans). Pored toga $to je vrlo zna¢ajno, fenolna
jedinjenja nisu pokazala indukciju hemoliticke aktivnosti protiv ljudskih eritrocita, u poredenju sa
hemijskim lekovima (Jung et al., 2005). Ispitujuci vezu strukture fenolnih jedinjenja i antimikrobne
aktivnosti, dokazano je da 3,4,5-trihidroksifenil grupe koje se nalaze u strukturi epigalokatehina,
epigalokatehina-3-O-galata, kastalagina i prodelfinidina su vazna za antibakterijsku aktivnost.

2.3. Fenolni sastav vina i komine u razli¢itim fenofazama sazrevanja

Poznato je da se jedinjenja od velikog enoloSkog znacaja (prekusori aroma, fenolna
jedinjenja) nakupljaju tokom sazrevanja bobice grozda (Vicens et al., 2009). Sazrevanje fenola ili
kako se jos naziva fenolna zrelost grozda u momentu berbe je jedan od najbitnijih faktora koji uticu
na kvalitet vina (Zhou et al., 2019). Prema O-Marques et al. (2005) fenolni sastav grozda i vina
uveliko zavisi od faze zrelosti grozda. Sa porastom bobice dolazi do nakupljanja Secera, dok
koncentracija kiselina opada. Faza sarka je period kada bobica prolazi kroz nekoliko promena kao
S$to su promena boje iz zelene u Zutozelenu za belo grozde i u crvenu sa nijansama plave za crno
grozde usled nagomilavanja antocijana u pokozici (Milosavljevi¢ i Jovi¢, 1998). Tokom fenofaze
Sarka dolazi do akumuliranja bojenih materija u bobici grozda (antocijani u crnom grozdu),
aromati¢nih materija, tanina i minerala. Stanje kada je grozde potpuno zrelo naziva se puna zrelost
(lvanova et al., 2011b). Kod crnih sorti kakav je i ispitivani Cabernet sauvignon, u fazi Sarka
pocinje nakupljanje antocijana i raste tokom celog perioda sazrevanja grozda (Kennedy et al., 2007,
Gil et al., 2012). Nasuprot tome, proantocijanidini svoj maksimum u bobici beleze u fazi Sarka
nakon Cega postepeno opadaju do perioda potpune zrelosti posle ¢ega njihova koli¢ina ostaje
relativno konstantna (Gil et al., 2012; Cadot et al., 2006). Proantocijanidini su zastupljeniji u
pokozici i semenkama mada proantocijanidini pokoZice imaju najveéi stepen polimerizacije (O-
Marques et al., 2005). Tokom faze Sarka omekSavanje bobice desava se usled promena strukture
polisaharida i ¢elijskih zidova mezokarpa (Yakushiji et al., 2001). Prema Kennedy et al. (2000)
koncentracija fenola semenke se menja tokom sazrevanja bobice i nadeno da koli¢ina ekstrahovanih
fenola opada sa sazrevanjem. Nedovoljno zrelo grozde dovodi do slabije ekstraktibilnosti
antocijanina i proantocijanidina iz pokoZice i ve¢u ekstraktibilnost proantocijanidina iz semenke $to
moze dovesti do adstrigentnijih i gorkih vina (Zhou et al., 2019; Gil et al., 2012).
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Flavan-3-oli (mg/g)

Period nakon faze Sarka (dani)

Slika 10. Sadrzaj flavan-3-ola: m - epikatehin, A - procijanidin B2 i ¢ - katehin u semenkama tokom
sazrevanja grozda (Andelkovic et al., 2013)

Proizvodnja tanina po€inje u najranijem periodu razvoja bobice sve do faze Sarka u pokozici
i jo§ dve nedelje posle faze Sarka u semenkama. U grozdu su mnoge studije zabelezile znacajan pad
tanina nakon perioda Sarka, Sto ukazuje na to da se tanini modifikuju §to otezava njihovu ekstrakciju
(Kennedy et al., 2007). Prema Andelkovi¢ et al. (2013) sadrzaj katehina u semenkama je zadrzao
konstantnost od faze Sarka dok je sadrzaj epikatehina i procijanidina B2 bio u porastu do perioda
optimalne zrelosti, a kasnije u blagom padu (Slika 10). Prema Gil et al. (2012) proantocijanidini
beleZe razli¢itu dinamiku ekstrakcije tokom prve i druge nedelje maceracije grozda sorti vinove
loze Cabernet sauvignon i Tempranillo kada je u pitanju prezrelo grozde i oslobada se veéa koli¢ina
pokozi¢nih pronatocijanidina, dok se proantocijanidini semenke ekstrahuju znatno sporije.

2.4. Fenolni sastav vina od grozda zahvacenog sivom plesni Botritys cinerea

Botrytis cinerea je odgovorna za jednu od najozbiljnijih oStecenja grozda (Vitis vinifera),
koja je poznatija kao siva plesan. Miris kao i boja crvenih vina moze biti izmenjena kao posledica
prisustva plesnivog grozda $to se ogleda u pojavi neZeljenih aroma (Steel et al., 2013) kao Sto je
geosmin ili pada koncentracije antocijanidina i ostalih fenolnih jedinjenja, koje veoma brzo
oksiduje enzim lakaza (Quijada-Morin et al., 2018). Za razvoj Botrytisa primarni rizik predstavljaju
klimatski 1 mikroklimatski uslovi. U klimatskim uslovima kada su hladne no¢i naizmenicne sa
relativno toplim suvim danima, plesan polako dehidrira bobicu, koncentriSuéi Secer 1 formirajuci
glicerol, uzrokuju¢i sindrom poznat kao plemenita trulez. Botritizirano grozde sadrzi enzim p-
difenolnu oksidazu poznatiju kao lakaza. Mnostvo je jedinjenja koja mogu posluziti kao supstrat za
delovanje enzima lakaze ali sve njih karakteriSe difenolna struktura, iako je poznato da neki
gljiviéni lakaza enzimi mogu da napadnu i monofenolna jedinjenja. Za razliku od tirozinaze, ovaj
enzim je stabilan na pH $ire i vina, dosta otporniji na SO, i ima izrazenu otpornost na alkohol. Male
koncentracije SO, nisu dovoljne da se unisti aktivnost lakaze (do 5 mg/l), dok tretiranje sa vecim
koncentracijama (20-30 mg/l) nekoliko dana moze u potpunosti zaustaviti njenu aktivnost
(Ribéreau-Gayon et al., 2006b). Claus (2017), u svojoj studiji navodi da samo toplotni tretman
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moze potpuno zaustaviti delovanje lakaze (2 min. na 75°C). Prisustvo polifenoloksidaze iz grozda
moze da omoguci transformaciju monofenola u difenole koji postaju supstrati za lakazu (Slika 11) i
stvaraju hinone koji su nestabilni i izazivaju niz drugih reakcija sve do krajnjeg posmedivanja vina
(Steel et al., 2013; Zinnai et al., 2013). Najces¢i supstrati iz grozda su kafeinska kiselina, p-
kumarinska kiselina, njihovi estri sa vinskom kiselinom, ferulinska kiselina kao i flavonoidi kao $to
su katehin i epikatehin (Steel et al., 2013).

OH 1/2 02

)
Lakaza H : |

Slika 11. Oksidacija difenolnih jedinjenja do hinona dejstvom lakaze (Steel et al., 2013)

U slucaju zahvacenosti grozda sivom plesni Botrytis cinerea, opasnost od oksidacije
fenolnih jedinjenja je jo§ viSe pojacana, posebno kod crnih sorti. Fenolna jedinjenja, ukljucujuci
vazne vinske fenole (fenolne kiseline, katehine, antocijane, tanine i stilbene) se transformiSu u
odgovarajuce hinone stvaraju¢i tamno obojene polimere koji su ve¢inom nerastvorljivi u vodi pa se
taloze u Siri 1 vinu. U literaturi se moze naci svega nekoliko studija koje se bave uticajem na
pojedina fenolna jedinjenja ne raCunajuéi resveratrol. Podaci za relativnu aktivnost lakaze sa
pojedinim fenolnim jedinjenjima iz vina, nadeni u publikacijama, prikazani su u Tabeli 4 (Claus,
2017).

Tabela 4. Aktivnost gljivi¢ne lakaze sa fenolnim i nefenolnim jedinjenjima vina (Claus, 2017)

Klasa jedinjenja Jedinjenje (5mM) Relativna aktivnost (%0)*

Lakaza iz Botrytis cinerea P16

Galna kiselina 89

Derivati benzoeve kiseline Vanilinska kiselina 12
p-hidroksibenzoeva kiselina 0

e .. Kafeinska kiselina 69
Derivati Eilgerﬁ E:'C'metne p-kumarinska kiselina 0
Ferulinska kiselina 55

Kvercetin 82

. Rutin 57

Flavonoidi Katehin 58
Naringenin 8

Stilbeni Resveratrol 61

*Merena potrosnjom kiseonika.
2.5. Uticaj primene pritiska pri cedenju prevrele komine na fenolni sastav vina

U literaturi su nadeni podaci o presovanju komine grozda prilikom proizvodnje belih vina
(Chardonnay, Manzoni i Garganega). Zakljuceno je da se pritisak od 0,5-1 bara ¢inio najpogodniji u
pogledu ekstrakcije fenolnih jedinjenja, a uzimajuéi u obzir i nisku stopu posmedivanja vina §to je
vrlo bitno kod belih vina. Sadrzaj pojedinacnih fenola nije pratio ujednacen trend iako je primecen
opSti porast sa povecCanjem pritiska cedenja (Ferreira-Lima et al., 2016). Ispitivaju¢i sortu
Sangiovese sa tri lokaliteta u Toskani, italijanski autori su nakon 12 dana maceracije dobili dve
frakcije vina, samotok i presevinu dobijenu pri pritisku od 1,5 bara. U ovim vinima sadrzaj flavan-
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3-ola je bio u porastu u uzorcima presevine, dok su uzorci samotoka bili bogatiji prodelfinidima.
Istakli su da razliciti faktori kao §to su klonovi, agrotehni¢ne i ampelotehnicke mere, vremenski
uslovi, mogu pozitivno ili negativno uticati na ekstraktibilnost fenolnih jedinjenja (Rinaldi et al.,
2020).

2.6. Uticaj alkoholne fermentacije i maceracije kljuka na sadrZzaj fenolnih jedinjenja u
buducem vinu i zaostaloj komini

2.6.1. Dinamika ekstrakcije ukupnih fenolnih jedinjenja u vino

Nivo fenolnih jedinjenja u grozdanom soku i u vinu umnogome zavisi od sorte, vinogorja,
klimatskih faktora, agro i ampelotehnickih mera, stepena zrelosti i vremena berbe (Di Majo et al.,
2008). Uz sve navedeno od velike vaznosti su i proizvodne operacije kao S§to su muljanje,
presovanje, sulfitisanje, vreme maceracije, odlezavanje i sazrevanje vina. Maceracija predstavlja
ekstrakciju komponenti iz Cvrstih delova grozda i to je jedna od najvaznijih operacija tokom
proizvodnje crvenih vina daju¢i mu karakteristicna svojstva $to ga razlikuje od belih vina (Jordao et
al., 2011).

U literaturi su nadeni rezultati eksperimenta na sorti Aglianico di taurasi, gde je radena post
maceracija do ¢ak 90 dana nakon burne alkoholne fermentacije. Zabelezen je porast fenolnih
jedinjenja sa pove¢anjem vremena maceracije koji je dostigao maksimalnu vrednost od 854,9 mg/I
posle 90 dana maceracije. Ipak, najveca brzina ekstrakcije zabelezena je tokom prvih 40 dana
maceracionog perioda. Nakon 40 dana doslo je do opadanja fenolnog sadrzaja do 50. dana
maceracije $to je kasnije praceno tendencijom rasta do 90. dana (Francesca et al., 2014).

Prema Budi¢-Leto et al. (2008), koji su ispitivali uticaj maceracije u periodima od 5, 8 i 17
dana na sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja, ustanovili su da je znacajno povecanje sadrzaja tokom
produZene maceracije grozda sorte vinove loze Plavac mali. Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja
mladih vina sorte Plavac mali se kretao od 2467 do 2723 mg GAE/I (eqv. gallic acid).

Prema Damijanic et al. (2012), sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja, flavonoidi i neflavonoidi
u vinu Teran su bili u porastu tokom celog perioda maceracije od 21 dan, s tim $to je znacajno
povecéanje zapazeno izmedu tre¢eg i sedmog dana maceracije. Kasnije se nastavio trend porasta bez
znacajnh promena u koncentracijama. Drugi autori su ispitivali efekat duzine maceracije (5, 10, 15 1
20 dana) na istoj sorti, i zaklju¢ili znacajno povecanje sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja,
produzenjem perioda maceracije, a koji se kretao od 1455 do 2718 mg GAE/I (Plavsa et al., 2012).

U studiji Villadio et al. (2006), vrSena je maceracija sorti Cabernet sauvignon, Tempranillo i
Syrah gde je dobijen eksponencijalni porast ukupnih fenolnih jedinjenja tokom 14 dana maceracije,
gde je maksimum ekstrakcije za Cabernet sauvignon i Tempranillo bio ve¢ posle 4. dana
maceracije, dok je za sortu Syrah koncentracija ukupnih fenolnih jedinjenja bila u porastu do 14.
dana.

Pokazano je da je kontakt pokozice tokom fermentacije u periodu od 10 dana, povecao
koncentraciju antocijanina i tanina odredenu u momentu flaSiranja nasuprot vinima koja su
macerirala 4 ili 5 dana. Nakon odleZavanja u periodu od jedne godine, vina duze maceracije, sadrze
vi$e polimernih pigmenata (GOmez-Plaza et al., 2001).

Studija koja je uporedivala maceraciju grozda vinove loze sorte Cabernet sauvignon u
periodima od 7, 13 i 21 dan, ustanovila je da sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja, flavanoli i galna

kiselina zadrzavaju tendenciju porasta tokom celog perioda kontakta ¢vrstih delova i Sire (Auw et
al., 1996).

Kod grozda vinove loze sorte Merlot, sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja je bio u porastu
¢ak do 36 dana maceracije, iako je doslo do usporavanja ekstrakcije oko 10. dana maceracije.
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Pigmenti su bili u ubrzanom porastu do 4. dana maceracije, a nakon toga je zabelezeno njihovo
opadanje (Yokotsuka et al., 2000).

Prema Ivanova et al. (2012), eksperimenti na sorti Vranac u pogledu ispitivanja optimalne
duzine maceracije (3, 6 i 10 dana) pokazali su da je najvisa koncentracija fenolnih jedinjenja bila u
vinu ¢ija je maceracija trajala 6 dana. Najvisi sadrzaj flavan-3-ola bio je u vinu posle 10 dana
maceracije.

Kocabey et al. (2016) su u svojoj studiji ispitivali uticaj tri perioda maceracije (5, 10 i 15
dana) na hemijske parametre Karaoglan vina, medu kojima su ispitivali sadrzaj ukupnih fenolnih
jedinjenja. Prema tim rezultatima vina maceracije od 15 dana su imala znaCajno visi sadrzaj
ukupnih fenolnih jedinjenja (3866,04+77,19 mg GAE/l) od vina kraé¢ih perioda maceracije (51 10
dana).

2.6.2. Dinamika ekstrakcije fenolnih jedinjenja iz komine

Komina grozda sastoji se od ostataka pokoZice, mesa, Sepurine kao i semenki grozda. Njen
sastav zavisi od sorte, klimatskih uslova, vinogorja kao i same tehnike vinifikacije. Utrvrdeno je da
komina grozda sadrzi veliku koli¢inu antocijanina, katehina, flavonola, stilbena i ostalih fenolnih
jedinjenja, koja imaju farmaceutsku i agronomsku primenu jer ispoljavaju antikancerogene,
antifungalne i antibakterijske aktivnosti (Cotoras et al., 2014; Moldovan et al., 2020; Messina et al.,
2021). Grozdana komina predstavlja dobar izvor fenolnih jedinjenja koja imaju i ulogu
neutralizacije slobodnih radikala u bioloSkim sistemima. Ekstrakcija je veoma bitna kod izolacije,
identifikacije i upotrebe fenolnih jedinjenja i ne postoji jedinstvena i standardna ekstrakciona
metoda. Cvrsto tedna ekstrakcija sa razli¢itim rastvaradima je najée$ca tehnika za izolaciju ovih
jedinjenja. Za opis mehanizma ekstrakcije najces¢e se koristi drugi Fikov zakon difuzije (Buci¢
Koji¢ et al., 2007). Vrlo vazni parametri koji uticu na ekstrakciju fenolnih jedinjenja iz komine
grozda su temperatura, dodatak SO, ali i vreme maceracije (Andrich et al., 2005). Posebno je bitan
sadrzaj fenolnih jedinjenja u bobici groZzda i njihova ekstraktibilnost. Ekstrakcija tanina moze se
opisati kao difuzioni proces iako tanini pokoZice i semenke imaju razli¢itu kinetiku ekstrakcije.
Brzina difuzije tanina iz pokozice i semenke je razli¢ita upravo zbog njihove pozicije i strukture.
Tanini semenke sporo difunduju ali samo dok se ne stvori dovoljna koli¢ina etanola tokom
fermentacije koja ¢e na njih delovati kao ekstragens i ubrzati difuziju. Najve¢i deo pokozi¢nih
tanina zapocinje ekstrahovanje zajedno sa antocijanima iako je to spor proces (Bautista-Ortin et al.,
2016). Ekstrakcija ukupnih tanina iz grozda je brza tokom nekoliko prvih dana maceracije
(Bautista-Ortin et al., 2016), Sto zna¢i da bi njihov sadrzaj u zaostaloj komini trebao da bude u padu
u tom periodu. Nakon toga (posle par dana macercije) manifestuje se stabilizacija ekstrakcije
sporijom difuzijom u vino $to se moze tumaciti adsorpcionim procesima na ¢vrste delove komine
¢ime se sadrzaj tih jedinjenja u komini moze povecavati. Ispitivajuci brzinu difuzije tanina na tri
sorte, Bautista-Ortin et al. (2016) zakljuéili su da je kod sorte Syrah bila najveca brzina difuzije,
zatim kod sorte Cabernet sauvignon i najmanja kod sorte Monastrell. Prema Cerpa Calderén i
Kennedy (2008), samo 32% dostupnih pokozi¢nih proantocijanidina i 42% proantocijanidina iz
semenke je ekstrahovano tokom procesa maceracije, Sto znaci da vise od 50% zaostane u komini
posle fermentacije.

Tokom procesa vinifikacije, fenolna jedinjenja se ekstrahuju iz bobica grozda (pokozice i
semenki) u Siru na dva nacina i to kao poc¢etno curenje prilikom nagnjecenja bobica tokom muljanja
I sporiji proces difuzije kroz ¢vrste slojeve koja se javlja tokom celog perioda maceracije. Uopsteno,
ekstrakcija rastvorene supstance iz poroznih ¢vrstih biljnih delova tokom difuzije, ukljucuje Cetiri
koraka:

1. Difuzija rastvara¢a u poroznu ¢vrstu supstancu,

2. Disperzija rastvorka u rastvaracu,
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3. Difuzija rastvorene supstance ka povrsini Cestice,
4. Difuzija rastvorene supstance sa povrsine ¢estica u okolni rastvarac.

Koraci 1 1 3 ograni¢avaju brzinu ekstrakcije za ve¢inu fenolnih jedinjenja tokom difuzije
zbog same fizicke strukture biljnog materijala, koji daju prirodan otpor na prodiranje te¢nosti i
kretanje rastvorene supstance unutar biljke (Setford et al., 2017).

Proces ekstrakcije iz ¢vrstih delova bobice moze biti objasnjen drugim Fikovim zakonom
difuzije gde je brzina difuzije funkcija gradijenta rastvorene supstance i unutras$njeg koeficijenta
difuzije.

U procesu koji se kontroliSe difuzijom gde se fenolna jedinjenja krecu od regiona visoke
koncentracije do regiona nize koncentracije, unutar ¢vrste materije postoji nekoliko varijabli
procesa. Pomenute varijable ¢e verovatno imati uticaj na ukupnu stopu ekstrakcije utiCuéi na
unutraSnje 1 spoljne brzine difuzije. Ovi faktori ukljucuju vrstu rastvaraca, temperaturu 1 raspolozivu
povrsinu kontakta.

Faktori koji uti¢u na koncentraciju fenolnih jedinjenja koja ¢e se ekstrahovati u vino i koja
¢e zaostati u komini zavise od procesa ekstrakcije i posledi¢nih reakcija. Uporedo sa ekstrakcijom
desavaju se i pomenute reakcije oksidacije, kopigmentacije, adsorpcije i nastajanja novih
pigmenata. Proces ekstrakcije obuhvata difuziju i isticanje iz celija bobice (samotok). Proces
difuzije umnogome je uslovljen vrstom rastvaraca, povr§inom kao i duzinom trajanja kontakta i
molekularnom strukturom rastvorene supstance (Setford et al., 2017).

Pri poveCanim koncentracijama etanola i sumpor dioksida (SO,) u vodi, relativna
permitivnost (dielektriéna konstanta) rastvaraa se smanjuje, Sto smanjuje solvataciju molekula.
Dakle, povecanje koncentracije ovih molekula u rastvaratu bi smanjilo njihovu interakciju sa
molekulima rastvorene supstance i povecalo brzinu unutrasnje difuzije (Setford et al., 2017).

Za kineticko modelovanje fenolne ekstrakcije iz komine grozda Buci¢-Koji¢ et al. (2007) 1
Zanoni et al. (2010) su koristili fiksnu vrednost za konstantu brzine ekstrakcije. Medutim, u radu
Setford et al. (2017) se pominje da ako se komina grozda nalazi u rastvoru u kome se stalno
povecava koncentracija etanola, unutra$nji difuzioni koeficijent ne bi mogao zadrzati konstantnost
tokom procesa fermentacije. Etanol ima znacajan uticaj na brzinu kao 1 na produZenje ekstrakcije
fenola iz komine grozda (Setford et al., 2017). Ipak, nalazi u literaturi koji govore o ekstrakciji
fenolnih jedinjenja su ogranic¢eni. Odli¢an opis osnovnih principa ekstrakcije fenolnih jedinjenja iz
grozda dali su Setford et al. (2019a), koji su govorili o nestacionarnom izluzivanju antocijanina iz
¢vrstih delova grozda. Tema rada odnosila se na transfer mase antocijanina, adsorpcijom fenola na
Cvrste delove grozda, kao i reakcijama fenolnih jedinjenja u rastvoru (Setford et al., 2019a).
Dokazan je pozitivan efekat koncentracije etanola kao i temperature na brzinu ekstrakcije kao i na
ekstraktibilnost fenolnih jedinjenja iz ¢vrstih delova grozda (Cacace i Mazza, 2003; Setford et al.,
2019b). Uklju¢ivanjem Secera u te¢nu fazu, doslo je do smanjenja ekstrakcije antocijanina $to bi se
moglo dovesti u vezu sa promenom fiziCkih svojstava tj. povecanjem dinamickog viskoziteta i
gustine. Ove promene ometaju slobodnu difuziju u te¢nu fazu, inhibiranjem difuzije kroz poroznu
¢vrstu materiju (Setford et al., 2019b). Modelovanjem procesa fermentacije, Setfrord et al. (2019b),
zakljucili su da kinetika ekstrakcije antocijanina tokom procesa fermentacije ne moze zadrzati
stati¢nost ukljucujuéi brzinu prenosa mase i konstantu distribucije. Na kinetiku ekstrakcije fenolnih
jedinjenja iz ¢vrstih delova grozda tj. spoljasnju brzinu prenosa mase uti¢e i Biot-ov broj (Bi
=B = 1/D), koji predstavlja odnos konvektivnog prenosa mase u odnosu na difuziju (Slika 12). Od
toga zavisi 1 sama kinetika fermentacije, a ne samo od podeSavanja uslova kao §to su temperatura
fermentacije ili dodatak hraniva za kvasce. Taj spoljasnji otpor moze itekako uticati na ekstrakciju
antocijanina i ograniciti brzinu ekstrakcije $to produzava vreme potrebno za dostizanje maksimuma
koncentracije antocijanina (Setford et al., 2019Db), ali i ostalih fenolnih jedinjenja. Spoljasnji otpor
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moze biti neutralisan ukoliko je Biotov broj jednak ili ve¢i od 1, i pokazano je da pocetna faza
ekstrakcije antocijanina moZze biti drastiéno ometena smanjenom brzinom konvekcije te¢ne faze.
Ovo je ocekivano obzirom da je difuzija unutar ¢vrste faze (Cvrstih delova grozda) ogranicena
koncentracijom na povrSinskom grani¢nom sloju na koji direktno utice brzina spoljaSnjeg prenosa
mase. Unutrasnji i spoljasnji maseni transfer pri niskim konvektivnim uslovima (kao §to je vecina
fermentacija crnog grozda) su podjednako vazni za brzinu ekstrakcije, pokazujuéi da je oba
potrebno uzeti u obzir kada je u pitanju modelovanje ekstrakcije fenolnih jedinjenja tokom
fermentacije kljuka crnog grozda.
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Slika 12. (a) Simulirana kinetika fermentacije sa fiksnim koncentracijama hranljivin materija i
temperaturom, ali sa promenljivim spoljnim koeficijentima prenosa mase podesavanjem Biotovog
broja i (b) rezultiraju¢a simulirana ekstrakcija antocijanina (Setford et al., 2019b)

Tokom istovremenog procesa maceracije i fermentacije, ¢vrsti delovi grozda, tj. komina
isplivava na povrsinu stvaraju¢i kKlobuk pod uticajem oslobodenog ugljen-dioksida. Da bi ¢vrsti i
tetni deo bili u kontaktu vrSi se potapanje komine dvaput dnevno ali i zbog sprecavanja
mikrobioloSkog kvarenja. Lerno et al. (2017), su ispitivajuéi sadrzaj fenolnih jedinjenja tokom
maceracije od 6 i 14 dana u slojevima komine (klobuk) i u te¢noj fazi, sa razli¢itim varijantama
potapanja komine, zaklju¢ili da se razli¢ita dinamika ekstrakcije dogada za pokozi¢ne i fenole
semenke. Za pokozi¢ne fenole se pretpostavlja da se oslobadaju pasivnom difuzijom kada se narusi
¢elijska struktura bobice, oslobadajuci se u fermentiSuée vino sve dok se koncentracija u ¢vrstom i
tetnom delu ne izjednaéi. Nakon toga ekstrakcija fenolnih jedinjenja se usporava i dolazi do
zasi¢enja. Tokom dva dana vec¢e promene u koncentraciji su se deSavale u slojevima komine, dok je
koncentracija u te¢nom delu bila priliéno konstantna. Kod pokozi¢nih fenola (malvidin-3-glukozid,
kao i kvercetin glukozid) posle treeg dana, oko 8h nakon potapanja klobuka je doslo do zasicenja.
Za fenole semenke, zapaZena je kontinualna ekstrakcija tokom 14 dana fermentacije 1 u slojevima
komine i u slojevima tecne faze (Lerno et al., 2017). Koncentracija katehina na kraju tre¢eg dana je
bila ve¢a u odnosu na drugi dan, ukazujuc¢i na to da se ekstrakcija i dalje dogadala i u uslovima bez
potapanja i da nije doSlo do zasi¢enja kao kod pokozicnih fenola. Porede¢i koncentraciju
antocijanina u sloju komine i sloju fermentisuce Sire tokom fermentacije, Lerno et al. (2017) su
zapazili da je ekstrakcija zapoceta u ranoj fazi fermentacije, dostizu¢i maksimum u sloju komine
(nakon 3 dana), posle ¢ega se ekstrakcija usporila i koncentracija opadala. Za to vreme u te¢noj fazi,
porast antocijanina je bio pretezno lienaran sve do 4. dana, nakon ¢ega je doslo do opadanja.

Porast pokozi¢nih fenola u ranim fazama fermentacije, upravo se javlja kao razlika izmedu
koli¢ine jedinjenja koja je neekstrahovana u ¢vrstom delu i koli¢ine koja se nalazi u rastvoru,

ukazujuci na zavisnost prvog reda od pogonske sile koncentracije ili vodenu difuziju (Miller et al.,
2019).
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Fenolna jedinjenja zbog posedovanja hidrofobnog aromati¢nog prstena i hidrofilnih
hidroksilnih grupa, mogu da se istovremeno vezu za nekoliko pozicija na povrSini drugih molekula.
Zidovi kvascevih ¢elija Saccharomyces cerevisiae sastavljeni su od manoproteina vezanih za
oligopolisaharide (sa razli¢itim polaritetom zavisno od vrste), dozvoljavajuci adsorpciju molekula
kao sto su tanini (Cerpa-Calderén i Kennedy, 2008), antocijanini i isparljiva jedinjenja koja se
oslobadaju u procesu maceracije. Ustanovljeno je da temperatura i koncentracija etanola uticu na
adsorpciju antocijanina od strane kvasCevog taloga, povecavaju¢i adsorpciju na viSim
temperaturama, dok poveéana koncentracija alkohola ima suprotan efekat (Setford et al., 2017).

2.7. Uticaj razli¢itih kvasaca i enzimskih preparata na fenolna jedinjenja vina

Mnoge studije do sada su bile fokusirane na ulogu kvasca na koncentraciju i sadrzaj fenolnih
jedinjenja u vinu (Caridi et al., 2004), pre svega adsorpcijom na Celijskom zidu. Narocito, kvasci
mogu zadrzati antocijanine (Morata et al., 2003) i mogu modifikovati antioksidativni kapacitet vina
(Brandolini et al., 2007).

Danas se ve¢ina vina proizvodi zasejavanjem komercijalnim selekcionisanim sojevima
Saccharomyces vrsta i mali broj vinarija vr$i selekciju svojih sopstvenih sojeva da bi ih koristila
kao starter kulture. Saccharomyces cerevisiae je glavni kvasac koji se koristi u vinarstvu zbog
njegovog velikog fermentacionog kapaciteta. Tokom spontane fermentacije, druge vrste kvasaca
mogu uticati na tok fermentacije kao i karakteristike proizvedenog vina, mada su ovi efekti
varijabilni 1 tesko ih je sa sigurno$c¢u predvideti. Vise od 200 razli¢itih Saccharomyces cerevisiae
vrsta je danas dostupno za koriS¢enje u vinarstvu sa veoma razli¢itim fermentacionim
karakteristikama. Kvasac koji se primenjuje u vinarstvu mora da zadovolji odredene kriterijume, a
to su: tolerancija na etanol, visoka fermentaciona aktivnost, visoke koncentracije Secera, otpornost
na SO; i njegovu nisku proizvodnju, nizak nivo proizvodnje vodonik sulfida i isparljivih kiselina,
dobar enzimski profil.

Pojedini autori su istakli vaznost izbora komercijalnog kvasca i u pogledu proizvodnje
manoproteina i za poboljSanje boje crvenih vina kroz njihove interakcije sa fenolnim jedinjenjima
(Moine-Ledoux i Dubourdieu, 2002; Medina et al., 2005).

S druge strane, postoje polemike da spontana fermentacija donosi bolju punoéu ukusa
pojedinih vina. Navodi se da su takva vina meksa i kremastija na ukusu u odnosu na vina koja su
proizvedena koris¢enjem starter kultura kvasaca. Medutim ova tvrdnja nije nau¢no pokrivena osim
pretpostavke da se na grozdu nalazi vrlo raznolika mikroflora kvasaca koja moze da doprinese
takvom ukusu vina. Spontana fermentacija kao takva ne iziskuje dodatne troskove, ali mane su joj
duze vreme fermentacije kao i veca verovatnoca kvarenja vina (Frantzeskaki, 2017).

Prema lvanova-Petropulos et al. (2015), koji su ispitivali uticaj primene razli¢itih kvasaca
(Lallemand i Vinalco) na fenolni sadrzaj u vinu, naden je visi sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u
vinima koja su fermentisala uz Vinalco selekcionisane kvasce. Dobijeni rezultati su tumaceni tako
Sto dolazi do manje adsorbcije fenolnih jedinjenja na c¢elije pomenutog kvasca u odnosu na
Lallemand-ov.

Mo¢ kvasaca da utice na ekstrakciju fenolnih jedinjenja u vinu, ve¢ je uveliko privukla
paznju mnogih istrazivaca. Koriste¢i dve razlicite vrste kvasaca tokom fermentacije grozda vinove
loze sorte Pinot noir, nije ustanovljena znacajna razlika u sadrzaju ukupnih fenolnih jedinjenja,
antocijanina i inteziteta boje (Girard et al., 2001).

Maceracija se tradicionalno koristi u proizvodnji crvenih vina i njeno trajanje je krucijalan
korak za dobijanje stabilnih vina sa dobrom bojom koja ¢e ostati stabilna tokom perioda sazrevanja.
Dok se kratkom maceracijm dobijaju vina sa nizom koli¢inom antocijanina i slabijom bojom, duza
maceracija moze prouzrokovati vina sa nestabilnim bojenim karakteristikama (Generali¢ Mekini¢ et
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al., 2019). Zbog toga je porebno pronaci optimalno vreme maceracije kao i najpogodnije kvasce i
enzime za ekstrakciju pojedinih fenolnih jedinjenja.

Upotreba enzimskih preparata da bi se olakSala ekstrakcija je dobro poznata jos od davnina.
Njihova primena olakSava ekstrakciju, povecava randman Sire, olakSava filtraciju i intenzivira miris
kao i boju vina. Posto tradicionalnom maceracijom dolazi do 60% ekstrakcije antocijanina,
uobiCajena je primena enzimskih preparata da bi se dobila visoko obojena vina sa dodatnom
bioloskom vredno$¢u (Generali¢ Mekini¢ et al., 2019). Enzimi ubrzavaju ekstrakciju fenolnih
jedinjenja iz pokozice, i to najvise ukoliko se primenjuju prilikom kra¢ih maceracija. Produzenjem
perioda maceracije efekat enzima se smanjuje, pa sadrzaj fenola u kontrolnom vinu bude priblizno
jednak onom koje je tretirano enzimima (Romero-Cascales et al., 2008; Bautista-Ortin et al., 2005).
Enzimi tokom maceracije razgraduju pektino-celulozne zidove pokozice bobice delimi¢nom
hidrolizom gradivnih polisaharida. Propustljivost ¢elijskih zidova olakSava proces difuzije fenolnih
jedinjenja iz vakuola pokozice u $iru tokom fermentacije (Romero-Cascales et al., 2008; Rio
Segade et al., 2015).

Prvi enzimi KkoriS¢eni u vinarstvu su pektinaze, koje obi¢no mogu sadrzati
poligalakturonaze, pektin esteraze kao i pektin liaznu aktivnost kojima su dodate male koli¢ine
celulaze 1 hemicelulaze s ciljem da se Sto bolje razore celijski zidovi 1 oslobodi boja. Osim
poboljsanju boje, enzimi doprinose stabilnosti, strukturi i ukusu crvenih vina, tako Sto bivaju
oslobodeni 1 tanini vezani za celijske zidove (celulaznom i hemicelulaznom aktivnoscéu) koji
doprinose kako stabilizaciji boje tako i celokupnom ukusu vina (Bautista-Ortin et al., 2005).

Varijabilnost u rezultatima moze biti povezana sa razli¢itim vrstama enzimskih preparata,
razli¢itom prirodom 1 njihovom aktivnosti, kao i prisustvom nekih bo¢nih aktivnosti kao §to su f-
glukozidaze (Rio Segade et al., 2015). Prema Romero-Cascales et al. (2008), koji su okarakterisali 6
razli¢itih enzimskih preparata, navode da visoka aktivnost pektin i pektat liaze, srednja
poligalakturonaza i aktivnost pektin metil esteraze bez celuaze i f- glukozidaze su imali najveci
efekat na ekstrakciju antocijanina tokom maceracije Monastrell pokozice. Odsustvo f-
glukozidazne aktivnosti u enzimskom preparatu moglo bi spreciti oslobadanje aglikona i1 spontanu
transformaciju u bezbojne oblike (Rio Segade et al., 2015).

2.8. Dodatak hraniva kvascu tokom fermentacije

Biosinteza aminokiselina i njihovih polimera (tj. proteina) neophodnih za rast kvasca
predstavlja glavni utrosak azota tokom fermentacije. Proteini su neophodni za katalizu klju¢nih
metaboli¢kih puteva (enzimi), a glikoproteini deluju kao strukturna komponenta ¢elijskih zidova
kvasca (manoproteini). U poredenju sa drugim hranljivim materijama kao §to su ugljeni hidrati,
sumpor 1 fosfor, Sira obi¢no sadrzi niske koncentracije azota u obliku koji je asimilovan kvascem.
Dostupan azot je Cesto ograni¢avajuci faktor i za rast kvasca i za brzinu fermentacije. Vinari u
odredenoj meri prihranjuju Siru ili kljuk azotom (obi¢no u neorganskom obliku), ali prekomerna
korekcija moze dovesti do mikrobioloske nestabilnosti, ili nezeljene promene ukusa vina. Azotna
jedinjenja kvasci ne asimiluju pasivnom difuzijom ve¢ dolazi do aktivne apsorbcije membranskim
enzimima koji se nazivaju proteaze (Waterhouse et al., 2016). Tokom fermentacije Saccharomyces
cerevisiae moze jedino asimilovati amonijum i aminokiseline sa izuzetkom prolina koga asimiluje
samo u aerobnim uslovima (Moreno-Arribas i Polo, 2009). Dodatak izvora azota tokom alkoholne
fermentacije najvise utice na aromatski kompleks buduceg vina i menja kinetiku fermentacije dok
skoro da nema radova na temu uticaja dodatka hraniva za kvasce tokom fermentacije na fenolni
sastav vina. Fermentacija u ovakvim slucajevima zavrSava ranije i sadrzaj alkohola u njima biva
znatno visi nego u kontroli (Hernandez-Orte et al., 2006).
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2.9. Dinamika ekstrakcije pojedinih fenolnih jedinjenja u vino tokom alkoholne fermentacije i
maceracije kljuka crnog grozda

Prema Plavsa et al. (2012), porast koli¢ine flavan-3-ola (katehina i epikatehina) je bio
ostvaren tokom celog perioda maceracije koji je trajao 20 dana na sorti Teran. Katehin i epikatehin
su dostigli maksimalane sadrzaje posle 20 dana maceracije, s tim $to su vec¢e vrednosti nadene za
katehin (23,15 mg/l) nego za epikatehin (17,56 mg/l). Do sli¢nih rezultata za istu sortu, dosli su
Damijani¢ et al. (2012) kao i Budi¢-Leto et al. (2008) za sorte Plavac mali i Babi¢ gde je
koncentracija flavan-3-ola bila u porastu tokom celog perioda maceracije i dostila maksimum 21.
dan.

Derivati benzoeve i hidroksicimetne kiseline (osim ferulinske kiseline) su pokazali znacajan
porast produzenjem vremena maceracije i dostigli maksimum 20. dan maceracije. U ovim Teran
vinima najprisutinje jedinjenje je bila galna kiselina (u koncentraciji od 9,15 do 11,89 mg/l) i
kafeinska kiselina (od 8,11 do 9,34 mg/l). Osim ovih jedinjenja zabelezen je porast siringinske
kiseline, protokatehuinske kiseline, vanilinske kao i p-kumarinske kiseline. Kocabey et al. (2016) su
u svojoj studiji izneli da je takode galna kiselina bila najzastupljenija od svih fenolnih kiselina, ali
su u ovim vinima sorte Karaoglan nadene znatno vise koncentracije i to od 129,37-154,03 mg/I.

U siri i vinu sorte Cabernet sauvignon, poreklom iz Meksika, tokom 16 dana fermentaciono
maceracionog procesa nadeno je 29 fenolnih kiselina i njihovih derivata, medu kojima su glavne
bile galna, kafeinska, ferulinska i siringinska kiselina. Kvercetin, miricetin, elaginska kiselina i
njihovi derivati nadeni su tokom 15 dana maceracije u ovim vinima. Od stilbena trans-resveratrol je
naden tokom 14 dana maceracije nakon ¢ega je doslo do opadanja njegovog sadrzaja (Mufios
Bernal et al., 2020). Sli¢ni rezultati nadeni su u studiji Lingua et al. (2016), gde je najveca
ekstrakcija koli¢ine trans-resveratrola ustanovljena tokom fermentacije, a po zavrSetku toga
jedinjenje je bilo podloznije promenama $to je izazvalo smanjenje sadrzaja. DuZina maceracije od
5, 101 15 dana sorte Karaoglan nije imala znacajan uticaj na promenu sadrzaja trans-resveratrola (p
> 0,05) u dobijenim vinima.

Lingua et al. (2016) su u svom radu predstavili fenolni sadrzaj vina Cabernet sauvignon,
Syrah 1 Merlot poreklom iz Argentine, gde je nadeno da su glavni predstavnici flavanola bili
katehin, epikatehin i epikatehin galat. U istrazivanju Alencar et al. (2017) zabeleZen je njihov porast
tokom perioda maceracije, kao i u radovima drugih autora (Kovac et al., 1992; Artem et al., 2021).
Katehin je predstavljao dominantno jedinjenje i u drugim istrazivanjima (Generali¢ Mekini¢ et al.,
2019; Soto-Vazquez et al., 2010; Bautista-Ortin et al., 2007). U vinu Karaoglan, tokom maceracije
u periodima od 5, 10 1 15 dana nadeno je 25 fenolnih jedinjenja, medu kojima su najdominantniji
bili derivati benzoeve i hidroksicimetne kiseline kao i flavan-3-oli. Koncentracija galne kiseline
tokom celog perioda maceracije je bila u porastu, kao 1 katehin i1 epikatehin ¢ija je koncentracija
posle 15 dana skoro udvostrucena u odnosu na vino od 5 dana maceracije. Sadrzaj derivata
benzoeve i hidroksicimetne kiseline u Karaoglan vinima je znacajno promenjen pod uticajem
razli¢itih perioda maceracije, pa je sadrzaj galne, p-hidroksibenzoeve, siringinske, vanilinske,
hlorogene i trans- kaftarne kiseline bio visi u vinima maceracije od 15 dana u odnosu na vina
proizvedena uz kraée periode maceracije (Kocabey et al., 2016). Od flavonola najzastupljeniji je bio
kvercetin, ¢ija se koncentracija nije znacajno menjala produzenjem vremena maceracije (od 3,34
mg/l u vinu od 5 dana maceracije do 5,53 mg/l posle 15 dana maceracije), dok je u studiji Alencar
et al. (2017) nadeno od 4,71 do 20,73 mg/l tokom maceracije grozda vinove loze sorte Syrah.

Prema Kocabey et al. (2016), sadrzaj elaginske kiseline je bio u blagom porastu tokom celog
perioda maceracije koji je trajao 15 dana. U istrazivanju Ivanova et al. (2011a) pri proizvodnji
Vranac vina, primenjena je maceracija u trajanju od 3, 6 i 10 dana. U vinima posle 10 dana
maceracije dobijena je najveca koncentracija flavan-3-ola, obzirom da se tanini iz pokozice i
semenke oslobadaju u kasnijim fazama vinifikacije, kada je formirana odredena koli¢ina alkohola.
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Kasnija istrazivanja na sortama Cabernet sauvignon, Stanusina i Vranac navode da je galna kiselina
bila u porastu do 9. dana maceracije koliko je i trajao eksperiment (Ivanova-Petropulos et al., 2016).

Sli¢no kao i u navedenim istrazivanjima, Francesca et al. (2014) u svom radu navode da su
najdominantnija jedinjenja tokom maceracije, koja je trajala neuobic¢ajeno duzi vremenski period od
90 dana, bila flavanoli, kao i derivati benzoeve i hidroksicimetne Kkiseline. Svoj maksimum
pomenuta jedinjenja dostigla su posle 40 dana maceracije. Pored galne kiseline koja je dominirala,
najveéi sadrzaj izmeren je za siringinsku kiselinu 13. i 20. dan (35,82-49,04 mg/l) i njena
koncentracija nije bitno varirala kroz ceo eksperiment. Sto se ti¢e sadrZaja katehina i epikatehina,
njihovi maksimumi nadeni su na kraju procesa maceracije, Sto moze biti objasnjeno sporijom
kinetikom ekstrakcije zato §to prolaze nekoliko supstitucija i imaju ve¢e molekulske mase. Ono $to
je interesantno sa senzornog aspekta, a vezano je za ovo istrazivanje, je to $to je u vinu od 40 dana
maceracije dobijen najvec¢i odnos sadrzaja katehina i epikatehina. Obzirom da epikatehin ima vecu
adstringenciju, ova produzena maceracija povoljno deluje na zaokruzenost vina na ukusu, i na visok
sadrZaj fenolnih jedinjenja (Francesca et al., 2014).

U istrazivanju gde je analizirana koli¢ina ekstrahovanih fenolnih jedinjenja tokom
maceracionog procesa na svakih 5 dana, kao i u dobijenom vinu, ustanovljena je znacajna razlika u
sadrzaju fenolnih jedinjenja osim kada su u pitanju fenolne kiseline, p-kumarinska i ferulinska
kiselina. Kao §to je ve¢ pomenuto, fenolni profil se menjao tokom perioda maceracije, a
najdominantnije fenolne kiseline su bile galna i hlorogenska kiselina. ZabeleZzeno je opadanje
sadrzaja kafeinske kiseline tokom perioda maceracije od 30 dana.

U radu Generali¢ Mekini¢ et al. (2019), najdominantnija medu fenolnim kiselinama bila je
galna kiselina posebno u vinima koja su proizvedena uz dodatak enzimskih preparata u procesu
maceracije. Sli¢na tvrdnja nadena je u radu Artem et al. (2021), gde su eksperimenti izvedeni na
rumunskoj crnoj sorti Feteascd neagra, Cija se koncentracija kretala od 9,77 do 57,44 mg/l i
ustanovljen je porast tokom perioda maceracije.

Fenolni sastav komine moze varirati u zavisnosti od sorte, vremena berbe i stepena zrelosti
grozda, kao 1 primenjenog nacina vinifikacije (Moldovan et al., 2020).

Prema Wang et al. (2017) komina crnog grozda je posebno bogata fenolnim kiselinama
(1,64 mg/g), sto ¢ini 83% od ukupnih fenolnih jedinjenja komine crnog grozda. Najprisutnije medu
njima su galna, elaginska i protokatehuinska kiselina. Medu ukupnim flavonolima (0,30 mg/g)
najdominantniji su bili kvercetin i njegov glukozid kao i kemferol-3-glukozid (Wang et al., 2017).

Prema literaturi sadrzaj trans-resveratrola u komini crnog grozda bio je relativno nizak, u
rasponu od 6 do 64 ug/g suve komine grozda (Careri et al., 2003; Rockenbach et al., 2011).

Porede¢i naSe rezultate sa ostalim istraZivanjima mozemo zakljuciti i da raspon sadrZaja
ukupnih fenolnih jedinjenja kao i kvalitativni sadrzaj pojedina¢nih fenola moze biti razli¢it i zavisi
od sorte, spoljasnjih uslova kao i same tehnologije proizvodnje. Naposletku, svaki nacin ekstrakcije
fenolnih jedinjenja i pripreme za kvantifikovanje se razlikuje pa samim tim dobijeni rezultati mogu
varirati u vecoj ili manjoj meri.

2.10. Antioksidativni kapacitet vina i uzoraka komine

Maceracija je proces koji se odigrava istovremeno sa alkoholnom fermentacijom, i
karakteriSe ga vreme kontakta c¢vrstih delova grozda sa te¢nim delom (Sirom), pod uslovima
kontrolisane temperature kako bi se sacuvale senzorske karakteristike buduceg vina i izbeglo
kvarenje. Obi¢no ovaj proces traje 5 dana, medutim u literaturi je opisano i znatno duZe trajanje
maceracije (Plavsa et al., 2012; Budi¢-Leto et al., 2008; Francesca et al., 2014; Ivanova et al.,
2011a) koje je pogodovalo kvalitetu vina. Produzenjem vremena maceracije, dolazi do povecanja
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kocentracije antocijanina, fenolnih jedinjenja, a samim tim i antioksidativnih svojstava vina
(Alencar et al., 2017; Kelebek et al., 2006).

Fenolna jedinjenja imaju funkcionalnu i fizioloSku ulogu u organizmu jer se ponasaju kao
antioksidansi koji reaguju sa slobodnim radikalima koji nastaju u organizmu kao rezultat
mnogobrojnih biohemijskih reakcija. Fenolna jedinjenja povecavaju antioksidativni kapacitet
organizma i doprinose povoljnim zdravstvenim efektima posle konzumacije crvenog vina (Di Majo
et al., 2008; Cakar et al., 2017). Vina kao bogat izvor fenolnih jedinjenja, koja obuhvataju stilbene
medu kojima se izdvaja resveratrol, ispoljavaju antiinflamatorna i antikancerogena svojstva ali i
igraju veoma bitnu ulogu u prevenciji kardiovaskularnih bolesti (Gojkovi¢-Bukarica et al., 2019).

Mnoge studije (Fernandez-Pachon et al., 2004; Damijani¢ et al., 2012; Villafio et al., 2006)
su pokazale uticaj koncentracije fenolnih jedinjenja, flavan-3-ola (pretezno katehina), fenolnih
kiselina (posebno galne kiseline) na antioksidativnu aktivnost crvenih vina. Tokom maceracije,
glavne promene u ekstrakciji fenolnih jedinjenja deSavaju se tokom prvih dana maceracije. Menja
se sadrzaj prvenstveno antocijanina zatim i flavan-3-ola kao posledica nastajanja sve vece koli¢ine
alkohola kako odmiée alkoholna fermentacija (Cakar et al., 2019; Sun et al., 2011; Gomez-Plaza et
al.,, 2001; Ribéreau-Gayon et al.,, 2006a; Villafio et al.,, 2006), a to uzrokuje i promenu
antioksidativnih svojstava vina (Jordao et al., 2011). Prema Fernandez-Pachon et al. (2004), frakcija
ekstrahovanih flavan-3-ola i antocijanina je odgovorna za oko 40% antioksidativne aktivnosti
crvenih vina odredene DPPH 1 ABTS metodama. Damijani¢ et al. (2012) koji su pratili promenu
antioksidativnih svojstava vina tokom 21 dan maceracije, ustanovili su da sa povecanjem
ekstrakcije fenolnih jedinjenja dolazi i do porasta antioksidativnosti vina. Antioksidativna svojstva
vina od 3 dana maceracije bila su znatno niza nego kod vina duzeg vremena maceracije.

Eventualne razlike koje se mogu javiti merenjem antioksidativnog kapaciteta istih uzoraka
razli¢itim metodama mogu se objasniti razli¢itom reaktivnoséu fenolnih jedinjenja prema
radikalima primenjenih metoda. Radikali ABTS" i DPPH imaju razli¢itu stehiometrijsku strukturu i
drugaciji nacin nastajanja, pa nakon reakcije sa antioksidansima, pruzaju kvalitativno razli¢it
odgovor na inaktivaciju njihovog radikala. Radikalska aktivnost vina nije samo zasnovana na
svojstvu pojedinacnih fitohemijskih jedinjenja ve¢ na mnostvu i sinergistickom mehanizmu
fenolnih jedinjenja. Lako oksidujuéi fenoli se regeneriSu manje aktivnim fenolima (Jordao et al.,
2011). Mnoge studije su pokazale i visoku korelaciju sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja (Jord&o
et al., 2011; Di Majo et al., 2008; Ivanova-Petropulos et al., 2015; Burns et al., 2000; Wojdyto et al.,
2021; Maleti¢ et al., 2009; Plavsa et al., 2012; Mihnea et al., 2016) ali i sadrzaja katehina i
epikatehina (Generali¢ Mekini¢ et al., 2019) sa antioksidativnom aktivnos¢u ispitivanih uzoraka
vina merenih FRAP i DPPH testom. Prema Di Majo et al. (2008), italijanska vina sorti Syrah i Nero
d’avola istovremeno su pokazala nizi antioksidativni kapacitet i viSi sadrzaj ukupnih fenolnih
jedinjenja. Sorte Merlot i Cabernet sauvignon su bile bogatije fenolnim jedinjenjima i imale veci
antioksidativni kapacitet. Isto istrazivanje je navelo da su sorte kao §to su Merlot i Cabernet
sauvignon sadrzale visoku koncentraciju katehina koja je bila u pozitivnoj korelaciji sa
antioksidativnih svojstvima vina. Ovim svojstvima u ve¢oj meri doprinose galna kiselina i miricetin
dok su ostala jedinjenja imala znatno niZze koeficijente korelacije. Prema Plavsa et al. (2012),
sadrzaj ukupnih fenola u vinima od 5, 10, 15 i 20 dana maceracije je bio u jakoj korelaciji sa
antioksidativnim svojstvima merenim metodom FRAP (R=0,98). U istom istrazivanju veci
antioksidativni kapacitet dobijen je ABTS" nego DPPH radikalom. Primenom DPPH radikala dolazi
do reakcije sa lipofilnim antioksidansima, dok ABTS" radikal reaguije i sa lipofilnim i sa hidrofilnim
antioksidansima. Prema Mufios-Bernal et al. (2020), primenom DPPH radikala nije bilo zna¢ajne
razlike izmedu antioksidativnosti vina od 0 i 15 dana maceracije. Primenom metode FRAP i ABTS"
radikala pokazana je statisti¢ki znacajna razlika izmedu vina prvog i poslednjeg dana maceracije.
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Bitno je napomenuti da proces vinifikacije (zajedno sa maceracijom) igra zna¢ajnu ulogu u
prirodi 1 sadrzaju ukupnih fenolnih jedinjenja u vinu, 1 posledi€no doprinosi njihovoj razli¢itoj
antioksidativnoj aktivnosti (Jorddo et al., 2011).

2.11. Fenolni sastav vina dobijenih primenom termic¢ke maceracije

Sadrzaj fenolnih jedinjenja u crvenim vinima zavisi od sorte, uslova gajenja , a posebno je
uslovljen tehnoloskim procesom proizvodnje (tehnike maceracije, fermentacija, sazrevanje). Da bi
se povecao sadrzaj fenolnih jedinjenja u crvenim vinima adekvatna maceracija je neophodna.
Visoke temperature primenjene tokom maceracije izazivaju destrukciju celija, a takode mogu
dovesti i do degradacije osetljivih jedinjenja kao §to su antocijani (Wojdylo et al., 2021). Da bi se
ustanovio najpogodniji pre-tretman u proizvodnji crvenih vina, Wojdyto et al. (2021) su poredili
mikrotalasnu ekstrakciju, enzimski tretman i termicku maceraciju na nemackoj sorti Dornfelder i
zakljucili da termicka maceracija obezbeduje najve¢u koncentraciju fenolnih jedinjenja. Prema
Borazan i Bozan (2013) protektivni zdravstveni efekat crvenih vina moze biti poboljSan
zagrevanjem kljuka pre fermentacije viSe nego dodavanjem enzimskih preparata u toku maceracije,
s obzirom na krajnji fenolni sadrzaj u dobijenim vinima. Tokom tradicionalne maceracije samo oko
40% antocijana i 20% tanina iz pokozice grozda prelazi u vino (Boulton, 2003). Ovako ograni¢ena
ekstrakcija rezultat je nedovoljne propustljivosti ¢elijskih zidova i citoplazmati¢ne membrane, Sto
su razliciti autori analizirali ali i pronasli najbolje reSenje za ekstrakciju fenolnih jedinjenja (EIl
Darra et al., 2016; Netzel et al., 2003; Aguilar et al., 2016; Sacchi et al., 2005; Ghanem et al., 2019).

2.12. Fenolni sastav vina dobijenih primenom karbonske maceracije

Tokom karbonske maceracije, cele bobice ili grozdovi se nalaze u atmosferi ugljendioksida i
delimi¢na fermentacija zapocinje dejstvom glikozidolitickih enzima koji su prisutni u grozdu. Pod
ovim anaerobnim uslovima, niz transformacija unutar cele bobice je indukovan aktivno$éu
endogenih enzima prisutnih u grozdu (Pace et al., 2014; Gonzales-Arenzana et al., 2020). U celim
bobicama dolazi do fermentacije i proizvodnje alkohola, razgradnje jabu¢ne kiseline, dejstva
pektinoliti¢kih i proteolitickih enzima, stvaranja isparljivih jedinjenja i difuzije fenolnih jedinjenja
iz pokoZice u meso (Gonzéles-Arenzana et al., 2020). Posle odredenog vremenskog perioda (u
zavisnosti od temperature, zrelosti grozda 1 sorte) grozde se presuje 1 zasejava vinskim
selekcionisanim kvascem da bi se dovrsila fermentacija (Sacchi et al., 2005; Pace et al., 2014). Ova
tehnika vinifikacije se koristi najces¢e za dobijanje lakSih vina voénih aroma koja se konzumiraju
bez duzeg odlezavanja (Sacchi et al.,, 2005). Prema literaturi tesko je opisati uticaj karbonske
Mmaceracije na pojedinacna kao i ukupna fenolna jedinjenja, jer su pronadeni neusaglaSeni i
kontradiktorni rezultati za proucavane razliCite sorte. Porede¢i primenjenu karbonsku i obicnu
maceraciju na grozde razlicitih sorti vinove loze potvrdeno je da je sadrzaj ukupnih fenolnih
jedinjenja zavisio od izabrane sorte (Pellegrini et al., 2000). Primena karbonske maceracije na sorti
Cabernet franc dala je lako vino sa manjim intezitetom boje u odnosu na klasiénu maceraciju i
termiCku maceraciju Cija vina su bila punija sa intezivnijom bojom i boljom ravnotezom mirisa i
ukusa (Rizzon et al., 1999). Mlada italijanska vina dobijena karbonskom maceracijom odlikovala su
se visim sadrzajem ukupnih antocijana u odnosu na tradicionalno dobijena vina (Pellegrini et al.,
2000), dok je prosecan sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja i flavanola bio sli¢an u jednim i drugim
vinima (Tabela 5). Suprotno tome, crvena vina portugalske sorte Tinta miuda dobijena karbonskom
maceracijom odlikovala su se nizim sadrzajem antocijanina u odnosu na kontrolu, dok je sadrzaj
katehina, oligomernih i polimernih proantocijanidina bio dosta visi (Sun et al., 2001). Do
kontradiktornih rezultata moze do¢i zbog Sirokog spektra uzroka kao Sto je sorta, stepen zrelosti
grozda, berba ili uslovi vinifikacije (temperatura alkoholne fermentacije, vreme maceracije, oblik i
veli¢ina fermentora, dodavanje CO,, upotreba aditiva) (Gonzales-Arenzana et al., 2020).
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Tabela 5. Koncentracija ukupnih fenola i flavanola tri crvena vina dobijena karbonskom i

tradicionalnom maceracijom (Pellegrini et al., 2000)

Vino Ukupni fenoli (mg GAE/I) Ukupni flavanoli (mg CE/I)
19a 1034,9+ 1,7 246,2+9,1
19b 617,1+25,5 155,4+45,9
20a 1979,1+51,3 520,9+75,4
20b 1704,1+46,6 426,6+20,3
21a 1225,6+42,9 328,3+13,1
21b 1787,4+44,7 472,1+23
prosek +SD? (n=3) 1413,2+499,3 365,1+141
prosek +SD” (n=3) 1369,5+653 351,44+171,2

19: Cabernet, Merlot, Barbera, Nebbiolo; Lombardija; 20: Corvinone, Rondinella; Veneto
21: Pinot nero; Emilija-Romanja (a- karbonska; b- tradicionalna)

2.13. Uticaj sredstava za bistrenje vina na sadrZaj fenolnih jedinjenja

Bistrenje je jedno od najjeftinijih operacija tokom proizvodnje vina, ali i jedna od najbitnijih
od Cega zavisi kvalitet vina. Bistrenje treba uvek izvoditi u nekoliko nivoa (doza), kako bi se sa
najnizom koncentracijom sredstva za bistrenje postigao cilj (Morris i Main, 1995). U novije vreme
sve viSe je aktuelna upotreba biljnih proteina za bistrenje vina nasuprot upotrebi tradicionalnih
sredstava za bistrenje koja su Zivotinjskog porekla, Sto je ispitivala grupa italijanskih autora na sorti
Sangiovese. Oni su ustanovili da efikasnost bistrenja u vinima sa viSom koncentracijom tanina,
zavisi viSe od doze dodatog sredstva, a ne da li je taj protein biljnog ili zivotinjskog porekla. Ipak
kod vina sa niskom koncentracijom antocijana, bolje su se pokazali biljni proteini kada je u pitanju
stabilnost boje prilikom odlezavanja vina (Rinaldi et al., 2021). Prema Gonzales-Neves et al. (2014)
koji je vrsio oglede na vinu sorte Tannat, svako primenjeno sredstvo za bistrenje (zelatin, biljni
proteini, belance jajeta, albumin) ima razli¢it uticaj na fenolni sastav vina, a samim tim i na
stabilnost boje. Dodatkom kazeina belim vinima, primeéen je pad sadrzaja monomernih i
oligomernih flavanola, dok su polimerni proantocijanidini u belim i crvenim vinima vise sniZeni
dodatkom Zelatina (Braga et al., 2007). Razli¢iti rezultati nadeni u literaturi na ovu temu (Donovan
et al., 1998; Castellari et al., 1998; Cosme et al., 2012; Rinaldi et al., 2021) pokazuju razli¢itu
dinamiku sniZavanja pojedinih fenolnih jedinjenja u vinu.

2.14. Primena stabilizacije vina (askorbinska kiselina, SO, malolakti¢ka fermentacija,
pasterizacija) i uticaj na fenolni sastav

2.14.1. Askorbinska kiselina

Askorbinska kiselina je prirodno prisutna u grozdu, ali se obi¢no brzo trosi nakon muljanja
zbog vezivanja kiseonika i nastajanja dehidroaskorbinske kiseline ¢ime sprecava oksidaciju o-
fenola. Prilikom proizvodnje belih vina, askorbinska kiselina se dodaje kod flasiranja mada se moze
koristiti u razli¢itim fazama tehnoloskog procesa proizvodnje (Barril et al., 2009). Askorbinska
kiselina se moze dodati uz SO, jer reaguje direktno sa molekularnim kiseonikom, iako u prisustvu
metalnih jona, spreCava reakcije oksidacije u pocetku procesa proizvodnje. Time se fenolna
jedinjenja vracaju u svoj mati¢ni oblik inhibirajuc¢i promene boje tokom vinifikacije i odlezavanja
vina (Clark et al., 2010; Peng et al., 1998). Koli¢ina dodate askorbinske kiseline moze znacajno
varirati, ali uglavnom se koristi doza od 50-150 mg/l. Askorbinska kiselina dodaje se belom vinu
zbog svoje sposobnosti da efikasno uklanja molekularni kiseonik, pri ¢emu prelazi u svoj
oksidovani oblik dehidroaskorbinsku kiselinu 1 oslobada se vodonik peroksid. Posle se
dehidroaskorbinska brzo razgraduje u brojne karboksilne kiseline, ketone i aldehidna jedinjenja.
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Vodonik peroksid dalje reaguje sa SO, grade¢i sumpornu kiselinu, dok se dehidroaskorbinska moze
reverzibilno vezati za SO, (Barril et al., 2016; Waterhouse et al., 2016) (Slika 13).

OH
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Slika 13. Reakcija askorbinske kiseline sa kiseonikom u prisustvu sumpor dioksida/sumporaste
kiseline i dobijeni proizvodi (Barril et al., 2016)

U odsustvu askorbinske kiseline, potrosnja kiseonika u vinu bi i$la razli¢itim putevima. U
tom slucaju, reakcija izmedu O, i dihidroksifenolnih jedinjenja rezultirala bi stvaranjem o-hinona i
vodonik peroksida. Oba ova produkta su dalje uklonjena sa SO, i fenolna jedinjenja se vracaju u
maticni oblik ili stvaraju derivate sa sulfonskom kiselinom. Nizak redoks potencijal askorbinske
kiseline u poredenju sa fenolnim jedinjenjima (0,55 V nasuprot 0,78 - 1,07 V pri pH 3,5)
(Danilewicz et al., 2003) obezbeduje da ¢e prikazana reakcija (Slika 13) biti dominantnija u odnosu
na reakciju fenolnih jedinjenja sa kiseonikom uz prisustvo SO, kada je askorbinska kiselina dodata
u vino (Barril et al., 2016).

Povecana brzina posmedivanja u vinima koja sadrze askorbinsku kiselinu moze nastati
reakcijom askorbinske kiseline sa molekularnim kiseonikom pri ¢emu nastaju superoksidi, a zatim i
vodonik peroksid. Dalje ubrzanje oksidacije vina moze se odvijati u prisustvu fenola koji reaguju sa
¢O,, pri ¢emu nastaju semihinoni. Semihinoni dalje mogu reagovati sa O, i dati hinone i ¢O; u
lan¢anoj reakciji. Vodonik peroksid ¢e nastati od O, pri niskim pH vrednostima. Sa sigurnoscu se
ne moze tvrditi da li SO, reaguje brze sa radikalima kiseonika ili su to pak fenoli iz vina (Peng et
al., 1998; Kilmartin et al., 2001).

Oksidativno potamnjivanje fenolnih jedinjenja moze se predstaviti kao lanc¢ana reakcija:
katehini- semihinoni- hinoni- obezbojeni dimeri- zuti dimeri- smedi produkti.

Askorbinska kiselina moze da promeni pravac reakcije i da od hinona nastanu hinoli $to bi
dovelo do redukcije stepena posmedivanja. Redukcija hinona je najvaZnija uloga askorbinske
kiseline kao antioksidansa u vinu. Prema Peng et al. (1998), ustanovljeno je da je efikasnost
askorbinske kiseline u redukciji posmedivanja Colombard vina u ranoj fazi odleZavanja, smanjena
sa povecanjem koncentracije SO,. Askorbinska kiselina moze imati i anti-oksidativnu i pro-
oksidativnu ulogu u vinu i to zavisi od uslova i vremena odlezavanja.
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Dokle god vino sadrzi dovoljne koli¢ine slobodnog SO, da veZe stvoreni vodonik peroksid,
askorbinska kiselina moze saCuvati vino od oksidativnog potamnjivanja (Peng et al., 1998).
Posmedivanje model vina koja su sadrzala katehin i kafeinsku kiselinu tokom 6 meseci odlezavanja
je bilo manje u slucaju povecanja koncentracije SO, uz konstantan sadrzaj askorbinske kiseline, dok
je uz poveéanje askorbinske kiseline uz jednak sadrzaj SO, posmedivanje model vina bilo
intezivnije. Model vino bez dodatih fenolnih jedinjenja, katehina i kafeinske Kkiseline, nije
rezultiralo promenom boje pod istim uslovima skladiStenja, Sto znaCi da je za potamnjivanje
presudna bila oksidacija katehina i kafeinske kiseline. Prema ovom eksperimentu askorbinska
kiselina je pospesila dok je SO, smanjio posmedivanje model vina. Askorbinska kiselina povecava
posmedivanje od drugog dana, dok SO, ima suprotan efekat (Peng et al., 1998). Prema Peng et al.
(1998), za bilo koji nivo slobodnog SO, (0 mg/l, 10 mg/l, 25 mg/l, 40 mg/l) u Chardonnay vinima
dodatak askorbinske kiseline (30 mg/l, 60 mg/l, 100 mg/l) izazvao je povecéanje stope posmedivanja
merenjem absorbancije posle 132 dana skladiStenja na 20°C.

Totalna zamena sumpordioksida askorbinskom kiselinom nije preporuéljiva zbog oksidacije
askorbinske kiseline kojom nastaje vodonik peroksid koji je glavni oksidant u vinu. Askorbinska
kiselina se pre koristi kao dodatak sumpordioksidu, jer i u molekularnom obliku i u obliku
sumporaste kiseline ima sposobnost vezivanja vodonik peroksida pri pH vina. Dodatak askorbinske
kiseline model vinu dovela je do povecane stope posmedivanja katehina, oksidabilnog fenolnog
jedinjenja koje je dodato u model vino (Bradshaw et al., 2004). Prema Peng et al. (1998),
askorbinska kiselina pospesuje posmedivanje vina bez obzira na koncentraciju sumpordioksida.
Ocigledno je da, kako se askorbinska kiselina oksiduje, sumpordioksid se trosi i to uti¢e na
antimikrobnu ulogu sumpordioksida kao i njegovu antioksidativnu ulogu (Bradshaw et al., 2004).

U model vinu koje sadrzi sumpordioksid, askorbinsku kiselinu i katehin, posle 14 dana,
zapazena je najveca potrosnja sumpordioksida, ¢ak do 73% u odnosu na kombinaciju katehina i
sumpordioksida, gde je potrosnja SO, iznosila 26% (Bradshaw et al., 2004). Evidentno je da
askorbinska kiselina izaziva oksidaciju katehina, $to je prikazao i Bradshaw et al. (2004) u svom
radu (Slika 14). Primeceno je da katehin (100 mg/l) u kombinaciji sa askorbinskom kiselinom (200
mg/l) ima tendenciju povecanja posmedivanja tj. oksidacije do kraja perioda eksperimenta (14
dana). Kada je isti eksperiment postavljen i dodat kalijum metabisulfit u sedmom danu
eksperimenta, zapazen je pad vrednosti absorbancije (Ass) i zadrzana konstantnost do kraja
merenja ¢ime je zaustavljena oksidacija katehina (Slika 15).
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Slika 14. Promene u posmedivanju model vina tokom 14 dana. a- katehin sa askorbinskom
kiselinom (200 mg/l), b- katehin (100 mg/l), c- katehin sa askorbinskom Kkiselinom i
sumpordioksidom i d- katehin sa sumpor dioksidom (200 mg/l) (Bradshaw et al., 2004)
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Slika 15. Uticaj askorbinske kiseline na posmedivanje katehina u slucaju aktivnosti SO, sedmog
dana trajanja eksperimenta. a- katehin sa askorbinskom kiselinom i sumpordioksidom i b- katehin
sa askorbinskom kiselinom i sumpordioksidom (kalijum metabisulfit dodat 7. dan, 200 mg/l)
(Bradshaw et al., 2004)

Ranija istrazivanja su pokazala povecanu proizvodnju fenolnih pigmenata u model vinima
sa askorbinskom Kkiselinom i katehinom. Takode je pokazano da su produkti degradacije
askorbinske kiseline sposobni da reaguju sa katehinom (flavan-3-olima) i formiraju specifi¢éne Zute
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pigmente- ksantilijum katjone. Glioksilna kiselina koja nastaje kao proizvod oksidacije vinske
kiseline u vinu, u prisustvu katehina moze dovesti do njihovog nastajanja. Produkti degradacije
askorbinske kiseline su pretezno aldehidne prirode pa bi SO, ukoliko je prisutan u vinu vezao iste
(Barril et al., 2009; Buhrle et al., 2017; Peng et al., 1998; Barril et al., 2016; Bradshaw et al., 2004).
Pad vrednosti absorbancije (As40), nakon dodavanja sumpordioksida sugeriSe na gubitak obojenih
pigmenata koji su prisutni u vinu. Obezbojavanje flavilijum katjona SO, je dobro poznato u hemiji
crvenih vina, ¢ija je hemijska struktura sli¢na ksantilijum katjonima. Ksantilijum katjoni poseduju
aldehidne grupe za koje ¢e se vezati SO, (Bradshaw et al., 2004).

Prema Bradshaw et al. (2004) prilikom flaSiranja belih vina, ako se dodaje askorbinska
kiselina potrebno je dodati i ve¢u koncentraciju SO, (Barril et al., 2016). Ovim postupkom
sprec¢avaju se oksidacioni procesi izazvani vodonik peroksidom ili uopste ne dodavati askorbinsku
kiselinu.

Hidroksicimetne kiseline smanjuju prinos zutih ksantilijumskih katjona, ali povecavaju
proizvodnju drugih fenolnih pigmenata koji pojacavaju smedu nijansu, nasuprot Zutom intenzitetu
modela vina (Barril et al., 2016).

2.14.2. Uticaj SO, na fenolni sastav vina

Sumpordioksid (SO,) se vekovima koristi u vinarstvu kao konzervans zbog njegovog
antimikrobnog i antioksidativnog dejstva. Ponasa se kao slaba, diprotonska kiselina u vodenom
okruzenju, a glavni oblik pri pH vina su uglavnom bisulfiti (HSO3). Bisulfiti su nukleofili koji se
mogu vezati sa aldehidima i drugim elektrofilnim komponentama u vinu (Waterhouse et al., 2016).
U 3iri 1 vinu SO, se nalazi u slobodnom i u vezanom stanju. Kod normalnih doza sulfitisanja
koli¢ina slobodnog sumpordioksida je daleko niza od koli¢ine vezanog. Slobodni SO, se uglavnom
nalazi u obliku sumporaste kiseline, a mali deo je u gasovitom stanju, i kao takav predstavlja
direktan antioksidans i antiseptik (Dani¢i¢, 1988).

Odgovarajuce sulfitisanje Sire i vina dovodi do niza pozitivnih efekata koji olakSavaju
proizvodnju i ¢uvanje vina, medu kojima je potrebno istaci: stvaranje ili poboljsavanje antisepti¢kih
uslova; antioksidativno delovanje SO,; poboljsano ekstrahovanje bojenih materija iz pokozice
bobice grozda; selektivno delovanje na razli¢ite vrste i sojeve kvasaca i onemogucavanje aktivnosti
nepozeljnih mikroorganizama (Danic¢ié, 1988).

Pokazao se kao veoma mocno sredstvo za sprecavanje enzimske aktivnosti Sto potvrduje
primer inaktivacije polifenoloksidaze grozda, gde dodatak SO; u Siru, usporava oksidacione procese
odgovorne za potamnjivanje Sire. Sto se ti¢e antimikrobnog dejstva, molekularni SO, ima
sposobnost inhibicije rasta Sirokog spekta mikroorganizama, ukljucujuéi bakterije 1 kvasce.
Mehanizam inhibicije moze biti razli¢it, ukljucujuéi smanjenje kofaktora i vitamina (NAD", FAD,
tiamin), redukciju disulfidnih mostova u proteinima ili reakcije sa nukleinskim Kkiselinama
(Waterhouse et al., 2016).

Prema Ribéreau-Gayon et al. (2006b), SO, reaguje direktno sa kiseonikom stite¢i fenole i
druge oksidabilne komponente vina od oksidacije. Medutim, ogledi na model vinima (uzimaju¢i u
obzir koli¢inu alkohola i pH) bez prisustva fenola, su pokazali da je reakcija izmedu kiseonika i SO,
veoma spora. Od strane drugih autora zakljuceno je da je primarna funkcija SO, da veze vodonik
peroksid (Danilewicz, 2007; Danilewicz, 2011). Indirektnom oksidacijom o-difenola (uz prelazne
metale kao $to su Cu ili Fe) nastaju hinoni 1 H2O». Hinoni su jaki elektrofili koji ¢e potom reagovati
sa bisulfitima i na taj na¢in zaustaviti oksidaciju. Ukoliko ne bi bilo dovoljno bisulfita u vinu koji bi
vezali nastali H,O,, doslo bi do Fe(II)-katalizovanih Fenton-ovih reakcija (Slika 16) kojima nastaju
aldehidi i drugi oksidovani oblici (Waterhouse et al., 2016).
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Slika 16. Vezivanje vodonik peroksida nastalog oksidacijom katehola od strane SO, i sprecavanje
Fenton reakcija (Waterhouse et al., 2016)

lako SO, ne reaguje direktno sa O, u vinskom medijumu, ima sposobnost da redukuje
oksidovana fenolna jedinjenja i da ukloni perokside (Tao et al., 2007; Ferreira et al., 2015; Barril et
al., 2012). Od fenola koji se nalaze u vinu, oni koji sadrze katehol grupu su vise podlozniji
oksidaciji nego ostali. U belim vinima oni ukljucuju kafeinsku kiselinu, katehin i epikatehin. U
crvenim vinima to su mnogo viSe koncentracije katehina i epikatehina, zajedno sa njihovim
oligomerima i polimerima koji se nazivaju kondenzabilni tanini. Kada je u model vino dodato
jedinjenje 4-metil katehol, imitiraju¢i crveno vino bogato fenolima, u prisustvu gvozda i bakra,
primecen je znatan pad slobodnog SO, u odnosu na model vina bez dodatka fenolnih jedinjenja
(Danilewicz, 2007).
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Slika 17. Sema raspodele razli¢itih oblika SO, u hipotetickom belom vinu pre i posle oksidacije
(Waterhouse et al., 2016)

Prikazana Sema (Slika 17) pokazuje preraspodelu oblika SO, tokom procesa oksidacije koji
¢e smanyjiti sadrzaj slobodnog SO, (molekularni i bisulfitni oblik). Moze do¢i i do hidrolize slabo
vezanog SO, ¢ime se povecava sadrzaj njegovog slobodnog oblika (u malim koncentracijama), a
time i antioksidativno dejstvo. Sulfitisanjem tek fermentisanog vina krece se u koncentraciji oko 50
mg/l i nije za¢udujuce ako se vise od polovine te koncentracije veze, posebno ako je u vinu prisutan
visok sadrzaj acetaldehida. Kasnijim sulfitisanjem doslo bi do povecanja slobodnog SO jer je doslo
do zasi¢enja kada je u pitanju vezani SO, (Waterhouse et al., 2016).

Kao §to je pomenuto, slobodni bisulfiti mogu biti utroseni tokom oksidacije vina, reakcijama
sa vodonik peroksidom (H.O,) ili vezivanjem za acetaldehid ili druge elektrofile iz vina.
Disocijacija izmedu slobodnog i vezanog SO, se odvija neprestano u vinu (Waterhouse et al.,
2016). Koli¢ine slobodnog i vezanog SO, u vinu se nalaze u stanju dinamicke ravnoteze. Odnos
slobodnog i vezanog SO, prvenstveno je pod uticajem temperature vina i njegovog hemijskog
sastava. Pove¢avanjem temperature vina raste sadrzaj slobodnog SO,. Neposredno po dodavanju u
vino SO; je uglavnom u slobodnoj formi, a posle odredenog vremena se uspostavlja ravnoteza
izmedu slobodnog i vezanog SO,. Nakon naruSavanja jedne ravnoteze potrebno je vreme od
nekoliko dana i stabilni uslovi da se uspostavi novi odnos (Dani¢i¢, 1988).
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2.14.3. Pasterizacija

Pasterizacija se od davnina koristi u industriji pi¢a da bi se izbeglo mikrobiolosko kvarenje,
medutim u vinskoj industriji najéesée se u tu svrhu koristi SO, dok se za pasterizaciju smatra da
moze negativno uticati na kvalitet Sire i vina. Ipak zbog nekih negativnih strana SO,, pasterizacija u
pomenutu svrhu se komercijalno koristila samo u Nemackoj, Italiji, Juznoj Africi 1 Australiji. U
ovim zemljama pasterizacija je predstavljala atraktivan nacin sprecavanja malolakticke fermentacije
i eliminisanja posmedivanja, a tehnicki je jednostavnija i mozda jeftinija od sterilne filtracije
(Malletroit et al., 1991).

2.14.4. Primena malolakti¢ke fermentacije

Primena malolakticke fermentacije (MLF) je veoma vazna jer bitno uti¢e na kvalitet vina.
Odigrava se pod dejstvom bakterija mle¢nog vrenja kao $§to su Oenococcus oeni, formalno
Leuconostoc Oenos pretezno zbog velike tolerancije 1 prilagodljivosti uslovima koje vino diktira.
okolnostima kakve su niska pH vrednost i visok sadrzaj alkohola. O.oeni je podlozna inaktivaciji
od strane pojedinih fenolnih kiselina koje se nalaze u vinu. Rast bakterije Lactobacillus plantarum
moze biti ugroZzen slobodnim hidroksicimetnim kiselinama (Garcia-Ruiz et al., 2008). Danas se
mnogi sojevi koriste u enologiji kao starter kulture za MLF, jer je spontana fermentacija koja moze
zapoceti u vinu spora i ne daje adekvatne rezulate. To je proces u kome jabu¢na kiselina enzimskom
dekarboksilacijom prelazi u mle¢nu kiselinu pri ¢emu se oslobada ugljen-dioksid.

Pored Secera i1 organskih kiselina, fenolna jedinjenja su takode vrlo znaCajna grupa
jedinjenja prisutnih u grozdu i vinu. Mnogi faktori tokom primarne prerade i vinifikacije uticu na
sadrzaj fenolnih jedinjenja u vinu pa samim tim i malolakti¢ka fermentacija. Prema Wojdyto et al.
(2020), sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja posle primenjene malolakti¢ke fermentacije je znacajno
snizen u odnosu na kontrolni uzorak. Razli¢iti sojevi bakterija mle¢nog vrenja su se razli¢ito
ponasali u smislu redukcije fenolnih jedinjenja.

Koncentracija pojedinih fenolnih jedinjenja u vinu posle MLF zavisi i od ravnoteze izmedu
reakcija oksidacije i polimerizacije. Oksidacija dovodi do smanjenja koli¢ine ovih jedinjenja, dok
hidroliza visoko polimerizovanih oligomera povecava njihov sadrzaj u vinu. U istoj studiji,
objavljeno je da razli¢iti sojevi bakterije Oenococcus oeni, dovode do smanjenja koncentracije
flavan-3-ola u vinu ¢ak 68%. Promena u sadrzaju ovih jedinjenja moze biti usled reakcija
razgradnje ili formiranja polimera procijanidina.

Kada su u pitanju fenolne kiseline, ista studija govori da u zavisnosti od sorte moze do¢i do
smanjenja ili poveéanja njihovog sadrzaja posle MLF. Prema Campos et al. (2009), neke fenolne
kiseline u vinu, mogu imati razlicite efekte na rast bakterija mle¢nog vrenja (BMV). Galna kiselina
moZze imati pozitivan uticaj na rast i aktivnost nekih sojeva BMV u medijumu kakav je vino, dok
ostale fenolne kiseline inhibiraju dejstvo O.oeni i Lb. hilgardii. Nivo hidroksicimetnih kiselina
moze biti u porastu zbog hidrolize kaftarne 1 kutarne kiseline kao 1 cinamat glukozid antocijanina
koji se nalaze u grozdu ili od hidroksicimetnih kiselina ekstrahovanih kada se MLF odigrava u
hrastovom sudu. Porast fenolnih kiselina kao $to su kafeinska, ferulinska i p-kumarinska kiselina
moze se dovesti u vezu sa metabolizmom bakterija mle¢nog vrenja, aktiviranjem cinamat esterase i
oslobadanjem ovih kiselina. Drugi nacin koji dovodi do porasta ovih fenolnih Kkiselina je i hidroliza
njihovih estara sa vinskom kiselinom, koji su prisutni u grozdu, $iri i vinu (Madsen et al., 2017;
Hernandez et al., 2006; Cabrita et al., 2008). Suprotno njima, Martinez-Pinilla et al. (2012), su u
svom istrazivanju dosli do zakljucka da nivo derivata hidroksicimetnih kiselina nije u porastu posle
MLF, nego je ¢ak ispod limita kvantifikacije.
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2.15. Uticaj odleZavanja vina u razli¢itim sudovima na fenolni sastav

Tokom odlezavanja crvenog vina dolazi do promena u fenolnom sastavu kao $to je opadanje
sadrzaja antocijana i drugih fenolnih jedinjenja i porasta obojenih polimernih pigmenata (Dallas et
al., 1995). Mikrooksigenacija igra veliku ulogu kada je u pitanju odlezavanje crvenih vina, pa se
zbog toga fenolna jedinjenja razli¢ito ponasaju (McCord, 2003) u inertnom (nerdajuéi ¢elik, staklo)
i drvenom sudu (hrastove bacve i barik burad). Zapazeno je opadanje sadrzaja epikatehina u
uzorcima Kkoji su bili izlozeni oksigenaciji vina tokom odlezavanja (McCord, 2003) kao i u
pripremljenim model rastvorima (Vidal et al., 2002). Ovo dovodi do smanjenja proseka duzine
lanca proantocijanidina i nagomilavanja njihovih oligomera, vezuju¢i slobodne monomere kao §to
je epikatehin. Promena veli¢ine polimera moze uticati na oporost vina. Ovim se objasnjava ¢esto
smanjenje percepcije grubosti u vinima koja su bila izloZzena mikrooksigenaciji (McCord, 2003).
Generalno flavan-3-oli se tokom odleZzavanja mogu ponaSati dvojako, moze do¢i do njihovog
opadanja usled reakcija oksidacije, tanin-tanin i antocijanin-tanin reakcija polimerizacije, ali i
njihovog porasta usled oslobadanja iz galatnih prekursora (Gutiérrez et al., 2005; Peri et al., 2015).
Na sadrzaj fenolnih jedinjenja moze uticati i stepen nagorevanja hrasta kod barik buradi gde se
stvaraju jedinjenja kao $to su acetaldehid, glioksalna kiselina, furfural i hidroksimetilfurfural. Ova
jedinjenja su proizvodi dehidratacije Secera i Stupaju u reakcije sa flavanolima i hidratisanim
oblicima antocijana (Fulcrand et al., 2006). Prema Fang et al. (2007) Kkoji su pratili ponaSanje
flavonola tokom odleZavanja u nagorelim hrastovim buradima, ustanovili su da tokom odlezavanja
dolazi do opadanja njihovog sadrzaja verovatno zbog stvaranja glikozida jer njihovi aglikoni
reaguju sa Secerima, a nastajanjem sve visih koli¢ina glikozida moze do¢i do njihove hidrolize pa je
stoga njihovo ponaSanje takorec¢i nepredvidivo.

3. CILJ I ZNACAJ ISTRAZIVANJA

Proucavanje dinamike fenolnih jedinjenja tokom proizvodnje crvenih vina je aktuelno kako
sa tehnoloskog tako i sa farmakoloskog stanovista. Cilj je bio da se na osnovu pracenja dinamike uz
uklju¢ivanje 1 drugih parametara u tehnoloski proces proizvodnje, dobiju vina sa §to vecim
sadrzajem bioloski aktivnih komponenata znacajnih za zdravlje ljudi.

U okviru toga je utvrden optimalan stepen zrelosti grozda u pogledu sadrzaja bioloski
aktivnih fenolnih jedinjenja.

Pri primarnoj preradi grozda ispitivan je uticaj nekih komercijalnih enzimskih preparata koji
se primenjuju radi bolje ekstrakcije fenolnih jedinjenja iz ¢vrstih delova grozda. S istim ciljem
kori§éeni su sojevi kvasaca razli¢ite glikozidoliticke aktivnosti i pracen je njihov uticaj na dinamiku
fenolnih jedinjenja tokom vinifikacije.

Primenjena je termicka i karbonska maceracija s ciljem ispitivanja takvih vidova maceracije
na promene fenolnog sastava vina.

Utvrden je uticaj rastuceg pritiska cedenja prevrele komine na povecanje koliCine
pojedina¢nih fenolnih jedinjenja kao i njihovog sadrzaja koji je zaostao u komini i komini cedenoj
primenom razlicitih pritisaka.

Na novodobijenim vinima cilj je bio ispitati uticaj sredstava za bistrenje i stabilizaciju vina
koja se uobicajeno koriste na koli¢inu pojedinih fenolnih jedinjenja.

Ispitan je i uticaj malolakticke fermentacije koja se uobicajeno koristi u proizvodnji crvenih
vina kao i viSemese¢nog odlezavanja vina u razli¢itim sudovima na sadrzaj fenolnih jedinjenja.
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4. MATERIJAL | METODE
4.1. Grozde kao osnovna sirovina za istraZivanje

Grozde koris¢eno u ovom istrazivanju poti¢e iz vinograda (Radmilovac) oglednog dobra
Poljoprivrednog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Eksperimentalni vinograd podignut je 2003.
godine i redovi su orjentisani severoistok-jugozapad. U zasadu je formiran Gijov jednogubi uzgojni
oblik. Broj rodnih okaca po lastaru je osam. Razmak izmedu redova je 3m, a izmedu ¢okota u redu
1m. Grozde potrebno za eksperimente prve godine istrazivanja ubrano je u fazi pune zrelosti, a
druge godine istrazivanja u fazi Sarka, fazi pune zrelosti i u fazi prezrelosti.

4.2. Sorta vinove loze Cabernet sauvignon

Cabernet sauvignon (poznat i kao Petit cabernet i Petit vidure) spada u sorte vinove loze za
proizvodnju renomiranih visokokvalitetnih - vrhunskih crvenih vina. To je najSire rasprostranjena i
najpoznatija vinska sorta u svetu (Slika 18). Vodi poreklo iz Francuske oblasti Bordoa, a odatle je
rasprostranjena po Evropi, zemljama Novog sveta i1 Juznoj Africi. Uprkos svom znacaju u svetu
vina, grozde Cabernet sauvignon je relativno nova sorta, koja je nastala slu¢ajnim uksStanjem dve
francuske sorte Cabernet franc i Sauvignon blanc tokom 17. veka u jugozapadnoj Francuskoj
(Radovanovié et al., 2010). Osim u Francuskoj najvise se gaji u SAD, JuZnoj Africi, Cileu, Novom
Zelandu i Kini (Robinson et al., 2012). U Australiji, Cabernet sauvignon je druga po zastupljenosti
zasadena crna sorta vinove loze, pored sorte Shiraz. Ova sorta je vazna i za kupaze crvenog vina
kao i vrhunska, regionalna i sortna vina (Robinson et al., 2012). Region Balkana ima moderne
vinograde, od kojih je 80% zasadeno crnim vinskim sortama, uklju¢uju¢i Cabernet sauvignon i
Merlot kao i autohtone sorte Vranac, Krato$ija i Prokupac (Radovanovi¢ et al., 2010). Kod nas se
najviSe gaji u Vojvodini 1 u centralnoj Srbiji. Formira veoma bujan ¢okot, medutim daje male
prinose, retko vece od 8000 kg/ha.
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Slika 18. Grozde vinove loze sorte Cabernet sauvignon (Zuni¢ et al., 2009)
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Agrobioloske karakteristike sorte

e Epoha sazrevanja - grozde sazreva u Il epohi. Pozna sorta;

e Oplodnja - normalna i redovna;

e Koeficijent rodnosti - varira 1,1-1,4;

e Prinos grozda - 6.000-8.000 kg/ha;

e Rezidba - zahteva dugu ili meSovitu rezidbu. Lukovi se rezu na 10-12 okaca, a kondiri na 2
okca;

e Uzgojni oblici - pogodni su svi koji obezbeduju mesovitu i dugu rezidbu;

e Tipovi zemljista - najpogodnija su rastresita, propusna, $ljunkovita, kre¢na, umereno plodna
1 topla zemljista;

e Otpornost prema prouzrokova¢ima vaznijih bolesti - prema sivoj plesni je relativno dobro
otporna. Prema plamenjaci i pepelnici je srednje otporna;

e Otpornost prema niskim temperaturama - spada u grupu najotpornijih sorti prema niskim
zimskim temperaturama. Okca izmrzavaju na -22 do -28°C;

e Afinitet prema loznim podlogama - dobar afinitet sa podlogama Berlandieri x Riparia kober
5BB, Teleki 8B, Paulsen 1103 i dr. (Zuni¢ et al., 2009).

Ova sorta ima moguc¢nost prilagodavanja razli¢itim klimatskim uslovima, pri ¢emu srednja
godiSnja temperatura u najznacajnijim vinogorjima varira za 3,5°C, §to je jedan od razloga
rasprostranjenosti. Sorta poseduje normalan cvet (morfoloski i funkcionalno hermafroditan),
normalnu i redovnu oplodnju i grozd mase od 60 do 130 g. Grozd je mali ili srednje veliCine,
valjkastokonusan ili konusan Cesto sa krilcem, zbijen ili srednje zbijen. Bobica grozda vinove loze
sorte Cabernet sauvignon je mala, okrugla ili malo izduzena, tamno plave boje, prekrivena Cesto
obilnim pepeljkom. Najbolji prinos daje kada se gaji na rastresitim, Sljunkovitim, toplim i umereno
vlaznim zemljistima (Milosavljevi¢ i Jovi¢, 1999). Mehanicki sastav grozda vinove loze sorte
Cabernet sauvignon prikazan je u Tabeli 6.

Tabela 6. Vaznije uvoloske karakteristike sorte Cabernet sauvignon (Zuni¢ et al., 2009)

Sastav grozda () Sastav bobice (g)
Masa grozda: 80,00-90,00 Masa pokozice: 7,00- 12,00
Broj bobica: 60-75 Masa semenki: 2,50-5,50
Masa bobica: 70,00-90,00 Masa mesa: 65,00-85,00
Masa Sepurine: 3,50-5,50
Struktura grozda (%o)
éepurina: 3,00-4,50 Tvrdi ostatak
(Sepurina, pokozica i semenke): 13,00-16,00
Pokozica: 8,00-11,00 Strukturni pokazatelj grozda

(odnos mesa prema tvrdom ostatku): 4,00-6,00
Semenke: 2,00-4,50

Meso: 75,00-80,00
Skelet: 11,00-15,00
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TehnoloSke i senzorske karakteristike §ire i vina

Grozdani sok (Sira) je bezbojan, prijatnog mirisa i ukusa sa primesom travnatih tonova. U
grozdanom soku moze se akumulirati od 20 do 24% Secera, nekada 1 viSe u susnim godinama.
Titrabilni aciditet se krece od 6,5 do 8,5 g/l izrazenih kao vinska kiselina. Zbog visoke
koncentracije SeCera dobijaju se jaka vina sa veéim % alkohola, harmoni¢na, osvezavajuca,
tamnoruzicaste ili rubin boje i mirisom Kkoji podse¢a na miris Sumskih ljubi¢ica (Milosavljevi¢ i
Jovié, 1999; Zuni¢ et al., 2009). Vino sadrzi od 12 do 14% alkohola i 6 do 8 g/I ukupnih kiselina
izrazenih kao vinska kiselina. Mlada vina su gruba i sirova i na trziste izlaze nakon odlezavanja 2-3
godine u drvenim buradima i baévama. U Francuskoj se proizvodi ¢uveno bordovsko vino u koje
ulaze sorte Cabernet sauvignon, Cabernet franc i Merlot (Zunié et al., 2009).

4.3. Mikrovinifikacija

Primarna prerada i vinifikacija sprovedena je u prostorijama vinarije oglednog dobra
Poljoprivrednog fakulteta u Beogradu, Radmilovac. Tehnoloski proces prerade grozda prve godine
istrazivanja (2016. godina), podrazumevao je dezintegraciju bobica uz odvajanje Sepurine
elektricnom muljacom (Griffo, Italija). Dobijeni kljuk je sulfitisan sa 5 g/100 kg slobodnog SO, (10
g K3S;05/100 kg) i tretiran komercijalnim pektinolitickim enzimskim preparatima EXV
(Lallemand, Kanada), Color plus (Enartis, Italija) i Caractérre (Enartis, Italija) (pektinoliticki enzim
sa hemicelulaznom i f-glikozidaznom aktivnoscu) u kolicini od 2 g/hl.

Nakon toga kljuk je zasejan Cistom kulturom selekcionisanog vinskog kvasca BDX
(Lallemand, Kanada) u koli¢ini 20 g/hl i podvrgnut alkoholnoj fermentaciji sa maceracijom na
temperaturi 25+2°C uz dva potapanja dnevno (pigeage). Tecni deo je odvajan od komine odmah
posle muljanja (kontrola), kao i posle 3, 5, 7, 14 i 21 dan od pocetka fermentacije. Godine 2018.
prerada grozda je bila identicna, s tim Sto je mikrovinifikacija postavljena kao spontana i
inokulisana sa vinskim selekcionisanim kvascima BDX, FX10, Qa23, a vreme maceracije je bilo
isto. Iste godine druga varijanta ogleda obuhvatala je zasejavanje kvascem BDX uz dodatak
enzimskih preparata EXV i CB, a maceracija je trajala isto 3, 5, 7, 14 i 21 dan.

Posle vinifikacije dobili smo uzorke vina kao i komplementarne uzorke komine koji su
odvajani posle odredenog perioda maceracije i zamrzavani do analiza. Kao kontrola dobijeno je
vino koje je proizvedeno po tehnologiji proizvodnje belih vina (Sira je odvojena odmah nakon
muljanja), i odvojena komina koja je sluzila kao kontrola komine.

4.4. Koriséeni kvasci i enzimi za mikrovinifikaciju
4.4.1. Kvasac Uvaferm BDX (BDX)

Kvasac Uvaferm BDX: Saccharomyces cerevisiae, selekcionisali su ga u Bordou vodeci
enoloski instituti i Lallemand. Kvasac Uvaferm BDX selekcionisan je kako bi se postigli snazni,
izrazajni tipovi crvenog vina. Ve¢ u fazi samog zapoc€injanja fermentacije kvasac Uvaferm BDX
postize mnogo brzu ekstrakciju boje u poredenju sa standardnim kvascima. Po pravilu se takav
intenzitet ekstrakcije boje nastavlja do kraja fermentacije. Celijska struktura Uvaferm BDX-a
odlikuje se neznatnom adsorpcijom boje crvenog vina i stoga se govori 0 “fermentaciji s BDX
kvascem koja je vrlo obzirna prema boji“. Opticki doZivljaj taloga kvasca takode potvrduje ove
zakljucke. Specifican metabolizam Uvaferm BDX kvasca omogucuje povecanje kvaliteta crvenog
vina i odlikuje se slede¢im karakteristikama:

e pojacane ekstrakcije fenolnih jedinjenja;

intenziviranje sortnog karaktera crvenih vina;

posebnih enzimatskih aktivnosti ekstrakcije boje i tanina;
daje strukturalna crvena vina;
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e pospesuje biolosku razgradnju jabucne kiseline;
e povecanje ukupnih kiselina u vrenju za oko +1g/I.

4.4.2. Kvasac Zimaflore FX10 (FX10)

Zimaflore FX10 je soj kvasca za crvena vina koji definise njihovu eleganciju, kombinovanu
strukturu, ose¢aj u ustima i intenzitet boje. Direktno oplemenjivanje poboljsalo je njegovu
toleranciju na visoke temperature, osiguravajuci tok fermentacije ¢ak i u teskim uslovima. Posebno
se preporucuje za proizvodnju vrhunskih vina kao $to su Cabernet sauvignon i Merlot.

Karakteristike kvasca:

Odli¢na sposobnost asimilacije fruktoze;

Tolerancija na alkohol: do 16% vol.;

Raspon temperatura: 20 - 35°C,;

Niske potrebe za azotnim jedinjenjima;

Dobro oslobadanje polisaharida;

Zadrzava fenolni potencijal (strukturu i boju);

Veoma pogodan za odleZavanje na talogu;

NaglaSava ,terroir” (veoma slaba fermentaciona aroma).

4.4.3. Kvasac Lalvin Qa23 (Qa23)

Kvasac Lalvin Qa23 je selekcionisan u Portugalu, na Univerzitetu Tras os Montes e Alto
Douro (UTAD) u saradnji sa vinogradarskom komisijom rejona Vinhos Verde.

Njegova aktivnost je dominantnija u odnosu na epifitnu mikrofloru koja bi mogla svojim
nuz produktima spontane fermentacije bitno uticati na kvalitet vina u negativnom smislu. Kinetika
fermentacije je jednoli¢na, zavrSava suvim vinom, u Sirokom temperaturnom rasponu. Optimalna
temperatura fermentacije je 15-32°C, ali moze se odvijati i na 10°C ako je katabolizam Secera
kontrolisan od strane enologa. Ovaj kvasac moze fermentisati i $iru koja je vrlo siromasna azotom,
odnosno $ire bistrene centrifugiranjem, vakuum filtracijom ili ja¢im bistrenjem. Ovo svojstvo daje
kvascu Qa23 moguénost da se koristi u fermentaciji mnogih belih vina.

Karakteristike kvasca:

e Ne peni, Sto omogucéava maksimalno iskoris¢enje kapaciteta;

e Kbvasac odli¢no sedimentira, ostavljajuci bistro vino;

e Alkoholna fermentacija do 13-14 vol.%;

e Stvara neznatnu koli¢inu jedinjenja koji vezu SOy, isparljive kiseline ispod 0,2 g/l, mala
mogucénost stvaranja H,S-a,;

e Mala proizvodnja sekundarnih metabolita;

e Qa23 stvara prilikom rasta i razmnozavanja znacajnu koli¢inu enzima p-glukozidaze, koji
oslobada vezane terpene u muskatnim sortama dajuci vise vo¢nih aroma vinu.

4.4.4. Enzimski preparat EXV (EXV)

Lallzyme EXV je pektinoliticki enzimski preparat sa vrlo aktivnom i koncentrisanom
sekundarnom aktivnoséu koja deluje na celijsku strukturu pokozice grozda. Lallzyme EXV je
razvijen sa svrhom poboljSanja ekstrakcije boje 1 tanina za vina koja ¢e odlezavati.

Lallzyme EXV je formulisan tako da brzo oslobada grozdani unutar Celijski sadrzaj radi
sinergistickog efekta koncentrisane pektinaze i specifi¢ne aktivnosti liaze u cilju oslobadanja ostalih
polisaharida iz ¢elija grozda.
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Omogucava kompletno i brzo oslobadanje antocijana, vecu efikasnost u oslobadanju tanina i
njihovo kasnije vezivanje sa antocijanima, bolju stabilnost vina (boje i tela) i povecava oslobadanje
sortnih aromatskih jedinjenja.

4.4.5. Enzimski preparat Cuvée blanc (CB)

Enzim Lallzyme Cuvée Blanc ima specifi¢éno delovanje na grozde za vreme maceracije
komine belog grozda kao $to je Sauvignon blanc, Semillon, Chardonnay i druge sorte u svrhu
proizvodnje visokokvalitetnog belog vina bogatog na ukusu i intenzivnije punoce.

Lallzyme Cuvée blanc je specifi¢na pektinaza komplementarne glukozidazne aktivnosti, ali
male macerativne aktivnosti.

Pektinaze sa vrlo malom macerativnom aktivno$¢u omoguéavaju bolje odvajanje vina od
komine i bistrenje nakon presovanja, kao i limitiranje prevelike ekstrakcije intercelularnih
komponenti. Radi svoje koncentrisane p-glukozidazne aktivnosti, enzim Cuvée blanc povecava
aromatsku kompleksnost belih vina.

4.4.6. Enzimski preparat Color plus (CP)

EnartisZim Color plus (Enartis, Italija) je pektinoliticki enzimski preparat bogat
pektinazama i celulazom, hemicelulazne i proteazne sporedne aktivnosti koje deluju u sinergiji. Na
taj nacin ubrzavaju i povecavaju ekstrakciju fenolnih jedinjenja (antocijanina i tanina, posebno)
sadrzanih u pokozici grozda i promoviSu njihovu stabilizaciju.

e Visoka koncentracija celulaznih i hemicelulaznih aktivnosti u EnartisZim Color plus brzo
razgraduju ¢elijske zidove grozda i povecavaju ekstrakciju fenola iz pokozice;

e Pektinoliti¢ke aktivnosti poboljSavaju bistrenje i filtriranje;

e Kisela proteaza prisutna u EnartisZim Color plus je veoma efikasna u hidrolizi proteina
grozda, Cime se ogranicava njihova sposobnost taloZenja tanina.

Vina tretirana EnartisZim Color plus su bogatija taninima od vina tretiranih tipi¢nom
ekstrakcijom enzima, ¢ime se poboljsava formiranje stabilnih bojenih kompleksa. EnartisZim Color
plus prvenstveno ekstrahuje tanine vezane za polisaharide $to daje izbalansirana vina sa dovoljno
tanina koji garantuju dobru stabilizaciju boje. EnartisZim Color plus ne sadrzi negativne sekundarne
aktivnosti, kao $to su oksidaze, antocijanaze i cinamilesteraze.

4.4.7. Enzimski preparat Caractérre (Car)

Rezultat eksperimentisanja koje je sprovela Enartis Research and Development, EnartisZim
Caractérre (Enartis, Italija) je enzimski preparat posebno razvijen za povecanje ekspresije
aromati¢nih prekursora belog ili crnog grozda, sokova ili vina. Visoka koncentracija pektinoliti¢kih
i hemicelulaznih aktivnosti u EnartisZim Caractérre dopunjena enzimima koji su prirodno prisutni u
grozdu uticu na brzu razgradnju Celijskih zidova i smanjuju viskozitet soka. Prisutna g-glikozidazna
bo¢na aktivnost u EnartisZim Caractérre omogucava oslobadanje i ekspresiju glikozilovanih
aromati¢nih prekursora prirodno prisutnih u grozdu. EnartisZim Caractérre ne sadrzi negativne
sekundarne aktivnosti, kao $to su oksidaze i cinamilesteraze.

4.5. Ispitivanje uticaja razlicitog stepena zrelosti grozda na fenolni sastav vina i komine

Grozde vinove loze sorte Cabernet sauvignon, koje pripada OD Poljoprivrednog fakulteta
,Radmilovac* je ubrano u tri faze zrelosti (Sarak, puna zrelost i prezrelost). U fazi Sarka grozde je
ubrano poslednje nedelje avgusta. Oko 5 kg grozda je izmuljano uz odvajanje Sepurine, sulfitisano
sa 10 g kalijum metabisulfita (K;S,0s) na 100 kg i zasejano kulturom vinskog selekcionisanog
kvasca Saccharomyces cerevisiae (BDX, Lallemand, Kanada). Pre toga izmerena je koli¢ina Secera
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u Siri pomocu Eksleovog (Oechle) Siromera, kao i koli¢ina ukupnih titrabilnih kiselina metodom
neutralizacije pomo¢u NaOH. Sadrzaj Secera u §iri je iznosio 19,4%, dok je sadrzaj kiselina u Siri u
fazi sarka bio 7,10 g/l. Pre maceracije i vinifikacije izvrSena je popravka sadrzaja Secera u §iri na
24,0% dodatkom saharoze. Maceracija je trajala 21 dan uz potapanje dva puta dnevno (postupkom
pigeage) na temperaturi 25+2°C, nakon fermentacije odvojena komina, a mlado vino ostavljeno u
sudu za fermentaciju do flasiranja.

Grozde u fazi pune zrelosti je ubrano prve nedelje oktobra kada je koli¢ina Secera bila
23,5%, a sadrzaj titrabilnih kiselina 6,50 g/l. Prerada grozda obavljena je po istom principu kao za
fazu Sarka, ali bez popravke sadrzaja Secera u $iri.

Treca berba obavljena je 21 dan nakon berbe pune zrelosti. Tada je sadrzaj Secera u Siri
iznosio 24,7%, a sadrzaj titrabilnih kiselina je bio 4,20 g/l. Ubrano grozde je preradeno po istom
postupku kao za prethodne dve berbe (Sarak i puna zrelost), bez popravke sadrzaja Secera i kiselina.

Dobijena vina, posle nege i odlezavanja od 6 meseci, su pripremljena za snimanje na LC-
MS/MS (Agilent LCTQ 6495C Triple Quadrupole). Pripremanje uzoraka, ekstrakcijom na ¢vrstoj
fazi (vise u poglavlju 4.17.), obavljeno je u laboratoriji za Organsku hemiju Hemijskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu.

4.6. Ispitivanje uticaja zahvacenosti groZzda sivom plesni Botritys cinerea na fenolni sastav vina

Za potrebe ovog ogleda upotrebljeno je zdravo i plesnivo grozde koje je zahvaéeno sivom
plesni Botrytis cinerea sorte Cabernet sauvignon koje vodi poreklo iz vinograda koji pripada
vinariji Tri8$i¢ u Vrani¢u nadomak Beograda (Beogradsko vinogorje). Zdravo i plesnivo grozde je
izmuljano, odvojena Sepurina, kljuk sulfitisan sa 10 g/hl kalijum metabisulfita i zasejan kvascem
BDX (Lallemand, Kanada) u koli¢ini 20 g/hl.

Fermentacija je obavljena po metodi mikrovinifikacije na 25+2°C, vina su odvojena od
komine posle 14 dana i razlivena u balone. Mlada vina su odvojena od taloga pretakanjem u boce
(0,75I) i ostavljena da odlezavaju. Nakon mesec dana izvrSeno je prvo pretakanje i korekcija SO, a
za dva meseca i drugo pretakanje.

4.7. Ispitivanje uticaja razlic¢itog pritiska cedenja prevrele komine na fenolni sastav vina i
komine

Za potrebe ovog ogleda korisc¢eno je grozde vinove loze sorte Cabernet sauvignon koje vodi
poreklo iz vinograda u okolini Lazarevca koji pripada vinariji Carpe Diem. Maceracija je trajala 14
dana, a sadrzaj Secera u §iri je iznosio 23,5%.

Komina je presovana pri razli¢itim pritiscima od 0,5 bara, 1 bar i 1,5 bar, kako bi se utvrdio
uticaj razli¢itog pritiska presovanja komine na fenolni sastav vina (17 fenolnih jedinjenja) i vrSeno
je poredenje sa uzorcima samotoka (kontrola), vina dobijenog bez pritiska tj. bez presovanja
komine. Uporedo sa ispitivanjem uzoraka vina uradena je i ekstrakcija uzoraka prevrele komine
zaostale nakon presovanja razli¢itim pritiscima. Cedenje je obavljeno na horizontalnoj pneumatskoj
cednici kapaciteta 600 kg kljuka (Zambelli PN Zeta 6, Italija).

4.8. Uticaj razli€itih selekcionisanih vinskih kvasaca (BDX, FX10, Qa23), enzimskih preparata
(EXV, CP, Car, CB) i spontane fermentacije na kinetiku ekstrakcije fenolnih jedinjenja i
antioksidativni kapacitet vina

Kontrolni uzorci vina 2018. godine dobjeni su odvajanjem komine od $ire prvog dana, tj.
odmah nakon muljanja po principu tehnoloskog procesa proizvodnje belih vina. Ogledi
mikrovinifikacije za sve uzorke vina 2018 postavljeni su uz zasejavanje kulture selekcionisanih
vinskih kvasaca BDX, FX10, Qa23 bez dodatka enzimskih preparata i ogled spontane fermentacije
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bez dodatka kulture ¢istog kvasca kao i bez dodatka enzimskih preparata. Proizvodnja vina 2018. po
ovim varijantama ogleda odlikovala se i razli¢itom duzinom trajanja maceracije (tri, pet, sedam,
Cetrnaest 1 dvadesetjedan dan).

Analizirana je dinamika ekstrakcije pojedinih fenolnih jedinjenja, ukupnih fenolnih
jedinjenja kao i odredivanje antiradikalskog i antioksidativnog kapaciteta, tokom razli¢itih perioda
maceracije i primene spontane i inokulisane fermentacije (BDX, FX10, Qa23).

Prilikom proizvodnje svih pomenutih eksperimentalnih vina zaostala je prevrela komina
koja je zamrzavana do njenih daljih analiza.

Tokom maceracije dolazi do ekstrakcije fenolnih jedinjenja iz cvrstih delova grozda
(komine) u tecni deo (Siru). Sva ta fenolna jedinjenja ekstrahuju se odredenom brzinom u
odredenom momentu maceracije. VrSena je analiza pojedinih fenolnih jedinjenja u vinu (galna
kiselina, elaginska kiselina, kafeinska kiselina, katehin, epikatehin, kvercetin, p-hidroksibenzoeva
kiselina, p-kumarinska kiselina, protokatehuinska kiselina, siringinska kiselina, vanilinska kiselina)
i odredena je njihova brzina ekstrakcije tokom maceracije, dani njihove maksimalne ekstrakcije,
kao 1 maksimalne ekstrahovane koli¢ine.

Jedinjenja analizirana u komini su bila derivati benzoeve kiseline, derivati hidroksicimetne
kiseline, flavan-3-oli, flavonoli i flavanoni (kvercetin, kemferol i naringenin) i od stilbena trans-
resveratrol.

4.9. Ispitivanje uticaja hraniva za kvasce na fenolni sastav vina

Za potrebe ovog ogleda korisé¢eno je grozde vinove loze sorte Cabernet sauvignon koje vodi
poreklo sa OD ,,Radmilovac”. Ubrano je u stanju pune zrelosti, sadrzaj Secera je bio 23,5%, a
sadrzaj titrabilnih kiselina 6,50 g/l izrazenih kao vinska kiselina. Grozde je izmuljano, odvojena
Sepurina i sulfitisano sa 10 g vinobrana (K;S,0s) na 100 kg. Postavljena su dva ogleda
mikrovinifikacije od po 5 kg grozda. Prvi ogled podrazumevao je zasejavanje Kkljuka
selekcionisanim vinskim kvascem BDX (Lallemand, Kanada) u koli¢ini 20 g/hl i dodatak
amonijac¢nog hraniva posle tri dana u koli¢ini od 15 g/hl. U drugom ogledu mikrovinifikacije
izvrSeno je zasejavanje istim kvascem i dodato je aminokiselinsko hranivo u koli¢ini 15g/hl posle tri
dana. Mikrovinifikacija je sprovedena po sistemu pigeage, gde je vrSeno potapanje dva puta
dnevno. Posle 14 dana maceracije, otoceno je mlado vino i prebaéeno u staklene balone od 5l da bi
se dovrsilo vrenje. Posle zavrSene fermentacije vino je flasirano u boce zapremine 0,751 do analiza.
Dobijeno vino je poredeno sa vinom dobijenim uz selekcionisani kvasac BDX bez dodatka hraniva.
Sva vina su analizirana LC-MS/MS tehnikom i izvrSena kvantifikacija pojedinih fenolnih
jedinjenja. IzvrSeno je poredenje sadrzaja 13 fenolnih jedinjenja (galna, protokatehuinska, p-
hidroksibenzoeva, vanilinska, siringinska, elaginska, kafeinska, p-kumarinska i ferulinska kiselina,
katehin, epikatehin, kvercetin i trans-resveratrol) u kontroli i vinima kojima su dodati nutritijenti
tokom fermentacije.

4.10. Primena termic¢ke maceracije

Ogledi vezani za termi¢ku maceraciju su postavljeni na OD Radmilovac, odakle i grozde
vodi poreklo. Grozde vinove loze sorte Cabernet sauvignon je ubrano u stanju pune zrelosti, sadrzaj
Secera je bio 23,5%, a sadrzaj titrabilnih kiselina 6,50 g/l izrazenih kao vinska kiselina. Grozde za
klasi¢nu maceraciju uz potapanje (pigeage) je izmuljano, odvojena Sepurina i sulfitisano sa 10 g
vinobrana (K;S;0s) na 100 kg. Kljuk je zasejan selekcionisanim vinskim kvascem BDX
(Lallemand, Kanada) u koli¢ini 20 g/hl. Odvojeno je oko 6 kg grozda za termicku maceraciju koje
je podeljeno na dva dela i izmuljano. Prvi deo je izlozen temperaturi od 60°C 60 minuta, dok je
drugi deo izlozen temperaturi od 80°C 30 minuta. Posle toga kljuk je ohladen na temperaturu oko
25+2°C i zasejan selekcionisanim vinskim kvascem BDX (Lallemand, Kanada) u koli¢ini 20 g/hl.
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Maceracija i fermentacija u kontrolnom uzorku i u uzorcima termicke maceracije je trajala 14 dana
uz dva potapanja dnevno. Nakon toga komina je odvojena i Sira razlivena u staklene balone. Posle
15 dana mlado vino je odvojeno od taloga i pretoceno u flase (0,751) i ostavljeno da odlezava do
analiza.

4.11. Primena karbonske maceracije

Za potrebe ovog eksperimenta bilo je potrebno oko 5 kg grozda vinove loze sorte Cabernet
sauvignon. Cele bobice su odvojene od Sepurine u mikrovinifikator i dodat je suvi led kako bi
otpocela karbonska maceracija. Preko je postavljen poklopac da bi atmosfera oko bobica bila
zasic¢ena ugljen-dioksidom. Posle 3 dana izvrSeno je zasejavanje selekcionisanim vinskim kvascem
(BDX, Lallemand, Kanada) u koli¢ini 20 g/hl, a posle 7 dana izvrSeno je odvajanje vina od celih
bobica, padom pod dejstvom gravitacione sile. Kao kontrola iskori§¢eno je vino koje je dobijeno
klasicnom maceracijom koja je trajala takode 7 dana, a zasejavanje je izvrSeno istim vinskim
selekcionisanim kvascem. Posle Sest meseci odlezavanja vina u boci, izvrSena je kvantifikacija
pojedinacnih fenolnih jedinjenja.

4.12. Ispitivanje uticaja razli¢itih sredstava za bistrenje na fenolni sastav vina

Od sredstava za bistrenje, a u cilju ispitivanja njihovog uticaja na fenolni sastav vina,
koriS¢eni su zelatin u koli¢inama 5 g/hl i 10 g/hl, riblji mehur u koli¢inama 10 g/hl i 20 g/hl,
kalijum kazeinat (10 g/hl i 15 g/hl) i albumin (5 g/hl i 10 g/hl). Ogledi su postavljeni na vinima od
grozda sorte vinove loze Cabernet sauvignon, ¢ija je maceracija i fermentacija trajala 14 dana uz
dodatak EXV (Lallemand, Kanada) enzimskog preparata i BDX (Lallemand, Kanada)
selekcionisanog vinskog kvasca i posle njihovog odlezavanja u flasama (0,751) godinu dana.
Tretiranje bistrilima izvrSeno je u laboratorijskim uslovima (Laboratorija za konzervisanje i vrenje
Poljoprivrednog fakulteta u Zemunu), na zapremini od 200 ml vina. Posle procedure za pripremu
uzorka (Poglavlje 4.17.), izvrSena je kvantifikacija pojedinih fenolnih jedinjenja LC-MS/MS
tehnikom (galna, protokatehuinska, p-hidroksibenzoeva, vanilinska, siringinska, elaginska,
kafeinska, p-kumarinska i ferulinska kiselina, katehin, epikatehin, kvercetin, naringenin i trans-
resveratrol).

4.13. Ispitivanje uticaja stabilizacije vina na fenolni sastav (askorbinska Kiselina, SO,
malolakti¢ka fermentacija, pasterizacija)

Ovi eksperimenti su obuhvatili kvantifikaciju 14 fenolnih jedinjenja, i to derivata benzoeve
kiseline (galna, protokatehuinska, p-hidroksibenzoeva, vanilinska, siringinska i elaginska kiselina),
derivata hidroksicimetne Kkiseline (kafeinska, p-kumarinska i ferulinska Kkiselina), katehin,
epikatehin, kvercetin, naringenin i trans-resveratrol.

4.13.1. Ispitivanje uticaja askorbinske kiseline na fenolni sastav vina

Eksperimenti su postavljeni u laboratorijskim uslovima za koje je bilo neophodno 200 ml
vina, koje je proizvedeno na Oglednom dobru “Radmilovac”, uz maceraciju i fermentaciju od 21
dan i uz dodatak BDX vinskog selekcionisanog kvasca i EXV enzimskog preparata. Tokom
dezintegracije bobica, kljuk je sulfitisan sa 10 g vinobrana na 100 kg. Prilikom flasiranja nivo
slobodnog SO; je podesen na oko 30 mg/l. Vino je odlezavalo Sest meseci i posle toga se pristupilo
analizama. Takvo vino je posluzilo kao kontrolni uzorak koji je poreden sa istim vinom kome je
dodato 200 mg/l askorbinske Kkiseline, sa ciljem ispitivanja uticaja askorbinske Kiseline na
koncentracije pojedinih fenolnih jedinjenja prisutnih u vinu. Posto je tokom odleZavanja vina doslo
do pada nivoa slobodnog SO,, pre dodavanja askorbinske kiseline nivo slobodnog SO, je podesen
na 30 mg/l. Analizirano je 14 fenolnih jedinjenja medu kojima su derivati benzoeve kiseline (galna,
protokatehuinska, p-hidroksibenzoeva, vanilinska, siringinska i elaginska Kkiselina), derivati
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hidroksicimetne Kkiseline (p-kumarinska, kafeinska i ferulinska kiselina), katehin, epikatehin,
kvercetin, naringenin i trans-resveratrol.

4.13.2. Ispitivanje uticaja SO, na fenolni sastav vina

Eksperimenti su postavljeni u laboratorijskim uslovima na 200 ml vina, koje je proizvedeno
na OD “Radmilovac”, uz maceraciju i fermentaciju od 21 dan uz dodatak BDX vinskog
selekcionisanog kvasca i EXV enzimskog preparata. Tokom dezintegracije bobica, izmuljano
grozde je sulfitisano sa 10 g vinobrana na 100 kg. Tokom nege i odlezavanja vina nivo slobodnog
SO, je bio oko 30 mg/l. Takvo vino je posluzilo kao kontrolni uzorak koji je poreden sa istim
uzorcima vina kome su dodate rastu¢e koncentracije vinobrana od 3 g/hl, 5 g/hl i 7 g/hl, a sve sa
ciljem ispitivanja uticaja slobodnog SO, na koncentracije pojedinih fenolnih jedinjenja prisutnih u
vinu. Analizirano je 14 fenolnih jedinjenja medu kojima su derivati benzoeve kiseline (galna,
protokatehuinska, p-hidroksibenzoeva, vanilinska, siringinska i elaginska Kiselina), derivati
hidroksicimetne kiseline (p-kumarinska, kafeinska i ferulinska kiselina), katehin, epikatehin,
kvercetin, naringenin i trans-resveratrol.

4.13.3. Ispitivanje uticaja malolakticke fermentacije na fenolni sastav vina

Eksperimenti vezani za ovo ispitivanje su postavljeni u Laboratoriji za konzervisanje i
vrenje Poljoprivrednog fakulteta u Zemunu. U cilju ispitivanja uticaja bakterija mle¢nog vrenja na
fenolni sastav vina izvr§eno je zasejavanje kulturama Lactobacillus plantarum (ML Prime; 0,1 g/l) i
Oenococcus oeni (VP41; 0,01 g/l) uzoraka Cabernet sauvignon vina koje je proizvedeno metodom
mikrovinifikacije na Oglednom dobru Poljoprivrednog fakulteta, “Radmilovac”. Prilikom
maceracije koriS¢en je enzimski preparat EXV (Lallemand, Kanada), a zasejavanje izvrSeno
vinskim selekcionisanim kvascem BDX (Lallemand, Kanada). Probe su vrSene na 200 ml vina,
zatim termostatirane na 28°C oko 3 meseca. Kasnije je izvrSeno poredenje sa kontrolnim uzorkom
vina koje je bilo u istim uslovima skladistenja ali u kome nije izazvano malolakti¢ko vrenje. Pre
analiza, vino je odnegovano i odlezalo oko 6 meseci u boci (0,75l).

4.13.4. Ispitivanje uticaja pasterizacije na fenolni sastav vina

Eksperimenti su postavljeni u Laboratoriji za konzervisanje i vrenje Poljoprivrednog
fakulteta u Zemunu. Za potrebe ovog eksperimenta odmereno je dva puta po 200 ml vina, koje je
proizvedeno na OD “Radmilovac”, uz maceraciju i fermentaciju od 21 dan i uz dodatak BDX
vinskog selekcionisanog kvasca i EXV enzimskog preparata. Vino je odleZavalo Sest meseci i posle
toga se pristupilo analizama. Prvih 200 ml tog vina posluzilo je kao kontrola, dok je drugih 200 ml
vina bilo izlozeno pasterizaciji 20 minuta na 60°C u vodenom kupatilu. Posle toga vino je
pripremljeno za LC-MS/MS tehniku snimanja (Poglavlje 4.17.).

4.14. Poredenje sadrZaja pojedinih fenolnih jedinjenja u vinima razli¢itih berbi 2016. i 2018.
godine

Istrazivanja 2016. 1 2018. godine podrazumevala su identi¢ne eksperimente radi poredenja
vina u pogledu sadrzaja pojedinih fenolnih jedinjenja. Posle muljanja grozda i sulfitisanja (10 g/hl
vinobrana) izvr$eno je zasejavanje kljuka kulturom selekcionisanog vinskog kvasca BDX (20 g/hl),
a pre toga u kljuk je dodat enzimski preparat EXV (2 g/hl). Za obe godine istrazivanja postavljeni
su ogledi mikrovinifikacije gde je maceracija trajala 3, 5, 7, 14 i 21 dan, nakon ¢ega je odvojeno
vino koje je flaSirano u boce od 0,751. Nakon 6 meseci odlezavanja izvrSena je kvantifikacija
fenolnih jedinjenja.

Izvrseno je poredenje sadrzaja 12 fenolnih jedinjenja (galne kiseline, protokatehuinske
kiseline, p-hidroksibenzoeve kiseline, katehina, vanilinske kiseline, kafeinske kiseline, siringinske
42



kiseline, epikatehina, p-kumarinske kiseline, elaginske kiseline, ferulinske kiseline i kvercetina u
vinima iz 2016. i vinima 2018. godine uz kombinaciju istog selekcionisanog vinskog kvasca BDX i
enzimskog preparata EXV.

4.15. Ispitivanje uticaja starosti zasada vinograda na fenolni sastav vina

Za potrebe ovog ogleda vrSeno je poredenje vina od grozda koje potice iz tri vinograda.
Grozde koje je vazilo kao uzorak iz mladog vinograda potice iz vinograda vinarije “Carpe Diem” iz
okoline Lazarevca, grozde iz srednje starog vinograda dobijeno je iz vinarije TriSi¢ iz Vranica, i
grozde starog vinograda ubrano je na OD Poljoprivrednog fakulteta “Radmilovac”. Za sve uzorke
grozda obavljena je identicna mikrovinifikacija uz zasejavanje BDX selekcionisanim vinskim
kvascem (20 g/hl) i standardno sulfitisanje (10 g vinobrana na 100 kg kljuka). Maceracija je trajala
14 dana nakon cega je odvojeno mlado vino u staklene balone od 51. Nakon zavrSene fermentacije
vino je flasirano u staklene buteljke zapremine 0,75 11 ostavljeno da odlezava do analiza.

IzvrSeno je poredenje sadrzaja 13 fenolnih jedinjenja (galna, protokatehuinska, p-
hidroksibenzoeva, vanilinska, siringinska, elaginska, kafeinska, p-kumarinska i ferulinska kiselina,
katehin, epikatehin, kvercetin i trans-resveratrol).

4.16. Ispitivanje uticaja odleZavanja vina u razli¢itim sudovima na fenolni sastav

Za potrebe ovog ogleda analizirana je promena fenolnog sastava vina od grozda sorte vinove
loze Cabernet sauvignon tokom dvogodis$njeg odleZzavanja u tankovima od nerdajuceg celika (500
1), drvenim bac¢vama (500 1), bariku (225 1) i staklenim buteljkama (0,75 1). Analizirano je 13
fenolnih jedinjenja (galna, protokatehuinska, p-hidroksibenzoeva, vanilinska, siringinska, elaginska,
kafeinska, p-kumarinska i ferulinska kiselina, katehin, epikatehin, kvercetin i trans-resveratrol).

4.17. Priprema uzoraka vina i komine sorte vinove loze Cabernet sauvignon za analizu LC-
MS/MS tehnikom

Da bi fenolna jedinjenja mogla da se detektuju i kvantifikuju u izabranim uzorcima vina
Cabernet sauvignon neophodno ih je odvojiti od pratec¢ih komponenti, koncentrovati i precistiti.
Eksperimentalno je utvrdeno da je za to najpogodnija ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (eng. Solid Phase
Extraction, SPE) po postupku koji se sastoji od sledecih pet koraka:

1. Kondicioniranje: Propusta se 5 ml metanola kroz ¢vrsti sorbens (Oasis HLB bcc/200 pm), ¢ime
se omogucava njegovo aktiviranje;

2. Ekvilibracija: Kroz aktivirani ¢vrsti sorbens se propusta 5 ml dejonizovane vode;

3. Nanosenje uzorka: Propusta se uzorak (5 ml) u kome se nalaze analiti i za sorbent se vezuju
komponente uzorka;

4. Ispiranje: Kroz sorbent za koji su vezane komponente uzorka propusta se dejonizovana voda (2
ml), ¢ime se odstranjuju komponente matriksa, dok analiti od interesa ostaju vezani za sorbent;

5. Eluiranje analita: Kroz sorbent za koji su vezani analiti propusta se metanol (2 ml) koji ima jaku
eluacionu mo¢, odnosno sposobnost da raskine veze izmedu analita 1 sorbenta, ¢ime se Zeljeni
analiti prevode u rastvor.

Priprema uzoraka komine je vr§ena na slede¢i nacin:

1. Odmeravanje uzoraka prevrele komine;

2. Liofilizacija uzoraka prevrele komine;

3. Ekstrakcija liofilizovanih uzoraka u smesi metanol/voda (1:1) 30 minuta na vodenom kupatilu
(Bandelin Electronic Sonorex), a zatim reekstrakcija 15 minuta i cedenje dobijenog filtrata
pomocu filter papira;
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4. Uparavanje dobijenih filtrata na rotiraju¢em vakuum uparivacu (IKA RV 10 basic) do suvog
ostatka;
5. Merenje dobijenog suvog ekstrakta i rastvaranje u 12% etanolu i dobijanje uzorka nalik imitaciji
vina.
Dobijeni uzorci komine su pripremljeni za analizu LC-MS/MS tehnikom pomocu veé
opisane ekstrakcije na ¢vrstoj fazi (SPE).

4.17.1. Liofilizacija

Liofilizacija uzoraka prevrele komine i pokoZice svezeg grozda uradena je na
laboratorijskom liofilizatoru Christ Alpha 2-4 LD plus (Osterode am Harz, Germany). Temperatura
liofilizacije bila je podeSena na -80°C. Za ceo proces susenja bilo je potrebno 2-3 puta po 24h u
zavisnosti od samog uzorka. Liofilizovani uzorci su ¢uvani na -20°C do ekstrakcije.

4.18. Priprema uzoraka pokoZice i semenke za ekstrakciju i odredivanje fenolnog sastava LC-
MS/MS tehnikom

Priprema uzoraka je obavljena u laboratoriji Odeljenja za instrumentalnu analizu pri Katedri
za organsku hemiju Hemijskog fakulteta u Beogradu.

4.18.1. Ekstrakcija iz pokoZice

Uzorci grozda vinove loze sorte Cabernet sauvignon su ubrani u fazi Sarka, pune zrelosti i
prezrelosti 1 zamrznuti do daljih analiza. Sa zamrznutih bobica odvojena je pokozZica za sve tri faze
zrelosti, koja je potom liofilizovana. Liofilizovana pokozica je homogenizovana i usitnjena pomocu
elektricnog mlina da bi se dobio praskast uzorak. Odmeren je 1 g homogenizovanog uzorka
pokozice na tehnic¢koj vagi i1 rastvoren u 10 ml smese metanol/voda (1:1). Pomo¢u vodenog kupatila
(Bandelin Electronic Sonorex) pokozica je ekstrahovana 1h u datoj smesSi. Dobijeni ekstrakt je
profiltriran preko kvalitativnog filter papira, a zatim kroz filter veli¢ine pora 0,45 um. Tako
profiltriran uzorak je pomocu Sprica prebacen u vijale zapremine 2 ml koje su ¢uvane u frizideru do
analiza.

4.18.2. Ekstrakcija iz semenki

Odmereno je po 1g celih semenki uzoraka grozda za sve tri faze zrelosti (Sarak, puna zrelost,
prezrelost) na tehnickoj vagi u staklenim vijalama od 12 ml. Semenke su ekstrahovane pomocu
smes$e metanol/voda u odnosu 1:1, odnosno prelivene sa po 5 ml metanola i 5 ml dejonizovane
vode. Ekstrakcija je vrSena 1h na vodenom kupatilu (Bandelin Electronic Sonorex), a ostatak
postupka je identican kao za pripremu ekstrakta pokoZice.

Za pripremu uzoraka koris¢en je metanol HPLC cistocée i dejonizovana voda.
4.19. LC-MS/MS

Analiza je uradena na teCnom hromatografu Agilent 1290 Infinity Il LC System sa binarnom
pumpom u kombinaciji sa trostrukim kvadripolom (Agilent LCTQ 6495C Triple Quadrupole)
Komponente su razdvajane na koloni Zorbax Rapid Resolution C18, 50 x 4,6 mm, 1,8um (Agilent
Technologies, US) u sistemu 0,1% (v/v) mravlja kiselina u metanolu (A) i 0,1% (v/v) mravlja
kiselina u vodi (B) u gradijentnom rezimu rada: 0 min - 95%B, 2 min - 95%B, 10 min- 50%B, 12
min - 30%B; 20 min - 10%B; protok mobilne faze 0,40 ml/min; temperatura kolone 40°C;
injekciona zapremina standardnih rastvora i uzoraka 2 pl.

Parametri za kvantifikaciju komponenata masenim spektrometrom, ukljucujuéi jonizacioni mod,

napone na konusu, kolizione energije i karakteristicne prelaze jona (MRM, multiple reaction

monitoring mode), prikazani u Tabeli 7, dobijeni pomo¢u MassHunter Optimizire softvera (Agilent

Technology 2020). Uslovi jonskog izvora pri kojima je vrSeno snimanje: temperatura
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desolvatacionog gasa: 200°C, protok gasa: 14 I/min, pritisak na rasprSiva¢u (Nebulizer): 20 psi;
protok pomoc¢nog gasa/temperatura (Sheath Gas Temp./Flow): 300 °C/ 11 I/min; napon na kapilari,

3000 V (negativni mod jonizacije). Napon mlaznice (Nozzle voltage): 1500V.

Tabela 7. Uslovi MS/MS snimanja i MRM prelazi

Jedinjenje Molekulska Masa Jonizacioni  Prelaz  Ener. Koliziona tr -
formula  (g/mol) rezim, MRM  Frag. energija retenciono
ESI V) V) vreme
(min)
Galna kiselina C7HgOs5 170 - 169— 125 166 10 3,90
Protokatehuinska C/HgO4 154 - 153— 109 166 9 7,50
Kiselina
Katehin C15H1406 290 - 289— 245 166 10 9,90
p- C/HgO3 138 - 137- 93 166 10 9,70
hidroksibenzoeva
kiselina
Vanilinska CgHgOq4 168 - 167— 108 166 15 10,90
kiselina
Kafeinska CoHgO4 180 - 179- 135 166 10 11,10
kiselina
Epikatehin C15H1406 290 - 289— 245 166 10 11,52
Hlorogenska C16H1809 354 - 355-163 166 12 2,60
kiselina
Siringinska CoH100s5 198 - 197— 182 166 7 11,60
kiselina
p-kumarinska CoHgO3 164 - 163— 119 166 9 12,70
Kiselina
Vanilin CgHgO3 152 - 151,1-92 166 21 11,80
Ferulinska C10H1004 194 - 193-134 166 11 13,20
Kiselina
trans-resveratrol C1sH1205 228 - 227—-185 166 20 14,30
Rutin C27H30016 610 - 609—-300 166 42 14,07
Elaginska C14Hs0g 302 - 301-145 166 35 14,50
kiselina
Kvercetin CisH1007 302 - 301-151 166 15 15,60
Kemferol C15H1006 286 - 285—-285 166 0 16,40
Miricetin C15H100g 318 - 317-151 166 24 4,60
Naringenin C15H1205 272 - 271-151 166 16 15,70

U cilju identifikacije i odredivanja sadrzaja izabranih fenolnih jedinjenja (galna kiselina,
protokatehuinska kiselina, p-hidroksibenzoeva kiselina, katehin, hlorogenska kiselina, vanilinska
kiselina, kafeinska Kkiselina, siringinska kiselina, epikatehin, vanilin, p-kumarinska Kkiselina,
elaginska kiselina, ferulinska kiselina, rutin, miricetin, trans-resveratrol, kvercetin, naringenin i
kemferol) u ispitivanim uzorcima vina, komine, pokozice i semenke snimani su metanolni rastvori
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navedenih jedinjenja koncentracija 0,02; 0,05; 0,10; 0,20; 0,67; 1,00; 1,50; 2,00 pg/ml za pokozicu i
semenke i 0,02; 0,05; 0,10; 0,20; 0,50; 1,00 pg/ml za uzorke vina i komine, u istim uslovima pod
kojima su snimani uzorci.

Identifikacija jedinjenja na hromatogramu uzorka je radena poredenjem MRM prelaza
uzorka sa MRM prelazom standarda, kao i poredenjem vremena zadrzavanja (t;) odgovarajuceg
pika u odnosu na retenciono vreme standarda. Ukoliko je t, odgovarajuéeg pika u opsegu = 0,1 min
u odnosu na t, standarda, onda se moze smatrati da je identifikacija pozitivna.

Na osnovu kalibracionih pravih, koje su konstruisane kao zavisnost povrSine signala date
supstance za odgovarajuéi prelaz od koncentracije supstance u standardnom rastvoru, izracunat je
sadrzaj ispitivanih fenolnih jedinjenja u analiziranim uzorcima vina i komine grozda, kao i uzoraka
pokozice i semenke.

Linearna regresiona analiza, LOD i LOQ za kvantifikovana jedinjenja

Linearnost je dobijena na osnovu $est kalibracionih standardnih rastvora fenolnih jedinjenja
pravljenih u duplikatu. Za ocenu linearnosti koris¢en je koeficijent korelacije (R?, zahtev R*>0,99)
za kvadratnu zavisnost odgovora detektora od koncentracije. Granica detekcije (LOD) je odredena
kao odnos signala i Suma (S/N=10) koris¢enjem MassHunter softvera (Agilent Technologies), a za
granicu detekcije (LOQ) je uzeta najniza tacka kalibracije, sto je prikazano u tabelama (Tabela 8-
11).
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Tabela 8. Koeficijenti korelacije i granice detekcije za standarde pojedinih fenolnih jedinjenja
prilikom njihove kvantifikacije u uzorcima vina

Jedinjenja u R® LOD LOQ

vinu (mgl/l) (mgl/l)

Galna kiselina 0,9936 0,020 0,05
Protokatehuinska kiselina 0,9946 0,007 0,02
Katehin 0,9977 0,014 0,02
p-hidroksibenzoeva kiselina 0,9940 0,011 0,02
Vanilinska kiselina 0,9966 0,050 0,10
Kafeinska kiselina 0,9964 0,022 0,05
Epikatehin 0,9966 0,010 0,05
Siringinska kiselina 0,9966 0,010 0,02
Hlorogenska Kiselina 0,9905 0,004 0,02
p-kumarinska kiselina 0,9944 0,004 0,02
Vanilin 0,9970 0,026 0,05
Ferulinska kiselina 0,9946 0,004 0,02
trans-resveratrol 0,9928 0,010 0,02
Rutin 0,9935 0,003 0,02
Elaginska kiselina 0,9973 0,020 0,05
Kvercetin 0,9927 0,005 0,02
Kemferol 0,9942 0,002 0,02
Miricetin 0,9920 0,002 0,02
Naringenin 0,9922 0,010 0,02
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Tabela 9. Koeficijenti korelacije i granice detekcije za standarde pojedinih fenolnih jedinjenja
prilikom njihove kvantifikacije u uzorcima ekstrakta komine

Jedinjenja u LOD LOQ

komini R? ng/g liof. ng/kg  pglgliof.  pg/kg

sveze sveze

Galna kiselina 0,9936 0,1 26,70 0,25 66,70
Protokatehuinska kiselina 0,9946 0,035 9,33 0,10 26,66
Katehin 0,9977 0,07 18,70 0,10 26,70
p-hidroksibenzoeva 0,9940 0,055 14,70 0,10 26,70

Kiselina

Vanilinska kiselina 0,9966 0,25 66,70 0,50 133,33
Kafeinska kiselina 0,9964 0,11 29,33 0,25 66,70
Epikatehin 0,9966 0,05 13,33 0,25 66,70
Siringinska kiselina 0,9966 0,05 13,33 0,10 26,70
p-kumarinska kiselina 0,9944 0,02 5,33 0,10 26,70
Vanilin 0,9970 0,13 34,70 0,25 66,70
Ferulinska kiselina 0,9946 0,02 5,33 0,10 26,70

trans-resveratrol 0,9928 0,05 13,33 0,10 26,7
Rutin 0,9935 0,015 4,00 0,10 26,70
Elaginska kiselina 0,9973 0,1 26,70 0,25 66,70

Kvercetin 0,9927 0,025 6,70 0,10 26,7
Kemferol 0,9942 0,01 2,70 0,10 26,70
Naringenin 0,9922 0,05 13,33 0,10 26,70

Tabela 10. Koeficijenti korelacije i granice detekcije za standarde pojedinih fenolnih jedinjenja
prilikom njihove kvantifikacije u uzorcima ekstrakta pokoZice

Jedinjenja u LOD LOQ
pokoZici R’ ug /g liof.  pg/kgsveze  pg/gliof.  pg/kg sveze
Galna kiselina 0,9994 0,2 63,70 0,5 159,24
Katehin 0,9992 0,14 44,6 0,2 63,70
Epikatehin 0,9994 0,1 31,90 0,5 159,24
Siringinska kiselina 0,9988 0,1 31,90 0,2 63,70
trans-resveratrol 0,9996 0,1 31,90 0,2 63,70
Kvercetin 0,9988 0,05 15,92 0,2 63,70
Naringenin 0,9986 0,1 31,90 0,2 63,70
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Tabela 11. Koeficijenti korelacije i granice detekcije i kvantifikacije za standarde pojedinih
fenolnih jedinjenja prilikom njihove kvantifikacije u uzorcima ekstrakta semenke

Jedinjenja u , LOD LOQ
semenkama R ng /g ug /kg ug /g ug /kg
Galna Kiselina 0,9994 0.2 200,0 05 500,0
Katehin 0,9992 0,14 140,0 0,2 200,0
Epikatehin 0,9994 0.1 100,0 05 500,0

4.20. Odredivanje sadrZaja ukupnih fenolnih jedinjenja u uzorcima vina i ekstrakta komine
metodom po Folin-Ciocalteu

Ovo je spektrofotometrijska metoda za koju je neophodan Folin-Ciocalteu reagens, Kkoji
predstavlja smesu fosfovolframove (HzPW;,040) | fosfomolibdenske (HsPMo01,040) Kiseline. Za ovu
metodu potrebno je konstruisanje standardne krive snimanjem absorbancije matriks rastvora sa
rastu¢im koncentracijama galne kiseline (6,5 g/l vinske kiseline u 12 %v/v etanolu). Absorbancija je
oCitana na talasnoj duzini 720 nm na spektrofotometru HALO DB-20S (Dynamica Scientific Ltd.,
Velika Britanija).

Postupak za vino:

U normalni sud od 100 ml se doda 75 ml destilovane vode, zatim 1 ml vina (za crveno
razblazenje 1:5), potom 5 ml rastvora Folin-Ciocalteu, 10 ml zasi¢enog rastvora Na,CO3 (35 ¢
Na,CO3; u 150 g H,0) i dopuni destilovanom vodom do marke. Rastvor Folin-Ciocalteu se dobija
razblazenjem sa destilovanom vodom u odnosu 1:2. Nakon isteka 60 minuta, vrsi se ocitavanje
absorbancije na spektrofotometru u standardnoj kiveti 1 ¢cm pri talasnoj duzini 720 nm, a na osnovu
oCitane absorbancije, pomocu standardne krive se ocCita sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja.
Rezultat se izrazava u mg/l ekvivalentno galnoj kiselini (mg GAE/l) (Tanner i Brunner, 1979;
Danici¢, 1988).

Postupak za uzorke komine:

Postupak za odredivanje sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja u ekstraktu komine je isti kao
i za vino osim $to se Koristi veée razblaZzenje uzorka sa destilovanom vodom (1:10). Na kraju je
izvr$eno preracunavanje dobijenih rezultata koji su izrazeni u mg/kg prevrele komine.

4.21. Odredivanje antiradikalske i antioksidativne aktivnosti uzoraka vina i ekstrakta komine

4.21.1. Anti-DPPH radikalska aktivnost

Antiradikalska aktivnost pra¢ena je koris¢enjem stabilnog radikala 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazila (DPPH). Ova metoda primenjena je da bi pokazala sposobnost hvatanja slobodnih
radikala od strane analiziranih uzoraka vina. Rezultati su prikazani kao inhibiciona koncentracija
koja predstavlja koli¢inu antioksidansa koja je potrebna da snizi koncentraciju DPPH radikala za
50%. Svaki uzorak pripremljen je u 5 razblazenja u triplikatu. Vrednosti za inhibicionu
koncentraciju su dobijene na osnovu procenta inhibicije u odnosu na koncentraciju, 1(%) = f(c).
Procenat inhibicije DPPH radikala je izraCunat prema jednacini:

I(%) =100 x (Aslepe probe ~ Auzorka)/ Aslepe probe,
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gde je Asiepe probe OCitana absorbancija DPPH sa etanolom, Ayzoka OCitana absorbancija DPPH sa
uzorcima vina. Rezultati su izraZeni kao reciproéna vrednost 1(%) i pomnozZeni sa 100 (Cakar et al.,
2016). Pre analiza uzorci vina su razblazeni destilovanom vodom u intervalu od 1:2 do 1:20 u
zavisnosti od antioksidativne moci datog vina.

4.21.2. Antioksidativna aktivnost - metoda FRAP

Odredivanje antioksidativne aktivnosti uzoraka vina i ekstrakta komine sprovedeno je
metodom FRAP (Ferric Reducing Activity of Plasma) (Benzie i Strain, 1996). Rezultati su izrazeni
u mmol Fe®*/l.

FRAP metoda se zasniva na redukciji zutog feri-tripiridiltriazin kompleksa (Fe(I11)-TPTZ)
pri niskoj pH (3,6) i pod uticajem elektron-doniraju¢ih antioksidanasa u intezivno plavo obojeni
fero kompleks (Fe(11)-TPTZ), sa apsorpcionim maksimumom na 593 nm. Vrednost absorbancije je
linearno proporcionalna koncentraciji antioksidanasa u rastvoru, a za konstrukciju standardne krive
korisc¢en je FeSO,4 x 7H,0 u rastu¢im koncentracijama od 100-1000 umol/I.

4.21.3. Antioksidativna aktivnost - test TEAC

Test TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) je zasnovan na principu inhibicije
stabilnog ABTS*+ radikala od strane antioksidativnih komponenti prisutnih u nekom medijumu.
Koncentracija antioksidanasa u nekom uzorku je obrnuto propocionalna vrednosti absorbancije na A
= 734 nm. Antioksidativna aktivnost se izratunava na osnovu vrednosti pada absorbancije i
izrazava se kao mmol Trolox ekvivalenta po litri vina (mmol TE/I).

Rastvor ABTS (14 mM) ((2,2 -azino-bis(3-etilbenzo-tiazolin-6-sulfonska kiselina)
diamoniumova so) i 4,9 mM rastvor K,S;0g su pripremljeni u fosfatnom puferu (pH = 7,40) i
pomesani u jednakim zapreminama kako bi se dobio stabilan ABTS*+ osnovni rastvor. Dobijeni
plavo-zeleni rastvor je ostavljen da se temperira na tamnom mestu 16h. Radni ABTS*+ rastvor je
pripremljen razblazenjem osnovnog ABTS*+ rastvora u fosfatnom puferu u odnosu priblizno 1:80,
sve do postizanja vrednosti absorbancije od 0,70 = 0,02 apsorpcione jedinice na talasnoj duzini
A=734 nm. U 30 pl razblazenog vina je dodato 3 ml ABTS*+ radnog rastvora i nakon inkubacije u
trajanju od 6 minuta na 30°C obavljeno je merenje absorbancija na talasnoj duzini A = 734 nm. U
toku celog procesa merenja koriS¢ena je slepa proba. Frakciona inhibicija (FI) ABTS*+ radikala je
izraCunata tako Sto su koeficijenti pravca krive (koncentracija u funkciji od frakcione inhibicije) za
Trolox reagens koji je koriS¢en kao standard i za svaki uzorak, stavljeni u odnos (Re et al., 1999).
TEAC vrednost je izraCunata na osnovu sledece jednakosti:

TEAC (mmol/l) = koeficijent pravca krive uzorka/koeficijent pravca krive standarda.
4.22. Koli¢ina slobodnog sumpordioksida

Koli¢ina slobodnog SO, odredena je u vinu direktnom titracijom sa jodom, pri ¢emu se I,
redukuje, a SO, oksiduje (Tanner i Brunner, 1979). U 50 ml vina se dodaje 10 ml H,SO,4 (1:4) i 3
ml 1% rastvora skroba. Tako dobijena smesSa se titriSe rastvorom joda koncentracije 0,01 M do
pojave tamno plave boje koja mora da bude postojana 30 sekundi. UtroSak rastvora joda za titraciju
je umlioznacava se sa n. [zracunavanje se vrSi prema jednacini:

Koli¢ina slobodnog SO, (mg/l) = n x 12,8.
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4.23. Standardi i hemijski reagensi

Standardi fenolnih jedinjenja (galna kiselina, protokatehuinska kiselina, p-hidroksibenzoeva
kiselina, siringinska Kkiselina, kafeinska kiselina, p-kumarinska Kkiselina, ferulinska kiselina,
elaginska kiselina, hlorogenska kiselina, vanilinska kiselina, katehin, epikatehin, trans-resveratrol,
kvercetin, rutin, naringenin, kemferol, miricetin i vanilin) nabavljeni su od Sigma-Aldrich
(Steinheim, Germany) i Fluka (Buch, Switzerland). Reagensi Trolox (6-hidroksi-2,5,7,8-
tetrametilhroman-2-karboksilna kiselina), ABTS ((2,2 -azino-bis(3-etilbenzo-tiazolin-6-sulfonska
kiselina) diamoniumova so) i DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil), su nabavljeni od Sigma-Aldrich
(Steinheim, Germany). Reagens TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazin) je nabavljen od Fluka Analytical
(Switzerland).

4,24, StatistiCka obrada rezultata

Statisticka analiza je uradena u programu SPSS Statistic V20.0 (IMB, Chicago, IL, USA,
2014) kojim je uraden statisticki test uparenih uzoraka, kao i analiza glavnih komponenti PCA

(engl. Principal Component Analysis). Linearna regresiona analiza je uradena u program Origin Pro
8 (OriginLab, Northampton, MA, USA,; 2008).

5. REZULTATI I DISKUSIJA

5.1. Uticaj stepena zrelosti groZda na fenolni sastav vina i komine

U ekstraktima svezih semenki detektovana su tri jedinjenja, galna kiselina, katehin i
epikatehin (Tabela 12), medu kojima je najdominantniji bio katehin (Pena-Neira et al., 2004; de
Simon et al., 1992b). Najvisa koncentracija ovih jedinjenja detektovana je u semenkama faze Sarka,
a sa povecanjem stepena zrelosti njihov sadrzaj u semenkama je opadao. Medutim nije nadena
statisticki znacajna razlika medu analiziranim uzorcima semenki (p > 0,05). Prema Ivanova et al.
(2011Db), u beloj sorti Chardonnay semenke su sadrzale najvisu koncentraciju flavan-3-ola upravo u
fazi Sarka S§to je u skladu sa naSim rezultatima, dok je kod sorte Smederevka njihov sadrzaj bio u
porastu do fiziologke zrelosti nakon ¢ega je doslo do njihovog pada u fazi prezrelosti. Sto se ti¢e
crnih sorti Vranac i Merlot, sadrzaj ukupnih flavan-3-ola u semenkama je bio najvisi u fazi Sarka,
Sto je nadeno i u nasem istrazivanju za sadrzaj katehina i epikatehina. U skladu sa nasim rezultatima
vezanim za sadrzaj katehina i epikatehina u semenkama, je istrazivanje Kurt-Celebi et al. (2020) sa
sortom Isabel, gde je od pocetka faze Sarka nastupilo opadanje njihove koncentracije kao i
istrazivanje Kennedy et al. (2000) gde je nadeno da tokom sazrevanja dolazi do opadanja
koncentracije flavan-3-ola u semenkama grozda.

Sadrzaj katehina u naSim uzorcima pokoZzice najnizi je bio u fazi Sarka, a zatim je bio u
porastu sve do faze prezrelosti, ali generalno sadrzaj flavan-3-ola je bio dosta nizi u odnosu na
njihov sadrzaj u semenkama (Andelkovi¢ et al., 2013). Kod sadrzaja epikatehina zabelezen je pad
posle faze Sarka medutim promena koncentracija i katehina 1 epikatehina u pokozici razlicitih faza
zrelosti nije bila znacajna (p > 0,05). Sadrzaj katehina u pokozici je bio visi u odnosu na epikatehin
(Tabela 13) sto je u skladu sa Pena-Neira et al. (2004). Sa porastom stepena zrelosti prema literaturi
(lvanova et al. 2011b) dolazi do porasta flavan-3-ola u pokozici sa maksimumom u fizioloskoj fazi
zrelosti ali bez statistiCke znacajnosti, §to se slaze sa naSim rezultatima za sadrzaj katehina u
pokozici. Prema Obreque-Slier et al. (2013) u pokozici bobice grozda vinove loze sorte Cabernet
sauvignon je nadena najvisa koncentracija katehina pri poslednjem datumu uzorkovanja (6,1
mg/kg+0,6) Sto znaci kada je grozde bilo najzrelije $to je u skladu sa nasim rezultatima gde je
maksimalna koncentracija katehina u pokozici bila 4,35+0,04 mg/kg sveze pokoZice.
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Tabela 12. Sadrzaj pojedinih fenolnih jedinjenja identifikovanih u semenkama grozda

Jedinjenje Sarak Puna zrelost Prezrelost
(ug/g semenke)
Galna kiselina 21,30 12,50 7,47
Katehin 712,22 384,20 230,86
Epikatehin 299,92 173,40 102,47

Sto se ti¢e sadrzaja katehina i epikatehina u uzorcima komine razli¢itih faza zrelosti, najnize
vrednosti za oba jedinjenja nadena su u komini od prezrelog grozda, a najvisi sadrzaj je izmeren u
ekstraktima komine pune zrelosti (Tabela 14). Ipak, nije nadena statisticki znacajna razlika u
sadrzaju katehina i epikatehina u komini grozda razlicitih faza zrelosti (p > 0,05).

U uzorcima vina Cabernet sauvignon nije ustanovljena statisticki zna¢ajna razlika u sadrzaju
katehina 1 epikatehina u sve tri faze zrelosti grozda (p = 0,05). Najvisi sadrzaj ovih jedinjenja je
izmeren u fazi pune zrelosti i to za katehin 40,13+3,25 mg/l, a za epikatehin 22,29+1,50 mg/l, dok
je najnizi bio u fazi Sarka (Tabela 15). Analizirana vina od grozda ubranog u fazi Sarka su imala nizi
sadrZzaj katehina 1 epikatehina u odnosu na druge dve berbe (puna zrelost 1 prezrelost) Sto je za
katehin suprotno rezultatima od Pérez-Magarifio i Gonzélez-San José (2005) gde je nadena najvisa
koncentracija katehina u vinu od najmanje zrelog grozda za sortu Cabernet sauvignon. Sorta Tinto
fino u istoj studiji imala je rezultate u skladu sa nasim. Medutim koncentracija epikatehina u vinima
od sve zrelijeg grozda, ¢ija je maceracija trajala od 12-14 dana, je bila u blagom porastu §to je u
saglasnosti sa naSim rezultatima (Pérez-Magarifio i Gonzalez-San José, 2005). Na osnovu podataka
iz literature vezano za sadrzaj flavan-3-ola u bobici grozda u fazi Sarka dolazimo do zakljucka da se
nec¢e ekstrahovati njihov celokupan sadrzaj iz grozda u vino. To zavisi od viSe faktora kao §to su
uslovi u vinogradu, vreme maceracije, stepen zrelosti, ¢ak i stepen dezintegracije bobica tokom
muljanja (Kennedy et al., 2007). Tokom produzene maceracije dolazi do stvaranja vece kolicine
alkohola $to olakSava ekstrakciju tanina iz semenke (Canals et al., 2005). Iz nedovoljno zrelog
grozda tokom fermentacije ekstrahovana je niska koncentracija katehina i epikatehina u vino pa se
pretpostavlja da su ostali vezani kao proantocijanidini semenke za koje vazi lakSe oslobadanje nego
za pokozi¢ne proantocijanidine kada je u pitanju nedovoljno zrelo grozde. Ipak, ekstrakcijom iz
svezih semenki, kao Sto je ve¢ reCeno, u fazi Sarka nadena je najviSa koliCina katehina 1 epikatehina
koja je kasnije sa sazrevanjem opadala, dok je u pokozici sadrzaj katehina tokom sazrevanja bio u
blagom porastu. Prema Kontoudakis et al. (2011) veca gustina grozda uzrokuje ve¢u koncentraciju
proantocijanidina u vinu, a manje katehina, §to se moze porediti sa nasim rezultatima za fazu Sarka
obzirom da smo dodavali Seéer pre fermentacije. Sto je grozde zrelije dolazi do smanjenja
ekstraktibilnosti tanina koji se nalaze u semenkama grozda (Kennedy et. al., 2007; Gil et al., 2012)
Sto objaSnjava nizi sadrzaj katehina i epikatehina u analiziranim vinima od prezrelog grozda u
odnosu na fazu pune zrelosti. Posmatrajuci fazu prezrelosti, u svezim semenkama je nadeno
najmanje katehina i epikatehina upravo u toj fazi. Sadrzaj flavan-3-ola u bobici je takav da je
maksimum oko faze Sarka (Kurt-Celebi et al., 2020) $to ne znaci da ¢e se u vinu od takvog grozda
ckstrahovati najvise katehina i epikatehina. Prema Giovanelli i Brenna (2007) koji su ispitivali
sadrzaj ukupnih katehina (katehin i epikatehin) na italijanskim sortama Erbaluce, Barbera i
Nebbiolo od pocéetka jula do druge polovine septembra. Prema iznetom, iako je u semenkama
tokom sazrevanja dolazilo do opadanja sadrzaja ovih jedinjenja, u pokozici je ustanovljeno
odstupanje od ovakvog trenda.

Od derivata benzoeve kiseline u svezoj pokozici su detektovane siringinska i galna kiselina
(Tabela 13). Najnize vrednosti nadene su u Sarku ali nije bilo statisti¢ki znacajne razlike (p > 0,05).
Zabelezen je trend porasta siringinske kiseline u pokozici sa maksimumom u fazi pune zrelosti $to
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je u skladu sa de Simon et al. (1992a) gde je maksimum siringinske naden u fazi optimalne zrelosti,
dok je u fazi Sarka porast koncentracije bio blazi. Sadrzaj galne kiseline je bio prili€no ustaljen ili u
blagom porastu u pokozici grozda tokom sazrevanja, dok je u uzorcima semenki doslo do opadanja
galne kiseline tokom sazrevanja (Pefia-Neira et al., 2004; Kurt-Celebi et al., 2020).

Tabela 13. Sadrzaj pojedinih fenolnih jedinjenja identifikovanih u pokozici grozda

Jedinjenje Sarak Puna zrelost Prezrelost
(mg/kg sveZe pokoZice)
Galna kiselina 1,50+0,05 1,71+0,05 1,75+0,02
Katehin 3,5540,22 4,50+0,25 4,35+0,04
Epikatehin 1,35+0,05 0,67+0,05 0,98+0,09
Siringinska kiselina 4,73+0,15 5,82+0,55 4,60+0,20
trans-resveratrol 0,12+0,02 0,12+0,02 n.d.
Kvercetin 1,40+0,05 1,16+0,09 1,51+0,05
Naringenin 0,10+0,01 0,10+0,01 0,12+0,01

Nije dokazana statisti¢ki znacajna razlika u sadrzaju derivata benzoeve kiseline izmedu
uzoraka komine zaostale nakon proizvodnje vina razli¢itih faza zrelosti (p > 0,05). U uzorcima
prevrele komine najdominantnija je bila siringinska kiselina sa najvisim sadrzajem u komini faze
prezrelosti i to 10,29+0,25 mg/kg prevrele komine (Tabela 14). Slede¢a po zastupljenosti bila je
vanilinska kiselina, ¢iji je sadrzaj u svim uzorcima faza zrelosti bio prili¢no ujednacen.

Nije ustanovljena statisticki znaCajna razlika medu koncentracijama derivata benzoeve
kiseline (p > 0,05) u vinima od grozda u svim fenofazama zrelosti. Najdominantnije su bile
siringinska i galna kiselina, dok je najmanju koncentraciju zabelezila p-hidroksibenzoeva kiselina
(Tabela 15) sli¢no kao u prethodnim istrazivanjima (de Simén et al., 1992a; de Simon et al., 1992b).
Ekstrakcije pokozice sorte Cencibel koju su radili de Simon et al. (1992b) pokazali su trend rasta
koncentracije vanilinske kiseline oko 25 dana posle Sarka, a zatim blago opadanje koncentracije,
sli¢no kao 1 dinamika siringinske kiseline u istom eksperimentu. Sadrzaj vanilinske u nas§im vinima
je u skladu sa tim trendom ponasanja vanilinske kiseline u pokozici grozda (de Simén et al., 1992b)
kao i sa sadrzajem vanilinske kiseline u vinu Cabernet sauvignon poreklom iz Spanije (Pérez-
Magarifio i Gonzalez-San José, 2005). Studija na sorti Kardinal gde je prac¢ena koncentracija
fenolnih kiselina tokom sazrevanja (period od 09. do 30. jula), ukazuje na to da generalno sadrzaj
fenolnih kiselina raste do 23. jula, a posle opada $to nije od statisticke znacajnosti (Topalovi¢ i
Mikuli¢-Petkovsek, 2010). Ista studija je pokazala da je koncentracija siringinske kiseline u
pokozici i u mesu bila u porastu $to je grozde bilo zrelije 1 bila je najdominantnija Sto je slucaj u
nasim vinima od takvog grozda (Topalovi¢ i Mikuli¢-Petkovsek, 2010). U nasem ogledu vina od
prezrelog grozda imala su najvisi sadrzaj siringinske kiseine i to 8,26+0,60 mg/l (Tabela 15), sto je
u skladu sa radovima de Simon et al. (1992b) i Ozcan et al. (2017). Prema de Simdn et al. (1992a) u
periodu oko faze sarka sadrzaj siringinske kiseline je bio nizi (oko 50 ng/100 bobica) u odnosu na
kasniji period sazrevanja gde se koncentracija kretala do 200 pg/100 bobica u grozdu sorte
Cencibel. Ispitivanja na grozdu vinove loze sorte Cabernet sauvignon uzgajanom u Cileu pokazala
su da je koncentracija siringinske kiselina poc¢ela da raste odmah nakon faze Sarka i odrzavala taj
nivo u toku daljeg sazrevanja (Pefia-Neira et al., 2004). To je u skladu sa rezultatima sadrzaja
siringinske Kiseline u vinima i pokozici nasih eksperimenata.

53



Ista studija je pokazala da galna kiselina opada i u ekstraktu pokozice i semenke grozda
vinove loze sorte Cabernet sauvignon tokom sazrevanja (Pefia-Neira et al.,, 2004). Njena
koncentracija u nasim uzorcima semenki kao i vina nastavlja takav trend sa povecCanjem stepena
zrelosti. Prema Topalovi¢ 1 Mikuli¢-Petkovsek (2010), zapazen je pad sadrzaja galne kiseline i u
mesu tokom analiziranog perioda sazrevanja. Sli¢ne tvrdnje vezano za galnu kiselinu iz semenke
grozda izneli su de SimOn et al. (1992b) gde je najveca koncentracija galne kiseline bila u fazi oko
Sarka. Kasnije su zabeleZene niZe vrednosti, dok je obrnut slucaj bio za koncentraciju galne kiseline
u pokozici §to je slicno kao i u nasem istrazivanju. Posle siringinske kiseline u nasim vinima
najdominantnija je bila galna kiselina $to je u skladu sa sadrzajem galne kiseline u ekstraktu
pokozice sorti Carménére i Cabernet sauvignon (Obreque-Slier et al., 2010). Prema Pérez-Magarifio
i Gonzélez-San José (2005) vina od najzrelijeg grozda vinove loze sorte Tinto fino su imala najnizi
sadrzaj galne kiseline $to je u skladu sa naSim rezultatima.

Derivati hidroksicimetne kiseline nisu detektovani u ekstraktima pokoZice, pa se
pretpostavlja da se nalaze u vidu svojih estara, vezani u kompleks sa drugim jedinjenjima ili
ucestvuju u sintezi acetiliranih antocijanina Sto je karakteristicno za crno grozde (Ivanova et al.,
2011b).

Od derivata hidroksicimetne kiseline u zaostaloj komini razli¢itih faza zrelosti nadena je
kafeinska, p-kumarinska i ferulinska kiselina (Tabela 14) u niskim koncentracijama medu kojima
nije nadena znacajna razlika (p > 0,05).

U vinu od grozda razli¢itih faza zrelosti detektovane su kafeinska, p-kumarinska i ferulinska
kiselina (Tabela 15). Najnizi sadrzaj je uglavnom bio u vinima od prezrelog grozda (p > 0,05) §to
potvrduje studija Keller (2004) koja govori da sadrzaj derivata hidroksicimetne kiseline opada sa
sazrevanjem grozda. Odmah nakon cvetanja dolazi do njihove akumulacije u vidu estara sa vinskom
kiselinom u mesu bobice grozda ali njihov sadrzaj opada tokom sazrevanja. Najvisi sadrzaj
kafeinske kiseline izmeren je u vinu od grozda u punoj zrelosti i to 4,09+0,35 mg/l, a p-kumarinske
kiseline u vinima od grozda u fazi Sarka i to 4,19+0,35 mg/l (Tabela 15). Najvisi sadrzaj kafeinske
kiseline u vinima druge berbe je u skladu sa studijom Pérez-Magarifio i Gonzalez-San José (2005).
Pad koncentracije derivata hidroksicimetne kiseline moze se tumaciti promenama koncentracije
estara hidroksicimetnih kiselina u pokozici grozda koji mogu biti oksidisani, graditi komplekse sa
drugim jedinjenjima ili u€estvovati u sintezi acetilovanih antocijana (lvanova et al., 2011b). Sadrzaj
ferulinske kiseline u vinu faze Sarka nije detektovan dok je u vinima ostalih fenofaza bio jako nizak.
Suprotno ovim tvrdnjama, de Simén et al. (1992b) su ustanovili da sadrzaj derivata
hidroksicimetne kiseline u pokozici dostize svoj maksimum oko 30 dana posle faze Sarka.

U pokozici grozda detektovani su kvercetin, naringenin i trans-resveratrol (Tabela 13).
Koncentracije naringenina i trans-resveratrola su bile vrlo niske, dok je najdominantniji bio
kvercetin. Nije nadena zna¢ajna razlika u njihovom sadrzaju u ovim fazama zrelosti. Prema Ivanova
et al. (2011b), kvercetin je formiran u pokozici u fazi Sarka, a zatim neznatno opada. U nasim
uzorcima pokozica faze Sarka je bila neznatno bogatija kvercetinom od faze pune zrelosti, §to bi se
moglo uporediti sa istraZivanjem Andelkovi¢ et al. (2013) gde je zabeleZen porast kvercetina 20
dana posle faze Sarka nakon ¢ega pocinje da neznatno opada, a sli¢no kao u radu de Simon et al.
(1992a) za crnu sortu Cencibel gde je porast kvercetina bio eksponencijalan.

U uzorcima komine kvercetin je bio najdominantnije jedinjenje gde je u fazi pune zrelosti u
komini zaostalo 10,96+0,14 mg/kg (Tabela 14). Najniza koncentracija zaostala je u komini faze
prezrelosti. Kao ni za ostale grupe jedinjenja, ni za pokozi¢ne fenole detektovane u komini nije
nadena statisticki znacajna razlika medu uzorcima razli¢itih faza zrelosti (p > 0,05).

Mnogi istrazivaéi su zakljuéili da koncentracija flavonola zavisi od sorte kao i od koli¢ine
svetlosti kojoj je grozde izloZzeno (Topalovi¢ i Mikuli¢-Petkovsek, 2010). Kvercetin koji spada u
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ovu grupu zabelezio je maksimalnu vrednost ve¢ u fazi Sarka (Ivanova et al., 2011b). U nasim
vinima od prezrelog grozda kvercetin nije detektovan Sto znaci da nije ekstrahovan u buduce vino,
iako je iz sveze pokozZice faze prezrelosti ekstrahovan u koli¢ini od 1,51+0,05 mg/kg (Tabela 13).
Prema naSim rezultatima Sadrzaj kvercetina bio je najvisi u vinima od grozda u punoj zrelosti
(0,78+0,02 mg/l) (Tabela 15). U italijanskim sortama Nebbiolo, Barbera i Erbaluce od pocetka jula
do pocetka avgusta sadrzaj flavonola je bio u porastu nakon Cega je doSlo do neznatnog pada
koncentracije i ponovnog porasta do kraja analiziranog perioda, druge polovine septembra
(Giovanelli i Brenna, 2007). Prema Obreque-Slier et al. (2010) u pokozici sorte Cabernet sauvignon
zapazen je drastican pad flavonoida tokom sazrevanja, a neflavonoidi su ostali vec¢inom
nepromenjeni.

Najveca koncentracija trans-resveratrola je izmerena u vinu faze Sarka (Tabela 15), medutim
nije ustanovljena statisticki znacajna razlika izmedu ostalih uzoraka vina (p > 0,05). Autori Geana
et al. (2015), su analizirali pet sorti (Pinot noir, Mamaia, Cabernet sauvignon, Feteasca neagra,
Merlot) u razli¢itim fenofazama sazrevanja 1 pokazali da razlicite sorte u razliito vreme sazrevanja
daju maksimum nakupljenog trans-resveratrola. Kod sorte Pinot noir sa pove¢anjem zrelosti grozda
dolazi do opadanja sadrzaja trans-resveratrola, §to je u skladu sa nasim rezultatima u uzorcima vina
mada promena nije bila znacajna (Geana et al., 2015). U pokozici naseg ispitivanog grozda faze
prezrelosti trans-resveratrol nije detektovan, pa ni vino od takvog grozda nije dalo vecu
koncentraciju ovog jedinjenja. Suprotno naSim rezultatima, bobica grozda vinove loze sorte
Cabernet sauvignon je dala maksimum trans-resveratrola na kraju perioda sazrevanja (Geana et al.,
2015). Sli¢nu tvrdnju dali su autori Giovanelli i Brenna (2007) za neke italijanske sorte gde je
resveratrol bio u porastu tokom sazrevanja. Moguce objasnjenje za pad sadrzaja trans-resveratrola
moze biti zbog padavina neposredno pre berbe grozda (Geana et al., 2015). Cveji¢ et al. (2010) u
srpskim komercijalnim vinima sorte Cabernet sauvignon su pronasli od 0,18 do 1,69 mg/l trans-
resveratrola §to je u saglasnosti sa nasim rezultatima gde je nadeno 0,19+0,02 mg/l u vinu faza pune
zrelosti i prezrelosti i 0,58+0,04 mg/l u vinu faze Sarka (Tabela 15). Kada je u pitanju sorta Mencia,
u pojedinim godinama berbe (2001) doslo je do opadanja sadrzaja trans-resveratrola u pokozici
kako je grozde bilo zrelije (21,07+0,30 do 9,23+0,04 mg/l), dok u ostalim godinama berbe ista sorta
nije odrzavala isti trend opadanja trans-resveratrola (Moreno et al., 2008). Trans-resveratrol nije
detektovan u naSim uzorcima semenki §to je u saglasnosti sa lacopini et al. (2008). Prema Moreno
et al. (2008) u semenkama je zabelezena generalno niza koncentracija trans-resveratrola, sa
najvisom koncentracijom prilikom prve berbe. Ipak, fenolni sadrzaj vina zavisi ne samo od
prisustva pojedinih fenolnih jedinjenja u bobici grozda ve¢ i od uslova njihove ekstrakcije i
hemijskih interakcija (Pefia-Neira et al., 2004), a konkretno trans-resveratrol se javlja kao posledica
gljivicne infekcije grozda i kao odgovor na fizioloski stres, pa ukoliko grozde nije tome izlozeno 1
njegov sadrzaj u grozdu i vinu ¢e biti nizak (Revilla i Ryan, 2000).
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Tabela 14. Sadrzaj pojedinih fenolnih jedinjenja u komini od grozda razlicitih faza zrelosti

Jedinjenja u komini Sarak Puna zrelost Prezrelost
(mg/kg)
Galna kiselina 0,86+0,04 0,82+0,04 0,67+0,02
Protokatehuinska kiselina 0,18+0,02 0,23+0,02 0,19+0,01
Katehin 4,92+0,15 6,7340,11 3,30+0,09
p-hidroksibenzoeva kiselina 0,12+0,01 0,2340,01 0,13+0,02
Vanilinska kiselina 3,57+0,05 4,4610,04 4,48+0,04
Kafeinska kiselina n.d. 0,11+0,02 0,09+0,01
Epikatehin 2,70£0,05 3,37+0,10 1,76+0,04
Siringinska kiselina 5,68+0,10 8,53+0,15 10,2940,25
Vanilin 0,15+0,02 0,19+0,02 0,22+0,02
p-kumarinska kiselina 0,04+0,004 0,05+0,002 0,04+0,002
Ferulinska kiselina 0,06+0,002 0,24+0,02 0,16+0,02
Rutin 0,13+0,02 0,20+0,02 0,25+0,03
trans-resveratrol 0,01 0,06 0,02
Elaginska kiselina 0,70+0,02 3,07+0,09 1,31+0,06
Kvercetin 7,44+0,10 10,96+0,14 5,61+0,15
Naringenin 0,27+0,04 0,35+0,02 0,23+0,02
Kemferol 1,23+0,03 1,45+0,03 0,61+0,02
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Tabela 15. Sadrzaj pojedinih fenolnih jedinjenja u vinima proizvedenim od grozda razlicitih faza
zrelosti

Jedinjenja u vinu Sarak Puna zrelost Prezrelost
(mg/l)
Galna kiselina 5,18+0,20 4,22+0,40 1,59+0,15
Protokatehuinska kiselina 1,07+0,15 1,94+0,10 1,47+0,10
Katehin 1,55+0,10 40,1343,25 19,23+1,40
p-hidroksibenzoeva kiselina 0,24+0,05 0,66+0,04 0,56+0,05
Vanilinska kiselina 2,77+0,20 3,91+0,20 3,55+0,40
Kafeinska kiselina 2,00+0,20 4,09+0,35 3,43+0,25
Epikatehin 0,73+0,05 22,29+1,50 12,35+0,50
Siringinska kiselina 5,57+0,40 7,55+0,50 8,26+0,60
p-kumarinska kiselina 4,19+0,35 3,88+0,20 2,33+0,20
Ferulinska kiselina 0,00 0,11+0,02 0,03+0,01
trans-resveratrol 0,58+0,04 0,19+0,02 0,19+0,02
Elaginska kiselina 0,00 3,33+0,20 1,55+0,10
Kvercetin 0,09+0,01 0,78+0,02 0,00

5.2. Uticaj zahvacéenosti grozda sivom plesni Botritys cinerea na fenolni sastav vina

U naSim istraZivanjima je zabeleZen pad koncentracije epikatehina i katehina u vinima od
botritiziranog grozda u odnosu na vina od zdravog grozda za 28,51% kod katehina i 10,90% kod
epikatehina. Prema Ky et al. (2012), nije ustanovljena statisticki znacajna razlika u sadrzaju
ukupnih tanina izmedu zdravih i botritiziranih bobica, a sadrzaj samo katehina je bio u padu do
52%. Razaranje epikatehina i katehina ima za posledicu organolepticke promene u vinu i
naruSavanje njegovog kvaliteta (Steel et al., 2013). Kada su u pitanju ispitivani pokozi¢ni fenoli, u
vinu od plesnivog grozda rutin i kemferol nisu detektovani, dok je sadrzaj kvercetina dosta smanjen,
Sto je u skladu sa Ky et al. (2012) koji navodi da su ovi fenoli mnogo vise oSte¢eni ovom plesni
zbog njihovog direktnog kontakta sa sivom plesni. Galna kiselina, kvercetin i kafeinska kiselina su
se pokazali kao dobri supstrati za enzimsku aktivnost lakaze, jer sadrze barem dve hidroksilne
grupe u orto i meta polozaju u fenolnom prstenu (Quijada-Morin et al., 2018). Time se moze
objasniti nizak sadrzaj ovih jedinjenja u analiziranom vinu od botritiziranog grozda, gde je
zabelezen nizi sadrzaj kvercetina, galne kiseline, protokatehuinske kiseline i kafeinske kiseline u
odnosu njihove koncentracije u vinu od zdravog grozda. To mogu potvrditi i podaci za relativnu
aktivnost lakaze sa ovim jedinjenjima koja iznosi 69% za kafeinsku kiselinu, 82% za kvercetin i ¢ak
89% za galnu kiselinu, mereno po potroSnji kiseonika (Claus, 2017), Sto se 1 ogleda i u naSim
rezultatima (Tabela 16). Prema Zinnai et al. (2013), enzimska oksidacija galne kiseline izazvana
enzimom lakaza je bila tri puta veca nego oksidacija galne kiseline izazvana hemijskim putem.
Oszmianski et al. (1985) su proucavali kako Botrytis cinerea tj. ekstracelularni enzimi, uticu na
ekstrakt semenki grozda koji je sadrzao galnu kiselinu, katehin, epikatehin i dimere
proantocijanidina te je doSao do zakljucka da dolazi do oksidacije ovih fenolnih jedinjenja i
njihovog smanjenja. Kao najlosiji supstrat za enzimsku aktivnost lakaze pokazala se p-kumarinska
kiselina (Quijada-Morin et al., 2018) sto je u skladu sa dobijenim rezultatima, gde je lakaza iz
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Botrytisa vrlo malo uticala na smanjenje njene koncentracije. Suprotno tome, Steel et al. (2013) u
svom radu je pokazao da je dobar supstrat za dejstvo lakaze p-kumarinska kiselina, ali i kafeinska
kiselina, njihovi estri sa vinskom kiselinom kao i ferulinska kiselina u manjoj meri, $to se ipak
poklapa sa naSim rezultatima.

Tabela 16. Sadrzaj pojedinih fenolnih jedinjenja u vinu od zdravog grozda i vinu od plesnivog
grozda

Jedinjenje Vino od zdravog Vino od plesnivog
(mg/l) grozda grozda
Galna kiselina 2,80+0,10 2,00+0,05
Protokatehuinska kiselina 0,49+0,03 1,39+0,03
Katehin 23,71+0,50 16,95+0,33
p-hidroksibenzoeva kiselina 0,89+0,03 1,49+0,03
Vanilinska kiselina 2,88+0,10 4,53+0,15
Kafeinska kiselina 4,34+0,15 1,1940,03
Epikatehin 10,46+0,20 9,32+0,20
Siringinska kiselina 3,7310,15 8,43+0,40
Vanilin 0,14+0,01 0,00
p-kumarinska kiselina 2,32+0,10 2,19+0,08
Ferulinska kiselina 0,27+0,01 0,18+0,01
Rutin 0,15+0,01 0,00
trans-resveratrol 1,32+0,03 0,18+0,01
Elaginska kiselina 1,96+0,06 1,61+0,03
Kvercetin 24,75+0,50 0,47+0,02
Naringenin 0,24+0,01 0,00
Kemferol 5,12+0,20 0,00

Fenolna jedinjenja sa dve hidroksilne ili metoksi grupe na susednim atomima ugljenika
fenolnog prstena pospesuju enzimsku interakciju (Quijada-Morin et al., 2018) §to moze objasniti
vecu degradaciju analiziranih fenolnih jedinjenja koja imaju takvu strukturu. SadrZaj resveratrola u
vinima od botritiziranog grozda je dosta smanjen u odnosu na vino od zdravog grozda §to se moze
pripisati dejstvu lakaze. Prirodna otpornost bobice grozda povezana je sa prisustvom fenolnih
jedinjenja sa antifungicidnim delovanjem, pre svih trans-resveratrolom (Ky et al., 2012). Botryis
cinerea, kao odgovor na to proizvodi stilben oksidaze koji stupaju u ,,borbu“ sa tim fenolnim
jedinjenjima (Steel et al., 2013), sto je jedino moguce ukoliko je grozde zahvaceno Botrytisom u
manjoj meri (Petrovi¢, 2011). PosSto je ispitivano vino proizvedeno od grozda zahvacenog
Botrytisom u vecoj meri (vise od 50%), doslo je do degradacije trans-resveratrola. Kvalitet vina od
botritiziranog grozda je u velikoj meri umanjen zbog enzimskog dejstva ove plesni koje se ogleda i
U razaranju antocijanidina i proantocijanidina, §to rezultira nestabilnom bojom vina (Steel et al.,
2013). U ispitivanim vinima sa 20% botritiziranim grozdem, utvrdeno je da se lakaza zadrzava u
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vinu ali sa smanjenom aktivno$¢u (Ky et al., 2012). Prema Claus (2017), nadeno je da relativna
aktivnost lakaze iz plesni Botrytis cinerea sa resveratrolom iznosi 61%, izmerena kao potrosnja
kiseonika. Utvrdeno je da lakaza u $iri od grozda zahvac¢enog ovom plesni moze izazvati znacajno
smanjenje sadrzaja fenolnih jedinjenja (Claus, 2017). Ipak, porede¢i koncentracije analiziranih
jedinjenja (u zdravom i plesnivom grozdu) u naSim uzorcima nije ustanovljena statisticki znacajna
razlika u njihovom sadrzaju na nivou znacéajnosti 0,05.

5.3. Uticaj primene razliitog pritiska cedenja prevrele komine na fenolni sastav vina i
zaostale komine

5.3.1. Fenolni sastav vina dobijenog cedenjem komine pri razli¢itim pritiscima

Utvrdeno je da postoji statisticki znacajna razlika u fenolnom sastavu medu uzorcima
samotoka i uzorcima dobijenim presovanjem komine pri razli¢itim pritiscima, na nivou znacajnosti
0,05. VrSeno je poredenje uticaja razli¢itih pritisaka medusobno 1 takode je utvrdena statisticki
znacajna razlika u sadrzaju pojedinih fenolnih jedinjenja (p < 0,05). Koncentracija svih 17 fenolnih
jedinjenja (Tabela 17) se povecala za 6,45% uz presovanje komine pritiskom 0,5 bara u odnosu na
koncentracije fenolnih jedinjenja dobijene analiziranjem samotoka. Pritisak od 1 bar je povecao
koncentraciju ovih jedinjenja za 15,53% u odnosu na samotok, dok je 1,5 bar doprineo jo§ vecoj
ekstrakciji analiziranih fenolnih jedinjenja i to za 28,82% u odnosu na samotok. Najdominantnije
jedinjenje dobijeno u vinu od samotoka kao i ostalim frakcijama presovanja predstavlja kvercetin
Cija je koncentracija u vinu od samotoka iznosila 14,73+0,55 mg/l (Tabela 17). Pritisak cedenja
komine od 1,5 bar doveo je do povecanja ekstrakcije kvercetina za 23,08%. Suprotno tome,
zabelezena je veca koncentracija kvercetina u vinima dobijenim od frakcije samotoka kod
italijanske sorte Sangiovese (Rinaldi et al., 2020). Od derivata benzoeve kiseline (siringinska, galna,
p-hidroksibenzoeva, protokatehuinska, vanilinska i elaginska Kiselina) u nasim Cabetnet sauvignon
vinima, najdominantnija je bila siringinska kiselina §to je nadeno i u vinima sorte Sangiovese sa
razli¢itih lokaliteta u Italiji (Rinaldi et al., 2020). Uticaj presovanja prevrele komine pritiskom 1,5
bar je imao statistiCki znacajan uticaj na ekstrakciju derivata benzoeve kiseline (siringinske, galne,
p-hidroksibenzoeve, protokatehuinske, vanilinske i elaginske kiseline) u odnosu na ekstrakciju
samotokom (p < 0,5). Primenjeni nizi pritisak od 0,5 i 1 bar nije imao statisticki znacajan uticaj na
ova jedinjenja (Slika 19). Do istog zakljucka su dosli Rinaldi et al. (2020), gde primenjeni pritisak
od 1,5 bara nije doveo do znacajne ekstrakcije derivata benzoeve kiseline (galne, protokatehuinske 1
siringinske kiseline) kao §to je slu¢aj u nasem istrazivanju sa derivatima hidroksicimetne kiseline
(ferulinska, kafeinska i p-kumarinska kiselina) (Slika 20). Znacajan uticaj na povecanje njihovog
sadrzaja imao je samo pritisak od 0,5 bara (p < 0,05). Uopsteno gledajuéi, veéi pritisak doveo je i do
bolje ekstrakcije fenolnih kiselina (Ferreira-Lima et al., 2016), kao i ostalih analiziranih fenolnih
jedinjenja. Za koncentracije katehina i epikatehina je takode ustanovljena pozitivna korelacija sa
povecanjem pritiska cedenja komine. Sadrzaj katehina je bio dominantniji u odnosu na epikatehin u
vinu od samotoka, i1 zabeleZzeno je duplo vece povecanje katehina pri istom pritisku od 1,5 bar u
odnosu na epikatehin. Koncentracija trans-resveratrola u vinu od samotoka je iznosila 0,20+0,02
mg/l dok je u vinima dobijenim sa povecanjem pritiska cedenja doslo do povecanja njegove
koncentracije i do 40% (Tabela 17). Slicno tome Gambuti et al. (2004), su poredili vina od
samotoka i vina od samotoka uz dodatak frakcije dobijene presovanjem pod pritiskom 8 bara. Kod
tog vina sorte Aglianico sa udelom presovane frakcije Sire zabeleZen je statisticki znacajan porast
trans-resveratrola (od 10-40%). Za vina od sorti Piedirosso i Nerello mascalese za vino od iste
frakcije Sire, zabelezen je statisticki znacajan porast epikatehina, dok je katehin bio u znacajnom
porastu samo kod sorte Piedirosso (Gambuti et al., 2004). Ispitivaju¢i uticaj presovanja kljuka na
sadrzaj epikatehina i katehina kod belih sorti iz Brazila, Ferreira-Lima et al. (2016) dobili su visi
sadrzaj u vinima od presovanog kljuka pritiskom do 2 bara. Prema Petrovi¢ (2011), sadrzaj trans-
resveratrola biva ve¢i u vinima dobijenim pri rastu¢im vrednostima pritiska cedenja kljuka i do 50
bara za neke bele sorte, Sto je u skladu sa naSim rezultatima gde je povecanje pritiska cedenja
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prevrele komine u pozitivnoj korelaciji sa sadrzajem trans-resveratrola kao i ostalih analiziranih
jedinjenja.

Galna kiselina
Protokatehuinska kiselina
— p- hidroksibenzoeva kiselina
Vanilinska kiselina

— Siringinska kiselina

6 Elaginska kiselina

Sadrzaj derivata benzoeve kiseline (mg/1)
N
1

0,0 0.5 1,0 1,5

Pritisak presovanja komine (bar)

Slika 19. Dinamika ekstrakcije derivata benzoeve Kiseline pri rastu¢im pritiscima presovanja
komine
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Slika 20. Dinamika ekstrakcije derivata hidroksicimetne kiseline pri rastu¢im pritiscima presovanja
komine
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Tabela 17. Sadrzaj pojedinih fenolnih jedinjenja pri razlicitim pritiscima presovanja komine i
procentualno povecanje njihove koncentracije u odnosu na samotok

Jedinjenje u vinu Samotok 0,5 bar S:0,5 1 bar S:1 1,5 bar S:1,5
(mg/l) ©) (%) (%) (%)
Galna kiselina 2,50+0,04 2,94+0,06 17,60 3,52+0,04 40,80 3,63+0,07 45,20
Protokatehuinska ~ 0,31+0,02  0,32#0,02 322  0,35#0,03 1290 0,36+0,06 16,13
E:f;m 4,08+£0,10 4,2640,11 4,41 4,86+0,03 19,12 5,85+0,21 43,38
p-hidriksibenzoeva  1,06+0,03  1,06+0,04 0,00  1,13+0,04 6,60 1,83+0,05 72,64
Vaniliknlssl‘i:;rll?selina 2,2340,05 2,23+t0,09 0,00  2,31+0,05 3,59 2,53+0,05 13,45
Kafeinska kiselina  0,11+0,01  0,16+0,05 4545 0,20+0,02 81,82 0,20+0,04 81,82
Epikatehin 2,280,044  2,2940,04 0,44 2,31+0,05 1,32 2,8840,07 26,32
Siringinska kiselina 521+0,14  5,50+0,11 5,57 5,59+0,10 7,29 5,82+0,27 11,71
Vanilin 0,1740,05 0,21+0,04 23,53  0,21+0,04 23,52 0,2840,02 64,71
p-ku_marinska 0,05+0,01 0,08+0,03 60,00 0,09+0,01 80,00 0,09+0,01 80,00
Feruliﬁ:lf;lrll?selina 0,35+0,04 0,40+0,03 14,29 045+0,03 2850  0,46+0,04 31,43
Rutin 0,15+0,02  0,16+0,03 6,67  0,1840,02 20,00  0,20+0,02 33,33
trans-resveratrol 0,20+0,02  0,23+0,02 15,00 0,27+0,03 35,00 0,28+0,09 40,00
Elaginska kiselina 3,51+0,10  3,71+0,11 5,70 4,68+0,14 33,33 5,09+0,20 45,01
Kvercetin 14,73+0,55 15,79+0,40 7,20  16,294+0,35 10,59  18,13+0,40 23,08
Naringenin 0,26+0,04  0,28+0,03 7,69  0,30+0,05 1538  0,31+0,07 19,23
Kemferol 2,01+0,05 2,12+0,04 5,47 2,56+0,07 27,36 2,57+0,06 27,86
SUMA 39,21mg/l  41,74mg/l  6,45% 4530mg/l 1553% 50,51mg/l  28,82%

5.3.2. Fenolni sastav komine zaostale nakon presovanja pri razli¢itim pritiscima

Analiziraju¢i zaostala fenolna jedinjenja u komini (Tabela 18) koja je presovana pri

razli¢itim pritiscima prilikom odvajanja te¢nog dela tj. mladog vina, ustanovljeno je da postoji
statisti¢ki znacajna razlika (p < 0,05) izmedu samotoka i preSevina (0,5 bara, 1 bar i 1,5 bara) kada
su u pitanju derivati benzoeve kiseline (galna, p-hidroksibenzoeva, protokatehuinska, vanilinska,
siringinska i elaginska kiselina). U slucaju derivata hidroksicimetne kiseline nije ustanovljena
znacajna razlika izmedu koncentracije koja je ekstrahovana iz samotoka i koncentracije ovih
jedinjenja (kafeinska, p-kumarinska i ferulinska kiselina) iz preSevina. Uticaj razli¢itih pritisaka
presovanja komine nije imao znacajan uticaj na koncentracije ostalih ispitivanih flavan-3-ola kao ni
flavonola ni stilbena (p > 0,05). Ipak u uzorcima komine presovane pod vi§im pritiskom zabelezeno
je povecanje koncentracija katehina i epikatehina, kako u vinu tako i u komini.

Posle maceracije i presovanja oslobodeni deo flavonola je presao u vino, dok su u komini
nadeni u niskim koncentracijama pa se pretpostavlja da je vecina tih jedinjenja ostala vezana za
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polisaharide i rastvorljive pektine koji imaju sposobnost reagovanja sa istim. Flavonoli su u vecini
koncentrisani u pokozici grozda pa presovanje komine ne omogucava njihovu bolju ekstrakciju

(Rinaldi et al., 2020).

Tabela 18. Sadrzaj pojedinih fenolnih jedinjenja zaostalih u komini posle cedenja razli¢itim

pritiscima
Jedinjenja u p_revreloj Pritisak cedenja (bar)
(T%?LZI) Samotok 05 10 G
Galna kiselina 4,90+0,21 6,24+0,30 7,9610,40 8,35+0,45
Protokatehuinska kiselina 2,16+0,12 2,53+0,15 3,17+0,20 3,23+0,20
Katehin 25,46+1,3 29,93+1,50 35,41+1,55 37,43+1,25
p-hidroksibenzoeva 1,13+0,09 1,28+0,05 1,60+0,14 1,59+0,12
kiselina
Vanilinska kiselina 2,94+0,11 3,64+0,20 4,62+0,30 4,10+0,50
Kafeinska kiselina 4,86+0,22 4,91+0,20 5,68+0,30 5,70+0,45
Epikatehin 15,38+0,95 18,51+1,2 22,12+1,0 23,33£1,05
Siringinska kiselina 7,27+0,40 8,72+0,45 11,27+0,90 10,54+0,90
p-kumarinska kiselina 3,33+0,14 3,16+0,20 3,75+0,18 3,17+0,14
Ferulinska kiselina 0,82+0,05 0,870,04 1,12+0,05 1,00+0,04
Rutin 0,06+0,002 0,06+0,003 0,07+0,005 0,070,005
trans-resveratrol 1,51+0,10 1,4440,10 1,51+0,12 1,36+0,14
Elaginska kiselina 1,72+0,11 1,63+0,14 2,36+0,15 2,23+0,15
Kvercetin 0,51+0,04 0,41+0,04 0,31+0,02 0,31+0,02
Naringenin 0,20+0,01 0,21+0,012 0,2840,01 0,24+0,02

5.4. Uticaj dodatka hraniva za kvasce na fenolni sastav vina

Testom uparenih uzoraka izvrSeno je poredenje sadrzaja derivata benzoeve kiseline 1 nadena
je statisti¢ki znacajna razlika izmedu sadrzaja istih pri upotrebi amonija¢nog hraniva i kontrolnog
uzorka (p < 0,05). Za ostala analizirana fenolna jedinjenja nije ustanovljena statisti¢ki znacajna
razlika izmedu ispitivanih varijanti ogleda (p > 0,05), a njihov sadrzaj u vinima prikazan je u Tabeli

19.
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Tabela 19. Sadrzaj pojedinih fenolnih jedinjenja u kontrolnom vinu i vinu fermentisanom uz

dodatak hraniva za kvasac

Jedinjenje Kontrola Amonijac¢no Aminokiselinsko
(mg/l) hranivo hranivo
Galna kiselina 2,42+0,12 3,61+0,12 3,66+0,14
Protokatehuinska kiselina 2,31+0,12 3,86+0,15 1,40+0,10
Katehin 19,35+1,20 12,59+0,90 10,05+0,95
p-hidroksibenzoeva 0,62+0,04 0,98+0,05 0,71+0,06
Kiselina
Vanilinska kiselina 3,39+0,15 5,28+0,21 3,31+0,15
Kafeinska kiselina 5,08+0,45 6,47+0,40 9,22+0,85
Epikatehin 7,6040,25 3,77+0,15 3,23+0,12
Siringinska kiselina 7,74+0,55 10,61+0,90 6,19+0,40
p-kumarinska kiselina 5,54+0,30 5,51+0,30 5,76+0,40
Ferulinska kiselina 0,07+0,008 0,13+0,02 0,24+0,03
trans-resveratol 0,13+0,02 0,07+0,002 0,07+0,003
Elaginska kiselina 1,85+0,20 2,80+0,10 2,42+0,11
Kvercetin 0,57+0,06 0,63+0,05 0,40+0,04

U zavisnosti od karakteristika grozda i uslova Qajenja, Sira moze sadrzati razliCite
koncentracije azotnih nutritijenata. Prisustvo neorganskog oblika azota - amonijum kvasci snazno
preferiraju i aminacijom ga direktno ugraduju u ugljeni¢ni skelet. Amonijum otezava usvajanje
aminokiselina od strane kvasca, blokiraju¢i aminokiselinsku permeazu ali ne i specifi¢ne permeaze.
U pocetku alkoholne fermentacije kvasci najéesée usvajaju amonijum jon, a kada se njegova
koli¢ina utrosi aktivira se aminokiselinska permeaza koja usvaja aminokiseline koje dotad nisu bile
asimilovane. Vec¢inu aminokiselina iz Sire kvasac usvoji tokom fermentacije prvih 30 g/l Secera. Sa
odmicanjem alkoholne fermentacije povecava se koncentracija etanola Sto negativno utice na
usvajanje aminokiselina od strane kvasca zato je neophodno hraniva dodati pre poCetka alkoholne
fermentacije. PoSto povecana koli¢ina alkohola pogoduje ekstrakciji fenolnih jedinjenja tokom
maceracije i fermentacije, nije nadeno da aminokiselinsko hranivo ima znacajnog uticaja na fenolni
sastav vina. Generalno posmatrajuci, smanjenje pojedinih fenolnih jedinjenja u vinima sa dodatkom
hraniva moglo bi se pripisati adsorpciji istith na povecanu aktivnu povrSinu kvascevih ¢elija usled
povecanja biomase kvasca (Blesi¢, 2016).
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5.5. Kinetika ekstrakcije ukupnih fenolnih jedinjenja u vinu i komini tokom alkoholne
fermentacije i maceracije kljuka

5.5.1. Uticaj vremena maceracije, spontane fermentacije i zasejavanja kljuka razli¢itim
selekcionisanim vinskim kvascima na dinamiku ekstrakcije ukupnih fenolnih
jedinjenja u vinu

Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja tokom maceracije uz spontanu fermentaciju je bio u
stalnom porastu do 21. dana maceracije. Zasejavanjem kljuka kulturom selekcionisanog vinskog
kvasca Qa23, tokom maceracije primecen je eksponencijalni porast sadrzaja ukupnih fenolnih
jedinjenja tokom 19 dana maceracije, nakon ¢ega je doslo do opadanja njihovog sadrzaja usled
reakcija kondenzacije, polimerizacije ili degradacije (Slika 21). Maksimum ekstrakcije ukupnih
fenolnih jedinjenja tokom maceracije uz zasejavanje BDX i FX10 selekcionisanim vinskim
kvascima, bio je 16. dan maceracije, nakon ¢ega je primecen eksponencijalni pad njihove koli¢ine
(Slika 21). Najnize vrednosti ukupnih fenolnih jedinjenja dobijene su u kontrolnim uzorcima vina
(nulti dan) za sve varijante ogleda. Ogledi na sorti Teran gde je analizirana dinamika ekstrakcije
ukupnih fenolnih jedinjenja (3, 7, 12, 17 i 21 dan), dobijena je najvisa vrednost 17. dan maceracije,
a znacajna razlika u njihovom sadrzaju nadena je jedino izmedu vina koja su macerirala 3 i 7 dana,
posle Cega je ekstrakcija usporena do 21. dana (Damijanic et al., 2012).

Testom uparenih uzoraka mozemo da zaklju¢imo da je znacajna razlika u sadrzaju ukupnih
fenolnih jedinjenja u kontrolama svih primenjenih varijanti ogleda (spontana, BDX, FX10 i Qa23) i
vinima istih varijanti ogleda ali sa razli¢itim periodima maceracije (p < 0,05). Efekat trajanja
maceracije na ukupna fenolna jedinjenja u vinu Karaoglan je bio znaajan (p < 0,05) i njihova
koncentracija je bila u porastu od 5. do 15. dana maceracije $to je u saglasnosti sa nasim rezultatima
(Kocabey et al., 2016). U skladu sa tim je i istraZivanje na sorti Plavac mali, gde je nadeno znacajno
povecanje sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja produzenjem perioda maceracije (Budi¢-Leto et al.,
2008).

Suprotno tome analizom ukupnih fenolnih jedinjenja tokom maceraciono-fermentacionog
procesa od 15 dana, nije zapaZzena znacajna razlika u sadrzaju ukupnih fenolnih jedinjenja u Siri
(nulti dan) i u vinu dobijenom posle 15 dana maceracije. Njihov sadrzaj je imao tendenciju rasta
tokom celog maceraciono-fermentacionog procesa (Mufioz-Bernal et al., 2020).

Najveca brzina ekstrakcije bila je tokom inokulisane fermentacije kvascem FX10 i
maksimum ekstrakcije ostvaren je 16. dan maceracije (Tabela 20).

Tabela 20. Maksimumi ekstrakcije ukupnih fenolnih jedinjenja, vreme i brzina ekstrakcije u
ogledima spontane i inokulisane fermentacije

Vrsta fermentacije Maksimalna Vreme maksimuma Brizina ekstrakcije
(2018) ekstrahovana ekstrakcije (mg/dan)
koli¢ina (mg/l) (dan)
spontana 1963,40 21. 5,00
BDX 1552,90 16. 7,40
FX10 1716,60 16. 9,20
Qa23 1446,80 19. 3,80
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Slika 21. Dinamika ekstrakcije ukupnih fenolnih jedinjenja tokom 21 dan maceracije bez
zasejavanja i sa zasejavanjem vinskim selekcionisanim kvascem

VrSeno je poredenje sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja vina, varijante ogleda spontane
fermentacije (bez dodate kulture selekcionisanog kvasca), sa sadrzajem ukupnih fenolnih jedinjenja
vina dobijenih dodatkom BDX, FX10 i Qa23. Ustanovljeno je da ne postoji statisticki znacajna
razlika u pogledu sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja medu ovim uzorcima, na nivou znacajnosti
0,05. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa istrazivanjem na sorti Vranac, gde je pra¢ena dinamika
ekstrakcije treci, Sesti 1 deseti dan uz primenu dva razli¢ita kvasca, Vinalco (Makedonija) 1 Levuline
(Francuska) (lvanova et al., 2012). U tom istrazivanju, kao ni u nasSem, nije ustanovljena znacajna
razlika u uticaju koris¢enih kvasaca na sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja. Smatra se da je to zbog
primene kvasaca iste Saccharomyces cerevisiae vrste. Medutim, u daljem istrazivanju lvanova-
Petropulos et al. (2015), gde su koris¢eni kvasac Vinalco i Lallemand komercijalni kvasci medu
kojima je i BDX koji smo koristili u nasem istrazivanju, bolje se pokazao kvasac Vinalco u pogledu
sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja u odnosu na Lallemand kvasce, zbog moguce adsorpcije
fenolnih jedinjenja na Celije kvasca. To bi se moglo poistovetiti sa nas§im rezultatima gde je nadeno
viSe ukupnih fenolnih jedinjenja u vinu koje je spontano fermentisalo. Dobro je poznato da se
metaboli¢ki putevi kvasca mogu razlikovati medu sojevima koji uti¢u na sadrzaj fenola (npr.
tirozol, pirogrozdana Kiselina, vinilfenol) i drugih jedinjenja (npr. acetaldehid) tokom maceracije.
Neka od ovih jedinjenja mogu reagovati sa antocijanima modifikuju¢i njihova adsorpciona svojstva
(Ivanova-Petropulos et al., 2015).

5.5.1.1. Poredenje sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja vina inokulisane fermentacije uz
dodatak enzimskih preparata

Postavljeni su ogledi mikrovinifikacije koriS¢enjem kvasca BDX bez dodatka enzimskih
preparata, kao i varijante ogleda koris¢enjem BDX kvasca uz dodatak enzimskih preparata EXV i
Cuvée blanc (CB) (Slika 22). Statistickom obradom dobijenih rezultata (T-tesom), dosli smo do
zakljuCka da ne postoji statistiCki znacajna razlika u sadrzaju ukupnih fenolnih jedinjenja izmedu
varijanti ogleda pri koris¢enju samog kvasca 1 u kombinaciji sa enzimskih preparatima (EXV 1 CB)
na nivou znacajnosti 0,05. Slabo dejstvo enzimskih preparata tokom maceracije moze se objasniti
stvaranjem kompleksa enzim- fenol hidrofobnim interakcijama, jer proteini sadrze ograni¢en broj
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pozicija koje bi mogle stupiti u interakciju sa fenolnim jedinjenjima (Wojdyto et al., 2021). Za
razliku od na$ih rezultata Ortega-Heras et al. (2012) su nasli visi sadrzaj ukupnih fenolnih
jedinjenja u vinima koja su macerirala uz dodatak enzima nego u kontroli. Prema Mihnea et al.
(2016) na sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja bolje se pokazala primena enzimskog preparata u
odnosu na tradicionalnu maceraciju koja je trajala 12 dana, §to su pokazali i drugi autori (Parley,
1997; Bautista-Ortin et al., 2005; Bautista-Ortin et al., 2007; Romero-Cascales et al., 2012).

Primenom pektinolitickog enzima tokom maceracije grozda vinove loze sorte Syrah doslo je
do porasta koncentracije ukupnih fenolnih jedinjenja do 15. dana maceracije zadrzavajuéi je
konstantnom tokom daljeg perioda maceracije (Alencar et al., 2017).
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Slika 22. Dinamika ekstrakcije ukupnih fenolnih jedinjenja za varijante ogleda sa kvascem BDX i
varijantama ogleda sa dodatim enzimskim preparatima

Tabela 21. Maksimumi ekstrakcije ukupnih fenolnih jedinjenja, vreme i brzina ekstrakcije u
ogledima inokulisane fermentacije sa i bez enzimskih preparata

Vrsta fermentacije Maksimalna Vreme maksimuma Brizina ekstrakcije
(2018) ekstrahovana ekstrakcije (mg/dan)
koli¢ina (mg/I) (dan)
BDX 1552,90 16. 7,40
BDX + EXV 1597,75 16. 9,00
BDX + CB 1591,88 15. 6,51

Najvecoj brzini ekstrakcije ukupnih fenolnih jedinjenja je pogodovala kombinacija BDX +
EXV, a maksimum ekstrakcije je primecen 16. dan maceracije (Tabela 21), §to je primeceno i u
varijanti ogleda iz 2016. godine s tim S$to je u tom slucaju maksimum ekstrakcije bio 19. dan
maceracije (Tabela 22).
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5.5.1.2. Uticaj vremena maceracije i primene enzimskih preparata (EXV, CP i Car) na
sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja vina berbe 2016.

Dobijeni rezultati sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja vina proizvedenih u 2016. godini
istrazivanja, su pokazali slicne rezultate kao 1 vina iz 2018. godine. To znaci da je produzenje
vremena maceracije dovelo do vecée ekstrakcije ukupnih fenolnih jedinjenja (Slika 23) S§to je u
saglasnosti sa Kocabey et al. (2016), koji su primenili maceraciju u trajanju od 15 dana. Tokom
fermentacije i maceracije uz ove enzime, doslo je do porasta sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja
do 21. dana maceracije.

Najveca vrednost sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja dobijena je primenom enzimskog
preparata EXV, koji poseduje pektinoliticku aktivnost, i ostvareni maksimum je bio 1166,70 mg
GAE/I (Tabela 22). Prema Sacchi et al. (2005), koji su ranije ispitivali uticaj pektinaza na boju
crvenih vina kao i ukupne fenole, pokazali su pozitivne efekte na kraju fermentacije i to za sorte
Grenache, Carignane, Zinfandel i Petite sirah. Nas$i rezultati govore da je dinamika ekstrakcije
ukupnih fenolnih jedinjenja bila eksponencijalna.

Maksimumi ekstrakcije uz EXV i Car enzimske preparate ostvareni su 19. dana maceracije,
dok je primenom CP enzimskog preparata maksimum bio 20. dan maceracije (Tabela 22). To je u
skladu sa Vrhovsek et al. (2002) gde je nadeno konstantno povecanje proantocijanidina od 15. do
19. dana maceracije, u vinima sorte Blaufrankisch, dok duzi kontakt dovodi do gubitaka. Druga
studija na sorti Teran, pokazala je da je najveci sadrzaj ukupnih fenola, flavonoida i neflavonoida
bio 17. dan maceracije (Damijani¢ et al., 2012). Sli¢no nasim rezultatima, porast ukupnih fenolnih
jedinjenja primecen je do kraja vremena maceracije uz enzimske preparate za sorte Cabernet
sauvignon i Isabel, kako navodi Sacchi et al. (2005) u svom radu, dok takvo ponasanje nije nadeno
za sortu Syrah. Villafio et al. (2006) su u svom radu zapazili povecanje ukupnih fenolnih jedinjenja
tokom 11 dana maceracije za sortu Cabernet sauvignon, od 734 mg GAE/I do 2 813 mg GAE/I, kao
i Jorddo et al. (2011) tokom 9 dana maceracije za lokalne portugalske sorte, $to je neSto raniji
maksimum u odnosu na nase rezultate.

Porede¢i ukupni fenolni sadrzaj u vinu oznacenom kao kontrola (nulti dan) i vinima
dobijenim tretiranjem razli¢itim enzimskim preparatima ustanovljena je znacajna razlika (p < 0,05),
Sto znaci da je vreme maceracije presudno za veci sadrZaj ukupnih fenola. Ovo potvrduje i studija
Kovac et al. (1992), gde je doslo do porasta ukupnih fenola, flavonoida i neflavonoida tokom duzeg
kontakta Sire sa ¢vrstim delovima grozda.
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Slika 23. Dinamika ekstrakcije ukupnih fenolnih jedinjenja za varijante ogleda sa kvascem BDX i
dodatim enzimskim preparatima

Tabela 22. Maksimumi ekstrakcije ukupnih fenolnih jedinjenja, vreme i brzina ekstrakcije tokom
varijanti ogleda inokulisane fermentacije sa enzimskim preparatima

Vrsta fermentacije Maksimalna Vreme maksimuma Brizina ekstrakcije
(2016) ekstrahovana ekstrakcije (mg/dan)
koli¢ina (mg/l) (dan)
BDX + EXV 1166,70 19. 4,07
BDX + CP 1051,50 20. 2,43
BDX + Car 1049,73 19. 3,97

5.5.2. Uticaj vremena maceracije, spontane fermentacije i zasejavanja kljuka razli¢itim
selekcionisanim vinskim kvascima na dinamiku ekstrakcije ukupnih fenolnih
jedinjenja u komini

5.5.2.1. Uticaj zasejavanja selekcionisanih vinskih kvasaca (BDX, FX10 i Qa23) na sadrzaj
ukupnih fenolnih jedinjenja zaostalih u komini u odnosu na spontanu fermentaciju

Poredeci sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u komini zaostaloj posle spontane 1 u komini
zaostaloj nakon inokulisane fermentacije, jedino je uz kvasac BDX nadena statisti¢ki znacajna
razlika u odnosu na spontanu fermentaciju (p < 0,05).

U varijanti ogleda spontane fermentacije najveéi sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja
zaostalih u prevreloj komini naden je posle tri dana maceracije u koli¢ini od 3719,75+96,0 mg/kg
prevrele komine (Tabela 23). Prateci dalji sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u komini tokom 21
dan izluzivanja, zapaZen je eksponencijalni pad od tre¢eg do dvadesetprvog dana maceracije (Slika
24), gde je ostvaren najnizi sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja spontane fermentacije i to
2114,93+101,5 mg/kg (Tabela 23). Dinamika ekstrakcije iz ¢vrstih delova grozda bi se mogla
uporediti sa eksponencijalnim opadanjem koncentracije antocijanina tokom 25h, koja je dobijena
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bilansom mase monomernih antocijanina za komplementarnu te¢nu fazu (Setford et al., 2019a).
Prema lora et al. (2015), koji su radili ekstrakciju ukupnih fenolnih jedinjenja iz komine koja je
susena na 50°C, nadena je veca koli¢ina ukupnih fenolnih jedinjenja izrazenih na 100 gr susene
komine u odnosu na nasu kominu koja je prethodno liofilizovana, s tim $to u tom istrazivanju nije
primenjena maceracija. U drugom istrazivanju gde je maceracija trajala 6 dana, a potom komina
liofilizovana i usitnjena uz te¢ni azot, nadena je koli¢ina od 74,75+2,22 mg/g suve liofilizovane
komine za sortu Cabernet sauvignon (Rockenbach et al., 2011), dok je u nasim uzorcima ta koli¢ina
bila 4-5 puta manja za istu sortu. Pretpostavlja se da je uzrok tome razliita priprema uzorka, koja je
obuhvatala razliCite rastvarace, usitnjavanje liofilizovane komine jer se pokazalo da veli¢ina Cestica
bitno uti¢e na ekstrakciju (Sparrow et al., 2016), upotreba vinskih selekcionisanih kvasaca itd.
Koli¢ina zaostalih ukupnih fenolnih jedinjenja posle 6 dana maceracije u nas§im uzorcima komine
bila je pribliznija izmerenoj koli¢ini u komini od grozda vinove loze sorti Isabel i Merlot
(Rockenbach et al., 2011). U radu Moldovan et al. (2020), sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja
razli¢itih sorti u vodenim ekstraktima kretao se ispod 9,5 mg/g suve komine, dok je u etanolnim
rastvorima sa zagrevanjem primecen nesto visi prinos. To je u skladu sa nasim rezultatima obzirom
da ekstrakcija nije radena na isti naCin (rastvaraci, vreme ekstrakcije, koriS¢enje ultrazvucnog
kupatila). Razli¢it prinos zaostalih fenolnih jedinjenja u komini grozda je i o¢ekivan usled razli¢itog
nac¢ina vinifikacije, primenjenih agrotehnic¢kih i ampelotehnickih mera u vinogradu, vremenskih
uslova, perioda berbe, stepena zrelosti itd. (Rockenbach et al., 2011; Moldovan et al., 2020). U
nasim uzorcima je nadeno u proseku 1 g/100g liofilizovane komine, dok je u radu Wang et al.
(2017), prema njihovoj proceduri ekstrakcije komine grozda vinove loze sorte Tempranillo nadeno
je 4,84 g/100g suvog ekstrakta komine.

Kao $to je i prikazano na graficima (Slika 24 i Slika 25), u varijantama ogleda spontane
fermentacije, BDX + CB, BDX + EXVyg6, kao i inokulacije sa Qa23 vinskim selekcionisanim
kvascem, zabelezen je eksponencijalni pad sadrZaja ukupnih fenolnih jedinjenja sa minimumom 21.
dana maceracije. U slucaju varijanti ogleda inokulacije sa FX10 selekcionisanim vinskim kvascem
minimalna koli¢ina ukupnih fenolnih jedinjenja je nadena posle 12 dana maceracije (Slika 24), a u
slu¢aju BDX kvasca, nakon 13 dana maceracije. Nakon toga, doSlo je do povecanja sadrzaja
ukupnih fenolnih jedinjenja u komini sve do 21. dana maceracije Sto bi se moglo objasniti
reakcijama adsorpcije fenolnih jedinjenja na Celije kvasca kojima je kljuk inokulisan (Setford et al.,
gde nije bilo dodavanja selekcionisanog vinskog kvasca, ekstrakcija fenolnih jedinjenja iz komine u
vino je tekla neometano do 21. dana maceracije gde je utvrden njihov minimum. To se poklopilo i
sa maksimumom fenolnih jedinjenja posle 21 dan maceracije u komplementarnom vinu. Prema
Bautista-Ortin et al. (2016), tokom ekstrakcije se adsorpciono-desorpcionim procesima uspostavlja
ravnoteza koncentracije antocijana izmedu grozda i vina, i kada se dostigne to stanje nije moguca
dalja ekstrakcija antocijana iz pokozice bobice, §to bi se moglo poistovetiti sa ekstrakcijom ukupnih
fenolnih jedinjenja. Posto se uz sam BDX kvasac ekstrakcija iz komine intezivno desavala do 13.
dana maceracije, njegova kombinacija sa razli¢itim enzimskim preparatima (BDX + EXV 15, BDX
+ Car, BDX + CP) dovela je do produzenja perioda ekstrakcije fenolnih jedinjenja iz prevrele
komine do 14, 16 i 18 dana. To bi se moglo pripisati enzimskom delovanju oslobadanja fenolnih
jedinjenja jer veliku ulogu prilikom njihove ekstrakcije igra i struktura biljnog materijala (Setford et
al., 2017; Ducasse et al., 2010; Sacchi et al., 2005). Konkretno u nasem eksperimentu, celijske
zidove bobica grozda, enzimi su doveli u stanje duzeg izluzivanja.
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Slika 24. Dinamika sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja zaostalih u komini tokom maceracije u
varijantama ogleda sa i bez zasejavanja kljuka

Tabela 23. Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u prevreloj komini za oglede spontane i inokulisane
fermentacije

Vrsta 3. dan 5. dan 7. dan 14. dan 21. dan
fermentacije (mag/kg) (mag/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mag/kg)
Spontana 3719,75+96,0 3454,74+90,0 2958,35+55,0 2622,64+89,5 2114,93+101,5
BDX 2400,66+65,0 2670,95+70,0 2044,44+75,0 1926,31+99,0 2260,56+86,0
FX10 2822,19+98,0 2359,37+80,0 2700,62+85,0 2036,36+60,0 2774,5+65,0
Qaz23 4083,6+108,0 4404,54+110,0 3422,68+90,0 2481,66+70,0 2253,02+98,0

5.5.2.2. Poredenje sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja u prevreloj komini dobijenoj
primenom kvasca i enzimskih preparata

Nije ustanovljena statisticki znaCajna razlika u sadrzaju ukupnih fenolnih jedinjenja
zaostalih u komini koja je fermentisala uz kvasac BDX i u kombinaciji BDX + CB i BDX + EXV
enzimskih preparata (p > 0,05) uklju¢ujuci uzorke primenjenih svih perioda maceracije.

Analiziraju¢i kominu zaostalu posle fermentacije sa BDX selekcionisanim vinskim kvascem
i EXV enzimskim preparatom za dve godine istrazivanja (2016. i 2018.), nije nadena statisticki
znacajna razlika u sadrzaju ukupnih fenolnih jedinjenja (Slika 25) (p > 0,05).

Prevrela komina posle 3 dana maceracije kod ogleda BDX + CB, dala je najve¢i sadrzaj
ukupnih fenolnih jedinjenja i to 3278,5+85,0 mg/kg (Tabela 24), dok je najmanji sadrzaj ukupnih
fenolnih jedinjenja zaostao u komini ogleda BDX + Car u koli¢ini od 557,14£30,0 mg/kg (Tabela
24).
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Slika 25. Dinamika ekstrakcije ukupnih fenolnih jedinjenja zaostalih u komini tokom maceracije u
ogledima spontane fermentacije, inokulisane sa BDX i ogledima BDX sa dodatim enzimskim
preparatima

Tabela 24. Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u prevreloj komini ogleda sa kvascem i enzimskim
preparatima

Vrsta 3. dan 5. dan 7. dan 14. dan 21. dan
fermentacije (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

BDX + EXV218 2506,04+90,0 3268,19+95,0 1634,27+40,0 2343,54+80,0 2323,82+86,0
BDX + CB 3278,5485,0 2797,01+77,0 2521,88+60,0 2303,23+50,5 1900,35+85,0
BDX +CP 1846,7+60,0 1857,14+40,0 1678,06+40,0 1035,8+70,0  1147,2+78,0

BDX + EXVa16 2491,6455,0 2363,04+40,0 2335,31+98,0 891,4+55,0 944,67+44,0
BDX + Car 2470,07£80,0  1905,5480,0  1802,7+45,0 557,14+30,0  921,74+38,0

5.5.2.3. Uticaj maceracije na sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja zaostalih u prevreloj komini
dobijenoj primenom razliditih kvasaca i enzimskih preparata

Trajanje maceracije je znacajno uticalo na sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja koja su
zaostala u komini koja je macerirala uz kvasac BDX i enzimske preparate EXV 6, CP 1 Car.
Nadena je statistiCki znacajna razlika izmedu komine koja je macerirala 3 1 5 dana u poredenju sa
14 i 21 dan, kao i izmedu komine koja je macerirala 7 i 14 dana (p < 0,05). Tokom inokulisane i
spontane fermentacije, znacajna razlika u sadrzaju ukupnih fenolnih jedinjenja dobijena je izmedu 3
dana i sa druge strane 7 i 14 dana maceracije (p < 0,05). Statisticki znacajna razlika je nadena
izmedu ukupnih fenolnih jedinjenja zaostalih u komini koja je macerirala 3 1 7 dana, kao i izmedu 5
i 21 dan uz kvasac BDX i enzimske preparate EXV2015 | CB.

Prema Andrich et al. (2005), u pocetku maceracije izdvaja se samo 26% ekstraktibilnih
fenolnih jedinjenja iz Cvrste u teCnu fazu (Siru), Sto znaci da vecina zaostaje u komini $to je i u
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skladu sa naSim istrazivanjem. Izmedu 14. i 20. dana maceracije nije zapazena znacajna razlika kad
je u pitanju ekstrakcija jedinjenja u te¢nu fazu (Andrich et al., 2005), Sto se preslikava i na kominu
u nasem istrazivanju. U nasim uzorcima nije bilo znacajnih razlika u sadrzaju zaostalih fenolnih
jedinjenja komine 14. i 21. dana (p > 0,05).

Komina zaostala nakon kraceg perioda maceracije, u vecini slucajeva dala je visi sadrzaj
ukupnih fenolnih jedinjenja koja su preostala zbog nedovoljnog kontakta ¢vrste (delova grozda) i
tecne faze (Sire ili vina), sli¢no kao u radu de la Cerda-Carrasco et al. (2015), dok se u slucaju duze
maceracije dvojako ponasala. Posmatrajuci kinetiku ekstrakcije fenolnih jedinjenja iz komine
tokom 21 dan maceracije, komina ih je u prvom slucaju otpustala tokom celog perioda kontakta
¢vrste i tecne faze. U drugom slucaju u nekom momentu dolazilo je do adsorpcije ekstrahovanih
fenolnih jedinjenja na celije kvasca ili na ¢vrste delove grozda. Uporedo sa ekstrakcijom desavale
su se reakcije oksidacije, kopigmentacije kao i nastajanja novih pigmenata (Setford et al., 2017).
Ogranicena ili smanjena ekstrakcija tanina, koji ¢ine 30 % ukupnih fenolnih jedinjenja (Solari-
Godifio et al., 2017), iz bobice grozda mogla bi se objasniti i kao rezultat uspostavljanja vodoni¢nih
veza i hidrofobnih interakcija izmedu tanina i ¢elijskih zidova bobice grozda (Hanlin et al., 2010).
Neki autori navode da kvasci najvise adsorbuju antocijanine formirajuéi slabe i reverzibilne veze,
ali 1 pojedinacna fenolna jedinjenja u model rastvorima (Razmkhab et al., 2002; Salmon et al.,
2002; Cerpa-Calderdn i Kennedy, 2008).

Procesi ekstrakcije mogli bi se opisati reakcijama difuzije (Cerpa-Calderon i Kennedy,
2008), gde su se fenolna jedinjenja kretala iz faze visoke koncentracije (komina) do faze nize
koncentracije (Sira) tokom maceracije. Konkretno u ovom slu¢aju proces difuzije uslovljen je
nastalom koli¢inom etanola, raspolozivom povrSinom kontakta ¢vrstih delova grozda, duzinom
maceracije kao i molekularnom strukturom fenolnih jedinjenja. Prema Setford et al. (2017), etanol
ima znacCajan uticaj na brzinu kao i na produzenje ekstrakcije fenola iz komine grozda. Prema tome,
u komini zaostaloj posle krac¢eg perioda kontakta ¢vrste i te¢ne faze, a i zbog manje koncentracije
etanola, nadeni su maksimumi ukupnih fenolnih jedinjenja u komini posle tri i pet dana maceracije.
To je u skladu i sa istrazivanjem Bautista-Ortin et al. (2007), koji navode da se fenolna jedinjenja
semenke ekstrahuju tek na kraju fermentacije. Period od tri ili pet dana maceracije nije dovoljan za
njihovu ekstrakciju pa zaostaju u komini u vecoj meri.

5.6. Kinetika ekstrakcije pojedinih fenolnih jedinjenja u vinu tokom alkoholne fermentacije i
maceracije kljuka uz primenu razli¢itih kvasaca i enzimskih preparata

Tokom maceracije dolazi do ekstrakcije fenolnih jedinjenja iz Cvrstih delova grozda
(komine) u tecni deo (Siru). Sva ta fenolna jedinjenja ekstrahuju se odredenom brzinom u
odredenom momentu maceracije koja je u nasem ispitivanju trajala 21 dan.

5.6.1. Galna kiselina

Galna kiselina je maksimum ekstrakcije dostigla 21. dana maceracije za varijante ogleda
spontane fermentacije, kao i za varijantu ogleda uz BDX (Tabela 26), dok su maksimumi za FX10 i
Qa23 varijante ogleda bili nesto ranije, 17. 1 18. dana maceracije za berbu 2018. godine (Tabela 27).
Uz primenu kvasca Qa23 ostvarena je najveca brzina ekstrakcije galne Kiseline od 0,0225 mg/danu
(Tabela 27). Prateéi istrazivanje Francesca et al. (2014), koli¢ina galne kiseline je bila u porastu ¢ak
do 90. dana post-fermentativne maceracije, $to je u saglasnosti sa nasim istrazivanjem prac¢enim do
21. dana maceracije. Radena je i kraca maceracija od 9 dana na sortama Cabernet sauvignon,
Vranac 1 StanuSina gde je nadeno da je koli¢ina galne kiseline u porastu dok traje maceracija, do 9.
dana, dok je za Vranac konstatovan maksimum ve¢ 6. dan maceracije (Ivanova-Petropulos et al.,
2016). Poredeci sadrzaj galne kiseline 8.1 16. dan maceracije na sorti Feteascd neagra, zaklju¢eno
je da duza maceracija dovodi do vece ekstrakcije ovog jedinjenja (Artem et al., 2021) kao 1 u nasim
istrazivanjima koja su vezana za dinamiku galne kiseline u svim varijantama ogleda sa i bez
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kvasaca. Medutim, taj trend dinamike ekstrakcije se nastavio i dodavanjem enzimskih preparata
(EXV i CB) tokom maceracije uz fermentaciju primenom BDX selekcionisanog vinskog kvasca.
Prema Alencar et al. (2017) i Kocabey et al. (2016) porastu galne kiseline je pogodovala produzena
maceracija, $to moze biti rezultat hidrolize galo-fenola na pH vina (Borazan i Bozan, 2013).

Kao i za BDX, tako i uz dodatak enzimskih preparata EXV i CB, maksimum ekstrakcije
galne kiseline bio je 21. dana maceracije (Tabela 25) kao i za 2016. godinu koristeéi isti enzim i
kvasac (Tabela 28). Od svih varijanti ogleda kvasaca i enzima, za obe godine istrazivanja, najvisi
sadrzaj galne kiseline dobijen je primenom kvasca BDX u kombinaciji sa enzimskim preparatom
CB uz maceraciju od 21 dan (4,6600 mg/l) (Tabela 25). Maceracijom uz enzime CP i Car u 2016.
godini istrazivanja, nadeno je da je doslo do eksponencijalnog porasta sadrzaja galne kiseline do 18.
dana maceracije (Slika 26). To je u skladu sa rezultatima Generali¢c Mekini¢ et al. (2019) koji su
koristili Vinozym Vintage, enzimski preparat koji je kao i na§ CB u osnovi takode pektinaza sa
dodatnim bo¢nim aktivnostima. Dodatak enzimskih preparata pri maceraciji grozda vinove loze
sorte Mencia, takode je doveo do povecanja sadrzaja galne kiseline posle 12 dana maceracije, u
odnosu na kontrolu koja nije macerirala uz enzim (Soto-Véazquez et al.,, 2010). Najniza
ekstrahovana koli¢ina ostvarena je kod ogleda BDX + CP i iznosila je 0,3274 mg/l (Tabela 28).

Poredenjem sadrzaja galne kiseline u vinu dobijenom spontanom fermentacijom i vinu
dobijenom dodatkom BDX selekcionisanog vinskog kvasca, ustanovljena je statisticki znacajna
razlika. Zasejavanje FX10 i Qa23 kvascima nije imalo znacajnog uticaja na sadrzaj galne kiseline.
Primena enzima CP i Car u 2016. godini, dali su znacajnu razliku u pogledu sadrzaja galne kiseline.

Sadrzaj galne kiseline u vinima razli¢itog vremena maceracije, spontane i inokulisane
fermentacije se znacajno razlikovao od sadrzaja galne kiseline u kontrolnom vinu (p < 0,05). Pored
toga, ustanovljena je statisticki znacajna razlika u sadrzaju galne kiseline u kontroli poredeci je sa
vinima uz dodatak CP i Car enzimskih preparata (p < 0,05), dok ostali primenjeni enzimski
preparati nisu imali znacajan uticaj.

Sadrzaj galne kiseline u vinu oznac¢enom kao kontrola znacajno se razlikovao od sadrzaja
galne u vinima koja su macerirala 5, 7, 14 i 21 dan (p < 0,05). To znaci da je vreme maceracije je
bitno uticalo na ekstrakciju galne kiseline pri ogledima sa i bez kvasaca. Sa produzetkom vremena
maceracije doslo je do eksponencijalnog porasta sadrzaja galne kiseline (Slika 26). Analiziraju¢i
vreme maceracije uz dodatak EXV i1 CB, sadrzaj galne kiseline u kontroli se nije znacajno
razlikovao od vina razli¢itih dana maceracije (p > 0,05). U varijantama ogleda u 2016. godini
maceracija od 5, 14 i 21 dan je bila znacajna za sadrzaj galne Kiseline poredec¢i ga sa sadrzajem u
kontroli (nulti dan).

Testom uparenih uzoraka, nije ustanovljena znacajna razlika izmedu varijanti ogleda pri
koris¢enju samog kvasca BDX i u kombinaciji sa enzimskim preparatima (EXV i CB) na nivou
znaCajnosti 0,05. Ovakav efekat enzima na ekstrakciju galne kiseline moze se porediti sa
istrazivanjem Romero-Cascales et al. (2008) gde se sa produzenjem perioda maceracije efekat
primenjenih enzima smanjuje. Pomenuti autori su ustanovili da je 7. dana maceracije ekstrahovano
13% viSe bojenih materija u odnosu na kontrolu, a zatim do kraja maceracije (15 dana) taj procenat
se smanjio i nije nadena znac¢ajna razlika u sadrzaju ekstrahovanih jedinjenja. Prema Bautista-Ortin
et al. (2005), nije ustanovljena znacajna razlika u sadrzaju galne kiseline izmedu enzimom tretiranih
I netretiranih uzoraka.
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Slika 26. Dinamika ekstrakcije galne kiseline tokom spontane i inokulisane fermentacije (a), kao i
uticaj dodatka razli¢itih enzimskih preparata uz isti selekcionisani kvasac, BDX (b)

5.6.2. Protokatehuinska kiselina

Protokatehuinska kiselina dostigla je maksimum ve¢ 10. dan maceracije (2,5984 mg/l) kod
FX10 varijante ogleda (Tabela 27), dok je kod ostalih ogleda spontane i inokulisane fermentacije
maksimum bio 11. dan maceracije (Tabela 26 i Tabela 27). Prate¢i kinetiku ekstrakcije
protokatehuinske kiseline uz dodatak enzimskog preparata EXV maksimum ekstrakcije je bio 11.
dan maceracije, dok je uz CB maksimum ekstrakcije dostignut dan ranije u koli¢ini 2,6247 mg/l, za
2018. godinu (Tabela 25). Najvisa ekstrahovana koli¢ina uz pomenuti EXV enzimski preparat je
iznosila 2,5419 mg/l (Tabela 25). Maksimum ekstrakcije je bio 12. i 13. dana maceracije u
varijantama ogleda sa enzimskim preparatima CP, EXV i Car (Tabela 28). U pomenutoj godini
istrazivanja, kod ogleda BDX + CP ostvarena je najviSa ekstrahovana koliCina protokatehuinske
kiseline i to 0,9300 mg/l (Tabela 28). Nakon ostvarenih maksimuma doslo je do opadanja sadrzaja
protokatehuinske kiseline do kraja ispitivanog perioda maceracije (Slika 27). Suprotno od nasih
rezultata, najveca koli¢ina protokatehuinske kiseline ekstrahovana je ve¢ posle 3 dana maceracije
(Ivanova-Pertopulos et al., 2016). Od svih varijanti ogleda primenjenih kvasaca i enzima, najveca
brzina ekstrakcije protokatehuinske kiseline bila je 0,0373 mg/danu, uz kvasac Qa23 (Tabela 27).

Ispitivajuéi uticaj zasejavanja kvascima BDX, FX10 1 Qa23, u odnosu na spontanu
fermentaciju (Slika 27a), nadeno je da je samo BDX znacajno uticao na promenu koncentracije
protokatehuinske kiseline (p < 0,05). Prema Ivanova-Petropulos et al. (2015), upotreba razli¢itih
kvasaca tokom fermentacije dala je sli¢ne koncentracije protokatehuinske kiseline. Testom uparenih
uzoraka nadena je znacajna razlika izmedu kontrolnih vina i vina razli¢itog vremena maceracije za
sve varijante ogleda sa i bez kvasca kao i uz dodatak enzimskih preparata EXV i CB, kao i u 2016.
godini koriste¢i enzime CP i Car.

Analiziraju¢i kako vreme maceracije uti¢e na sadrzaj protokatehuinske kiseline u
varijantama ogleda sa dodatim enzimima, dobijeno je da postoji znacajna razlika izmedu kontrole
(nulti dan) i vina ¢ija je maceracija trajala 7 dana. U ogledima sa CP, EXV i Car na njen sadrzaj
uticali i ostali periodi maceracije. U varijantama ogleda spontane i inokulisane fermentacije
kontrola se zna¢ajno razlikovala od vina ¢ija je maceracija trajala 3, 5, 7, 14 1 21 dan (p < 0,05).

Dodatak enzimskih preparata EXV i CB, uz zasejavanje selekcionisanim kvascem BDX
(Slika 27b), nije znacajno menjao sadrzaj protokatehuinske kiseline u odnosu na vina koja su
fermentisala samo uz kvasac BDX (p > 0,05). Ovakvi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima Soto-
Vasquez et al. (2010) gde dodatak enzima i tanina nije zna¢ajno promenio sadrzaj protokatehuinske
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kiseline. Porede¢i razli¢ite enzime u 2016. godini, nadena je znaCajna razlika u sadrzaju
protokatehuinske kiseline maceracijom uz CP i Car (p < 0,05).

——BDX
il spontana
*1—Bpx 45| BDXFTEXVy,
—FX10 ——BDX +CB
251 Qa23 ——BDX +CP
309 ——BDX+EXV,,

—— BDX + Car

1,04

0.5 4

Sadrzaj protokatehuinske kiseline u vinu (mg/I)
SadrZaj protokatehuinske kiseline u vinu (mg/1)

0.0 A

T T T T T T T T 0,0 T T T T T T L T
3 6 9 12 15 18 21 0 3 6 9 12 15 18 21

a) Vreme maceracije (dani) b) Vreme maceracije (dani)

Slika 27. Dinamika ekstrakcije protokatehuinske kiseline tokom spontane i inokulisane

fermentacije (a), kao i uticaj dodatka razlicitih enzimskih preparata uz isti selekcionisani kvasac,
BDX (b)

5.6.3. p-hidroksibenzoeva kiselina

Od svih analiziranih jedinjenja, p-hidroksibenzoeva kiselina, je najranije dostigla svoj
maksimum ve¢ 3. dana maceracije u koli¢ini 1,0485 mg/l uz selekcionisani vinski kvasac BDX
(Tabela 26). Maksimum ekstrakcije u 2016. godini je bio ¢ak 13. dan, uz enzimske preparate EXV,
CP i Car (Tabela 28). Za razliku od toga, primena enzimskih preparata EXV i CB u 2018. godini,
dala je maksimume ekstrakcije ovog jedinjenja 5. odnosno 6. dan maceracije (Slika 28b). Sli¢no
tome, rezultati jednog istrazivanja govore o povecéanju koli¢ine ovog jedinjenja usled povecéanja
vremena maceracije (Artem et al., 2021). Analiza dinamike ekstrakcije p-hidroksibenzoeve kiseline
uz razli¢ite kvasce i enzime (Slika 28), pokazala je da se maksimalna ekstrahovana koli¢ina
ostvarila uz primenu kvasca Qa23 i iznosila je 1,1578 mg/l (Tabela 27).

Kada je u pitanju sadrzaj p-hidroksibenzoeve kiseline, utvrdena je statisticki znacajna
razlika medu vinima koja su fermentisala sa dodatkom kvasca BDX i sa druge strane vinima koja su
fermentisala uz BDX sa dodatkom EXV enzimskog preparata, na nivou znac¢ajnosti 0,05. Suprotno
tome, neka istrazivanja govore da dodatak enzima i tanina tokom maceracije grozda vinove loze
sorte Mencia, nije znacajno uticao na promenu sadrzaja p-hidroksibenzoeve kiseline u odnosu na
kontrolu (Soto-Vasquez et al., 2010).

Od svih primenjenih kvasaca samo je BDX imao znacajan uticaj na sadrzaj p-
hidroksibenzoeve kiseline u odnosu na spontanu fermentaciju. U poredenju sa kontrolnim vinima
znacajna razlika je nadena za vina spontane i fermentacije sa Qa23 kvascem. Dodati kvasci BDX i
FX10 nisu imali uticaj. Nije bilo razlike u sadrzaju ovog jedinjenja u kontroli i vinima ogleda BDX
+ EXV i BDX + CB (p > 0,05). Nadena je znacajna razlika u kontroli i vinima razli¢itih perioda
maceracije uz CP, EXV i Car. Isto tako u 2016. godini, razli¢iti enzimski preparati su dali razliite
sadrzaje p-hidroksibenzoeve kiseline (p <0,05).

Sadrzaj p-hidroksibenzoeve kiseline u kontroli se znacajno razlikovao od njene koli¢ine u
vinima ¢ija je maceracija trajala 3, 51 7 dana sa i bez kvasaca, na nivou znacajnosti 0,05. Vreme
maceracije od 5 i 14 dana imalo je znacajan uticaj na promenu sadrzaja p-hidroksibenzoeve kiseline
u varijanti ogleda sa dodatkom enzima EXV i CB, dok periodi od 3, 5, 14 i 21. dan su bili znacajni
tokom maceracije u 2016. godini. Tokom maceracije grozda vinove loze sorte Karaoglan bez
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dodavanja enzimskog preparata, postignuta je znacCajna razlika u sadrzaju p-hidroksibenzoeve
kiseline u vinima koja su macerirala 5, 10 i 15 dana (Kocabey et al., 2016).
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Slika 28. Dinamika ekstrakcije p-hidroksibenzoeve Kkiseline tokom spontane i inokulisane

fermentacije (a), kao i uticaj dodatka razlicitih enzimskih preparata uz isti selekcionisani kvasac,
BDX (b)

5.6.4. Siringinska kiselina

Maksimumi ekstrakcije siringinske kiseline zapazeni su 12. dana maceracije za oglede sa i
bez kvasaca, izuzev BDX varijante ogleda gde je maksimum dostignut dan kasnije (Slika 29a). Uz
primenu enzimskog preparata EXV maksimalna ekstrahovana koli¢ina je ostvarena u vinu cija je
maceracija trajala 13 dana (Slika 29b), dok uz primenu CB maksimum je ostvaren dan ranije
(Tabela 25). U 2016. godini, maksimumi su bili posle 10 i 11 dana maceracije uz primenu
enzimskih preparata EXV, Car i CP (Tabela 28). Nadeni su promenljivi podaci za kinetiku
ekstrakcije siringinske kiseline za razlicite sorte (Stanusina, Vranac i Cabernet sauvignon) gde je u
slu¢aju vina Cabernet sauvignon, njen sadrzaj detektovan posle 9 dana maceracije (lvanova-
Petropulos et al., 2016). Suprotno tome, u nasem istrazivanju sa istom sortom koncentracija
siringinske bila je u porastu ve¢ od tre¢eg dana maceracije. Prema Kocabey et al. (2016), sadrzaj
siringinske kiseline je bio u porastu od 5. do 15. dana maceracije, $to se donekle poklapa sa naSim
rezultatima. Sadrzaj siringinske kiseline u vinima sa inokulisanom fermentacijom nije bio znacajno
promenjen u odnosu na sadrzaj tog jedinjenja u vinu dobijenom spontanom fermentacijom.
Ekstrakcija siringinske kiseline nije uslovljena metabolizmom kvasca ve¢ nastajanjem alkohola koji
pomaze ekstrakciju iz ¢vrstih delova grozda (Cabrita et al., 2008). Ipak, Ivanova-Petropulos et al.
(2015) u svom radu navodi da je sadrzaj siringinske kiseline bio ve¢i primenom Lallemand kvasaca,
dok primenom Vinalco kvasaca tokom fermentacije, siringinska kiselina nije detektovana u tom
vinu.

Dodatak enzimskih preparata nije imao uticaj na sadrzaj izdvojene siringinske kiseline u
odnosu na vino koje je fermentisalo uz BDX bez dodatka enzimskih preparata, $to je u skladu sa
Cabrita et al. (2008). Prethodno pomenuti autori navode da se sadrzaj siringinske kiseline nije
povecao u vinima dobijenim uz dodatak enzimskih preparata. Prema Bautista-Ortin et al. (2005) ni
za sortu Monastrell nije uoCena znacajna razlika u sadrZaju siringinske kiseline izmedu enzimski
tretiranih i netretiranih vina. Porede¢i nekoliko tehnika vinifikacije, Soto-Vazquez et al. (2010) su
primetili vi$i sadrzaj siringinske kiseline u vinima kojima su dodati enzimi i tanini tokom
maceracije.

Upotreba enzima EXV, CP 1 Car nije dovela do znacajne razlike u pogledu sadrzaja
siringinske kiseline u 2016. godini istrazivanja (p > 0,05).
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Uz enzimski preparat CB je ostvarena najvisa ekstrahovana koli¢ina siringinske kiseline i to
9,4652 mg/l, 12. dan maceracije pri maksimalnoj brzini od 0,0665 mg/dan (Tabela 25). Prema
literaturi enzimski preparati najbolju aktivnost pokazuju u prvim danima maceracije. Ekstrakciju
siringinske kiseline u ovom slu¢aju poboljsala je B- glukozidazna aktivnost enzimskog preparata

CB jer se ovo jedinjenje izdvaja iz B- prstena malvidin-3-glukozida (Bautista-Ortin et al., 2005;
Cabrita et al., 2008).

Koncentracija siringinske kiseline u kontrolama (nulti dani) se znacajno razlikovala od
sadrzaja tog jedinjenja u vinima duzeg vremena maceracije sa ili bez zasejavanja selekcionisanim
vinskim kvascima ili dodatim enzimskim preparatima u 2018. godini istrazivanja, kao i u 2016.
godini osim uz enzim EXV.

Vreme maceracije od 3, 5, 7, 14 i 21 dan (spontana, BDX, FX10 i Qa23) je znacajno uticalo
na sadrzaj siringinske kiseline U poredenju sa kontrolnim vinom (p < 0,05). Pri upotrebi razli¢itih

enzimskih preparata (EXV 1 CB) znac¢ajno je bilo vreme maceracije u trajanju od 3, 5121 dan, a za
2016. godinu samo 5 i 21 dan.
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Slika 29. Dinamika ekstrakcije siringinske kiseline tokom spontane i inokulisane fermentacije (a),
kao i uticaj dodatka razli¢itih enzimskih preparata uz isti kvasac, BDX (b)

5.6.5. Vanilinska i kafeinska kiselina

Prate¢i kinetiku ekstrakcije kafeinska i vanilinska kiselina svoje maksimume ekstrakcije su
dostigle 12. dan maceracije i to za varijante ogleda spontane fermentacije i uz Qa23 selekcionisani
vinski kvasac (Slika 30a i Slika 31a).

Za BDX varijantu ogleda vanilinska je dostigla maksimalnu ekstrahovanu koli¢inu, 4,3769
mg/l, 13. dana maceracije (Tabela 26). Uz dodatak enzimskih preparata, maksimumi vanilinske
kiseline su bili 14. dan za EXV i 13. dan za CB enzimski preparat (Tabela 25), i sli¢no vreme
maksimuma zabeleZeno je i u 2016. godini (Tabela 28).

Najveca brzina ekstrakcije kafeinske i vanilinske kiseline postignuta je tokom spontane
fermentacije, a to je 0,0687 mg/danu za kafeinsku i 0,0350 mg/danu za vanilinsku kiselinu (Tabela
26).

Primenom BDX selekcionisanog vinskog kvasca, dobijena je koli¢ina vanilinske kiseline
koja se znacajno razlikovala od njenog sadrzaja dobijenog spontanom fermentacijom (p < 0,05).
Kvasci FX10 i Qa23 nisu dali rezultate koji se znacajno razlikuju od spontane fermentacije. Testom
uparenih uzoraka vrSeno je poredenje tri enzimska preparata u 2016. godini i nije ustanovljena
znacajna razlika u sadrzaju vanilinske kiseline (p > 0,05).
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Utvrdena je znacajna razlika u sadrzaju vanilinske kiseline izmedu kontrolnih vina i vina
svih ostalih varijanti ogleda. Dodatak enzima EXV i CB, nije znacajno uticao na sadrzaj vanilinske
kiseline u odnosu na vino koje je fermentisalo samo uz kvasac BDX (p > 0,05).

Vreme maceracije od 3, 5, 7, 14 i 21 dan (spontana, BDX, FX10 i Qa23) je znacajno uticalo
na sadrzaj vanilinske kiseline pri poredenju sa kontrolnim vinom (p < 0,05). Pri upotrebi razli¢itih
enzimskih preparata (EXV i CB) znacajno je bilo vreme maceracije U trajanju od 5, 7, 14 i 21 dan.
Za sadrzaj vanilinske kiseline u vinima iz 2016. godine, bila je znacajna maceracija od 3, 5, 14 i 21
dan u odnosu na kontrolu (p < 0,05). Sli¢no tome, pronadena je razlika u sadrzaju vanilinske
kiseline u Karaoglan vinima koja su dobijena maceracijom od 5 i 10 dana sa vinima koja su
macerirala 15 dana (Kocabey et al., 2016).

U ogledima sa kvascima, najraniji maksimum imala je kafeinska kiselina kod varijante
ogleda FX10, koji je bio 11. dan maceracije u koli¢ini 6,3608 mg/l. Vanilinska kiselina je dostigla
maksimum dan kasnije za istu varijantu ogleda (3,8308 mg/l) (Tabela 27). Sli¢no tome, za vino
sorte Aglianico di taurasi posle 20 dana maceracije nadeno je 6,25+0,25 mg/l kafeinske kiseline,
dok je koli¢ina vanilinske u istom vinu bila 10,68+0,30 mg/l (Francesca et al., 2014), $to je dosta
viSe u odnosu na na$ maksimum. Suprotno tome, u istrazivanju Ivanova-Petropulos et al. (2016),
najvisi sadrzaj kafeinske kiseline naden je na poCetku maceracije, ve¢ 3. dana, da bi kasnije doslo
do opadanja.

Dinamika ekstrakcije kafeinske kiseline tokom maceracije u 2016. godini, pokazala je
kasniji maksimum ekstrakcije za enzim EXV (18. dan), dok su varijante ogleda sa Car i CP
enzimskim preparatima dale maksimume 13. i 12. dan maceracije (Tabela 28), sli¢no kao pri
maceraciji u 2018. godini kada su koriS¢eni samo kvasci prilikom vinifikacije.

U nasim eksperimentima sa enzimima u 2018. godini, maksimalna ekstrahovana koli¢ina, od
6,2872 mg/l, ostvarena je posle 8. dana maceracije uz primenu enzima CB (Tabela 25). Primena
EXV enzimskog preparata dala je maksimalnu ekstrahovanu koli¢inu kafeinske kiseline posle 9
dana maceracije i to 5,9041 mg/l (Tabela 25). Uz primenu kvasca BDX bez enzimskih preparata u
istoj godini istrazivanja, maksimum je dostignut 12. dan maceracije (Tabela 26). Ovi rezultati su u
skladu sa Alencar et al. (2017) koji su dodavali i pektinoliticki enzimski preparat, gde je naden
najvisi sadrzaj kafeinske kiseline posle 5 dana maceracije, nakon ¢ega je doslo do opadanja.
Enzimsko dejstvo najizraZenije na pocéetku maceracije, dok se kasnije njihovo dejstvo smanjuje
(Romero-Cascales et al., 2008).

Posmatrajuci samo kako vreme maceracije utice na sadrzaj kafeinske kiseline u varijantama
ogleda sa dodatim enzimima u 2018. godini, dobijeno je da nema razlike u kontroli (nulti dan) sa
vinima ostalih dana maceracije (3, 5, 7, 14 i 21 dan). Postojala je znacajna razlika u sadrzaju
kafeinske kiseline izmedu kontrole i vina koja su macerirala 3, 5, 14 1 21 dan uz enzimske preparate
CP, EXV i Car (p <0,05).

U slucaju spontane i fermentacije sa kvascima sadrzaj kafeinske kiseline u kontroli se
znacajno razlikovao od njene koli¢ine u vinima ¢ija je maceracija trajala 5, 14 1 21 dan. Za
Karaoglan vina koja su macerirala 5, 10 i 15 dana, nije nije ustanovljen znacajan uticaj vremena
maceracije na sadrzaj kafeinske kiseline (Kocabey et al., 2016).

Ipak, uticaj dodatka enzimskih preparata (EXV i CB) uz kvasac BDX, nije bitno promenio
izdvojenu koli¢inu kafeinske kiseline u odnosu na vino koje je fermentisalo samo uz BDX, na nivou
znacajnosti 0,05. Nije uocena statisticki znac¢ajna razlika u pogledu kafeinske kiseline izmedu
kontrole bez enzima i enzimski tretiranog vina uz maceraciju od 15 dana, ni kod sorte Monastrell
(Bautista-Ortin et al., 2005).
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Takode nije nadena statisticki znacajna razlika u pogledu sadrzaja kafeinske kiseline koriS¢enjem tri
razli¢ita enzimska preparata (EXV, CP i Car).

Sadrzaj kafeinske kiseline nije se znaCajno menjao u vinima spontane i inokulisane
fermentacije (p > 0,05). Primenom kvasca FX10 i spontane fermentacije nadena je razlika u
sadrzaju kafeinske kiseline u kontrolinim vinima i vinima duze maceracije, dok druge varijante
ogleda nisu dale zna¢ajnu razliku medu pomenutim uzorcima. Ipak, u 2016. godini, postojala je
razlika izmedu sadrzaja kafeinske kiseline u kontroli i sadrzaja koji je dobijen fermentacijom uz
BDX i razlicite enzime (EXV, CP, Car) u vinima razli¢itog perioda maceracije (p < 0,05).
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Slika 30. Dinamika ekstrakcije vanilinske kiseline tokom spontane i inokulisane fermentacije (a),
kao i uticaj dodatka razli¢itih enzimskih preparata uz isti selekcionisani kvasac, BDX (b)
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Slika 31. Dinamika ekstrakcije kafeinske kiseline tokom spontane i inokulisane fermentacije (a),
kao i uticaj dodatka razli¢itih enzimskih preparata uz isti selekcionisani kvasac, BDX (b)

5.6.6. Elaginska kiselina

Kada je u pitanju elaginska kiselina, maksimum ekstrakcije je dostignut 21. dana maceracije
za varijante ogleda spontane fermentacije i fermentacije uz kvasce BDX (Tabela 26) i FX10.
Primenom kvasca Qa23 (Tabela 27) svoj maksimum dostigla je 19. dan maceracije (Slika 32a). Uz
dodati enzimski preparat EXV maksimum ekstrakcije je bio takode 21. dana maceracije, a uz CB
14. dan maceracije (Slika 32b). Slicne maksimume ekstrakcije, uz razli¢ite enzimske preparate, dala
je 1 2016. godina (Tabela 28). Zasejavanje kljuka razli¢itim kvascima, kao ni kombinacija kvasca i
enzima, nije dovelo do znaCajne razlike u sadrzaju elaginske kiseline u odnosu na spontanu
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fermentaciju (p > 0,05). Primena razli¢itih enzimskih preparata u 2016. godini nije dovela do
znacajne razlike u pogledu sadrzaja elaginske kiseline.

Tokom spontane i1 inokulisane fermentacije uz razliCite periode maceracije, kao i u
kombinaciji BDX + CB u 2018. i BDX u kombinacijama sa CP i Car u 2016. godini, doslo je do
znacajne razlike u ekstrakciji elaginske kiseline u odnosu na kontrolu (p < 0,05). Primena enzima
EXV uz kvasac BDX nije dovela do znacajne razlike u sadrzaju elaginske kiseline u odnosu na
kontrolu u obe godine istrazivanja.

Analiziraju¢i primenu spontane i inokulisane fermentacije (BDX, FX10 1 Qa23) u pogledu
ekstrakcije elaginske kiseline tokom razli¢itog vremena maceracije, utvrdeno je da postoji statisticki
znaCajna razlika izmedu kontrole i vina ¢ija je maceracija trajala 5, 7, 14 i 21 dan. Nije nadena
statistiCki znacajna razlika izmedu kontrole i vina €ija je maceracija trajala tri dana, na nivou
znacajnosti 0,05. Primena enzimskih preparata, na sadrzaj elaginske kiseline bitno je uticala
maceracija od 7 dana u poredenju sa kontrolom u 2018. godini i maceracija od 14 dana u 2016.
godini (p < 0,05). Prema Kocabey et al. (2016), tokom maceracije u trajanju od 15 dana primecen je
neznatan porast sadrzaja elaginske kiseline, mada ta razlika nije bila statisticki znacajna. Elaginska
kiselina uglavnom nastaje kao proizvod hidrolize hidrolizabilnih tanina koji se nalaze u hrastovom

drvetu, pa vecu koli¢inu ove fenolne kiseline poseduju vina koja su odlezavala u drvenim sudovima
(Kocabey et al., 2016).

Pratec¢i dinamiku ekstrakcije u razli¢itim varijantama ogleda uz primenu razli¢itih kvasaca 1
enzima za 2018. godinu, zakljuceno je da je najvisa koncentracija elaginske kiseline ekstrahovana u
vino ¢ija je maceracija trajala 21 dan uz zasejavanje kvascem BDX i dodatkom EXV enzimskog
preparata.
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Slika 32. Dinamika ekstrakcije elaginske kiseline tokom spontane i inokulisane fermentacije (a),
kao i uticaj dodatka razli¢itih enzimskih preparata uz isti selekcionisani kvasac, BDX (b)

5.6.7. p-kumarinska kiselina

Maksimumi p-kumarinske Kiseline za BDX i Qa23 varijante ogleda bili su 15. dana
maceracije, dok je uz spontanu fermentaciju i upotrebu selekcionisanog vinskog kvasca FX10
dostignut ranije (Slika 33a), 13. i 12. dana maceracije (Tabela 26 i Tabela 27). Prate¢i dinamiku
ekstrakcije uz primenu enzimskih preparata, maksimumi ekstrakcije su ostvareni 12. dan maceracije
u 2018. godini, dok je u 2016. maksimum postignut 16. dan maceracije za EXV (Slika 33b). Sli¢no
tome u jednom istrazivanju, prilikom maceracije od 3, 6 i 9 dana, grozda vinove loze sorte Cabernet
sauvignon, sadrzaj p- kumarinske Kiseline je do kraja maceracije bio u porastu sa najvec¢im
sadrzajem 9. dana (Ivanova-Petropulos et al., 2016). Na sadrzaj p- kumarinske kiseline znacajan
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uticaj imao je dodatak selekcionisanog vinskog kvasca FX10 u poredenju sa spontanom
fermentacijom. U pogledu sadrZzaja p- kumarinske kiseline utvrdena je znacajna razlika izmedu
spontane i fermentacije sa FX10 u poredenju sa kontrolnim vinima, dok se BDX i Qa23 varijante
ogleda nisu znacajno razlikovale od kontrola. Znacajna razlika se javila 1 izmedu sadrzaja ovog
jedinjenja u kontroli i vinima koja su macerirala uz dodatak enzimskih preparata EXV i CB, kao i
enzimskih preparata Car i CP u 2016. godini. Odredene fenolne kiseline, uglavnom hidroksicimetne
kiseline, medu kojima je p-kumarinska kiselina, mogu biti esterifikovane sa galaktoznom i
arabinoznom grupom u bo¢nim lancima pektina ramnogalakturonana | (Arnous i Meyer, 2010;
Wojdyto et al., 2021). Pretpostavlja se da je primena enzimskih preparata koji su uglavnom
pektinoliticki povecala sadrzaj ovog jedinjenja u vinu. Pored ovoga oslobadanje p-kumarinske
kiseline moZe nastati i degradacijom acilovanih antocijanina (Arnous i Meyer, 2010).

Nije nadena znacajna razlika u vinima koja su fermentisala uz kvasac BDX sa dodatkom
enzimskih preparata EXV i CB i vina koja su fermentisala samo uz primenu kvasca BDX (p >
0,05), §to je suprotno rezultatima Soto-Vasquez et al. (2010). Pomenuti autori su pronasli statisticki
znacajnu razliku izmedu kontrole 1 vina koje je maceriralo uz dodatak enzima 1 tanina. Ispitujuci
dva razli¢ita enzima Bautista-Ortin et al. (2005) su zakljucili, slicno naSim rezultatima, da nema
statisticki znacajne razlike medu kontrolom i enzimima tretiranih vina. Poredenjem enzima
medusobno (EXV, CP i Car) nije ustanovljena znacajna razlika u sadrzaju p- kumarinske kiseline.

Sa aspekta uticaja duzine maceracije na sadrzaj p- kumarinske kiseline prilikom spontane i
inokulisane fermentacije, kontrola se znacajno razlikovala od vina ¢ija je maceracija trajala 5 i 21
dan, na nivou znacajnosti 0,05. U varijanti ogleda sa dodatkom EXV 1 CB enzimskih preparata,
sadrzaj p- kumarinske kiseline u kontroli se znacajno razlikovao od sadrzaja u vinima koja su
macerirala 14 i 21 dan (p < 0,05), dok su u 2016. godini to bila vina koja su macerirala samo 3 i 5
dana.

Za izdvajanje najvise koli¢ine p- kumarinske kiseline, najbolje se pokazala primena kvasca
FX10. U tom ogledu maksimalna ekstrahovana koli¢ina je iznosila 9,9765 mg/l i ostvarena je 12.
dan maceracije (Tabela 27). Dobijeni rezultat je znacajno visi u odnosu na koli¢inu p- kumarinske
kiseline koja je ekstrahovana tokom 30 dana macercije sorte Syrah i iznosila oko 0,20 mg/Il (Alencar
et al., 2017). Autori drugog rada, koji su primenjivali tri perioda maceracije (5, 10 i 15 dana) sorte
Karaoglan, nasli su najvisu koli¢inu p- kumarinske kiseline u vinu koje je maceriralo 15 dana i
iznosila je 7,15+2,13 mg/l, sto je takode manje nego u nasim vinima (Kocabey et al., 2016).
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Slika 33. Dinamika ekstrakcije p-kumarinske kiseline tokom maceracije pri spontanoj i inokulisanoj

fermentaciji (a), kao i uticaj dodatka razli¢itih enzimskih preparata uz isti selekcionisani kvasac,
BDX (b)
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5.6.8. Katehin i epikatehin

Maksimum ekstrakcije katehina i epikatehina, za sve varijante ogleda sa kvascima i sa
enzimima za 2018. godinu, ostvaren je 21. dana maceracije sa najviS$im izdvojenim koli¢inama za
fermentaciju uz dodatak BDX vinskog selekcionisanog kvasca (Slika 34 i Slika 35). Maksimalna
izdvojena koli¢ina za epikatehin u 21. danu maceracije iznosila je 18,7350 mg/l (Tabela 26), dok je
za katehin ta koli¢ina bila 36,3108 mg/l (Tabela 26), uz kvasac BDX (Slika 34a i Slika 35a). U
2016. godini, kada je ispitivan uticaj tri razli¢ita enzimska preparata (EXV, CP 1 Car) primecena je
eksponencijalna ekstrakcija katehina, sa maksimumom ekstrakcije posle 18. dana maceracije
(Tabela 28). Ovi rezultati su u saglasnosti sa Francesca et al. (2014) gde su maksimalne koli¢ine
katehina 1 epikatehina nadene na kraju maceracije, u toku koje je dominantan kvasac bio
Saccharomyces cerevisiae, $to bi se moglo tumaciti sporijom kinetikom ekstrakcije, jer prolaze
nekoliko supstitucija 1 imaju veéu molekulsku masu. Drugi autori navode da je maksimalna
vrednost za katehin i epikatehin kod sorti Aglianico, Piedirosso i Nerello mascalese bila posle 15. i
12. dana (Gambuti et al., 2004) i njihov sadrzaj je uveliko uslovljen sortom. Izdvajanje flavan-3-ola
koji se nalaze u semenkama grozda, deSava se tokom celog perioda maceracije zbog postepenog
nastajanja alkohola koji je neophodan ekstragens kada su ova jedinjenja u pitanju jer se oslobadaju
iz kutikularnog vostanog sloja kojim su oblozene semenke (Sun et al., 2011). Sadrzaj katehina i
epikatehina je bio u pozitivnoj korelaciji sa produzenjem perioda maceracije i za sorte Monastrell i
Karaoglan (Gomez-Plaza et al., 2001; Kocabey et al., 2016), Sto se poklapa sa nasim tvrdnjama.
Katehin je bio najdominantnije kvantifikovano jedinjenje u svim varijantama ogleda $to je u
saglasnosti sa drugim autorima (Generali¢ Mekini¢ et al., 2019; Bautista-Ortin et al., 2007; Soto-
Vazquez et al., 2010). U 2016. godini ekstrahovane su dosta niZze koncentracije katehina nego u
vinu berbe 2018.

Najveca brzina ekstrakcije katehina i epikatehina za 2018. godinu ostvarena je uz
fermentaciju selekcionisanim vinskim kvascem BDX za 2018. godinu, i iznosila je 1,994 mg/danu
za katehin, odnosno 1,0600 mg/danu za epikatehin (Tabela 26).

Sadrzaj katehina i epikatehina nije se znafajno razlikovao u vinu koje je fermentisalo
spontano i vinu koje je fermentisalo uz zasejavanje selekcionisanim vinskim kvascima, kao ni u
kombinaciji kvasca sa enzimskim preparatima (p > 0,05). Nasuprot ovome, maceracija u trajanju od
12 dana sorte Mencia, uz primenu kombinacije enzima i tanina, dovela je do znacajnog povecéanja
sadrzaja katehina u odnosu na tradicionalnu maceraciju (Soto-Vazquez et al., 2010). Prema
Bautista-Ortin et al. (2005), maceracija uz dodatak enzimskih preparata poveéala je znacajno
sadrzaj katehina, dok je sadrzaj epikatehina ostao priblizno nepromenjen. Prate¢i sadrzaj katehina 1
epikatehina tokom maceracije od 30 dana uz dodatak pektinolitickog enzimskog preparata, Alencar
et al. (2017) su zakljuéili da je doslo do znadajnog porasta koli¢ine katehina tokom celog perioda
maceracije $to je u saglasnosti sa nas§im rezultatima. Prema Revilla i Gonzales-SanJosé (2003),
pektinoliti¢ki preparati su se pokazali dobro u smislu vecée ekstrakcije pojedinih fenolnih jedinjenja
osim epikatehina, §to je u skladu sa nasim rezultatima.

U ogledima iz 2016. godine ostvarena je znacajna razlika u sadrzaju katehina u kontrolnom
vinu (nulti dan) i vinima dobijenim uz dodatak EXV, CP i Car enzimskih preparata duzih perioda
maceracije.

U pogledu uticaja vremena maceracije na sadrzaj katehina, kontrola se statisticki znacajno
razlikovala od vina koja su macerirala 7, 14 i 21 dan uz razli¢ite kvasce (p < 0,05). Znac¢ajan uticaj
na sadrzaj epikatehina ispoljilo je vreme maceracije od 7 i 21 dan, u poredenju sa kontrolom. Vino
maceracije 3, 7 i 14 dana uz BDX i dodatak enzimskih preparata EXV i CB se znac¢ajno razlikovalo
po sadrzaju epikatehina od kontrolnog vina. Sadrzaj katehina u vinu koje je maceriralo 14 i 21 dan
znacajno se razlikovao (p < 0,05), od njegovog sadrzaja u kontroli za varijantu ogleda sa enzimima
(EXV i CB) u 2018. godini. U nasem istrazivanju u 2016. godini, sadrZaj katehina u vinu koje je
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maceriralo 5, 14 1 21 dan se znacajno razlikovao od njegove koli¢ine u kontroli iz iste godine.
Primena razliCitith enzimskih preparata (EXV, CP 1 Car) nije bila znacajna u pogledu sadrzaja
katehina u dobijenim vinima iz 2016. godine (p > 0,05).

Sli¢no tome, u radu Alencar et al. (2017), sadrzaj ovih jedinjenja u Siri se znaajno
razlikovao od njihove koli¢ine nakon 10, 15, 20, 25 i 30 dana maceracije. Analizom svih varijanti
ogleda dinamike ekstrakcije za 2018. godinu, u pogledu koli¢ine katehina i epikatehina u vinu,
najbolje se pokazala primena kvasca BDX i maceracija od 21 dan.
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Slika 34. Dinamika ekstrakcije katehina tokom maceracije primenom spontane i inokulisane

fermentacije (a), kao i uticaj dodatka razli¢itih enzimskih preparata uz isti selekcionisani kvasac,
BDX (b)
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Slika 35. Dinamika ekstrakcije epikatehina tokom maceracije primenom spontane i inokulisane

fermentacije (a), kao i uticaj dodatka razli¢itih enzimskih preparata uz isti selekcionisani kvasac,
BDX (b)

5.6.9. Kvercetin

Kvercetin je ekstrahovan do 21. dana maceracije uz selekcionisani vinski kvasac BDX, da bi
taj dan dostigao maksimalnu izdvojenu koli¢inu od 0,7637 mg/l. Primenom spontane fermentacije
maksimum je dostignut ve¢ 11. dana maceracije u koli¢ini od 1,4840 mg/l, §to je najranije od svih
varijanti ogleda sa i bez kvasaca (Slika 36). Primenom enzimskog preparata EXV uz kvasac BDX,
maksimum ekstrakcije kvercetina bio je 12. dan maceracije u koli¢ini 1,7301 mg/l, dok primenom
enzimskog preparata CB taj maksimum je bio dan ranije u koli¢ini 1,4221 mg/l (Tabela 25).
Primenom spontane fermentacije, kvasaca FX10 i Qa23 najbolje se pokazala maceracija u trajanju
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od 7 dana, dok primenom kvasca BDX maceracija koja je trajala ¢ak 21 dan dala je najvisu koli¢inu
kvercetina (Tabela 26 i Tabela 27). Uz enzime CB i EXV, maksimalne ekstrahovane koli¢ine su
ostvarene 11. odnosno 12. dana maceracije (Tabela 25). Tokom maceracije sadrzaj kvercetina je bio
u porastu, S$to je u saglasnosti sa Gambuti et al. (2004) koji su konstatovali pozitivnu korelaciju
izdvojenog kvercetina i duzine maceracije. Za vino Piedirosso je nadeno da je maksimum
ekstrakcije kvercetina bio 12. dan maceracije, dok za Nerello mascalese maksimum dostignut 17.
dan maceracije (Gambultti et al., 2004). Primenom inokulisane fermentacije (BDX, FX10 i Qa23),
sadrzaj kvercetina se nije znacajno promenio (p > 0,05) u odnosu na spontanu fermentaciju.
Dodatak enzimskih preparata EXV i CB nije znafajno uticao na sadrzaj kvercetina u tom vinu. Za
razliku od nasih rezultata, za vino Monastrell koje je tretirano enzimskim preparatima, nadeno je da
sadrzi visi nivo kvercetina u odnosu na klasi¢énu maceraciju bez enzima (Bautista-Ortin et al.,
2005).

U odnosu na kontrolu (nulti dan), utvrdena je znacajna razlika u sadrzaju kvercetina za vina
razli¢itog vremena maceracije varijante ogleda BDX i FX10 (p < 0,05), dok spontana i fermentacija
uz kvasac Qa23 nisu dovele do bitnih promena. Dodatkom enzimskog preparata EXV, ekstrahovana
koli¢ina kvercetina nije se bitno razlikovala od kontrole. Suprotno tome znacajna razlika
konstatovana je u vinima koja su macerirala razli¢ito vreme uz enzimski preparat CB u odnosu na
kontrolu (p < 0,05).

Uticaj vremena maceracije na sadrzaj kvercetina za sve varijante spontane i inokulisane
fermentacije, ogleda se u znacajnoj razlici izmedu vina oznacenog kao kontrola i vina ¢ija je
maceracija bila 5, 7 i 21 dan (p < 0,05). Suprotno nasim rezultatima, tokom maceracije sorte
Karaoglan 5, 10 i 15 dana, utvrdeno je da vreme maceracije nije imalo bitnog uticaja na sadrzaj
kvercetina u vinu (Kocabey et al., 2016). Primenom enzimskih preparata EXV i CB, maceracija od
7 dana je znaéajno uticala na sadrzaj kvercetina u odnosu na sadrzaj ovog jedinjenja u kontroli.
Sli¢no tome, koriS¢enje enzimskog preparata tokom maceracije od 5 dana, dovelo je do vece
ekstrakcije kvercetina u odnosu na klasi¢nu maceraciju bez kori§¢enja enzima (Generali¢ Mekini¢
et al., 2019). U istrazivanju Soto-Vasquez et al. (2010) primena kombinacije tanina i enzima nije
znacajno promenila sadrzaj kvercetina u odnosu na kontrolu.
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Slika 36. Sadrzaj kvercetina tokom maceracije pri spontanoj i inokulisanoj fermentaciji (a), kao i
uticaj dodatka razli¢itih enzimskih preparata uz isti selekcionisani kvasac, BDX (b)
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Tabela 25. Brzina ekstrakcije pojedinih fenolnih jedinjenja, maksimalne ekstrahovane koli¢ine i dani
maceracije u kojima su dostignute za BDX + EXV i BDX + CB varijante ogleda

Brzina Maksimum Maksimalna Brzina Maksimum Maksimalna

S ekstrakcije ekstrakcije ekstrahovana ekstrakcije ekstrakcije ekstrahovana
Jedinjenje

(mg/dan) (dan) Kkoli¢ina (mg/dan) (dan) koli¢ina
(mg/l) (mg/l)
vrsta BDX + EXV BDX + CB
fermentacije
Elaginska 0,0012 21. 4,7599 0,0232 14. 3,0536
Kiselina
Epikatehin 0,7163 21. 12,7883 0,5817 21. 10,8685
Galna kiselina 0,0058 21. 3,2623 0,0047 21. 4,6600
Kafeinska 0,0353 9. 5,9041 0,0233 8. 6,2872
Kiselina
Katehin 1,5580 21. 28,9557 0,5794 21. 26,3809
Kvercetin 0,0285 12. 1,7301 0,0216 11. 1,4221
p- 0,0051 5. 0,9654 0,0058 6. 1,1242
hidroksibenzoeva
Kiselina
p-kumarinska 0,0592 12. 5,6356 0,4443 12. 5,2498
Kiselina
Protokatehuinska 0,0202 11. 2,5419 0,0155 10. 2,6247
Kiselina
Siringinska 0,0363 13. 7,7923 0,0665 12. 9,4652
Kiselina
Vanilinska 0,0298 14. 4,1648 0,0316 13. 4,4260
Kiselina
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Tabela 26. Brzina ekstrakcije pojedinih fenolnih jedinjenja, maksimalne ekstrahovane koli¢ine i dani
maceracije u kojima su dostignute za spontanu fermentaciju i BDX varijantu ogleda

Brzina

Maksimum Maksimalna

Brzina

Maksimum Maksimalna

ekstrakcije ekstrakcije ekstrahovana ekstrakcije ekstrakcije ekstrahovana

Jedinjenje (mg/dan) (dan) kolitina  (mg/dan) (dan) koli¢ina
(mg/l) (mg/l)
fer%/ers:Zcije Spontana fermentacija BDX
Elaginska 0,0135 21. 3,3372 0,0031 21. 3,1162
Kiselina
Epikatehin 0,8970 21. 16,4767 1,0600 21. 18,7350
Galna 0,0035 21. 3,2765 0,0078 21. 4,2400
Kiselina
Kafeinska 0,0687 12. 5,831 0,0561 12. 5,7769
Kiselina
Katehin 1,6250 21. 31,8615 1,9940 21. 36,3108
Kvercetin 0,0245 11. 1,4840 0,0028 21. 0,7637
p- 0,0064 8. 0,8891 0,0031 3. 1,0485
hidroksibenzoeva
Kiselina
p-kumarinska 0,0536 13. 5,9057 0,0260 15. 4,4929
Kiselina
Protokatehuinska 0,0225 11. 2,2077 0,0230 11. 2,9186
Kiselina
Siringinska 0,0655 12. 8,0818 0,0496 13. 8,6342
Kiselina
Vanilinska 0,0350 12. 3,8524 0,0291 13. 4,3769
Kiselina
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Tabela 27. Brzina ekstrakcije pojedinih fenolnih jedinjenja, maksimalne ekstrahovane koli¢ine 1 dani
maceracije u kojima su dostignute za FX10 i Qa23 varijante ogleda

Brzina Maksimum Maksimalna Brzina Maksimum Maksimalna
Jedinjenje ekstrakcije ekstrakcije ekstrahovana ekstrakcije ekstrakcije ekstrahovana
(mg/dan) (dan) Kkoli¢ina (mg/dan) (dan) koli¢ina
(mg/l) (mg/l)
Vrsta
fermentacije FX10 Qaz3
Elaginska 0,0102 21. 3,5073 0,0150 19. 3,1286
Kiselina
Epikatehin 0,6810 21. 12,5929 0,5685 21. 9,8227
Galna kiselina 0,0166 17. 2,7547 0,0225 18. 3,4224
Kafeinska 0,0627 11. 6,3608 0,0387 12. 4,2958
Kiselina
Katehin 1,3560 21. 27,4477 0,9692 21. 17,5867
Kvercetin 0,0162 12. 1,1490 0,0038 17. 0,6707
p- 0,0054 7. 0,7903 0,0149 11. 1,1578
hidroksibenzoeva
Kiselina
p- kumarinska 0,1075 12. 9,9765 0,0273 15. 4,7794
Kiselina
Protokatehuinska 0,0292 10. 2,5984 0,0373 11. 2,6418
Kiselina
Siringinska 0,0584 12. 8,4012 0,1533 12. 9,5484
Kiselina
Vanilinska 0,0312 12. 3,8308 0,0449 12. 4,2172
Kiselina
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Tabela 28. Brzina ekstrakcije pojedinih fenolnih jedinjenja, maksimalne ekstrahovane koli¢ine i dani maceracije u kojima su dostignute za BDX + EXV,
BDX + Car i BDX + CP varijante ogleda postavljenih 2016. godine

Maksimum Maksimalna Brzina Maksimum  Maksimalna Brzina Maksimum  Maksimalna Brzina
ekstrakcije ekstrahovana ekstrakcije ekstrakcije ekstrahovana ekstrakcije ekstrakcije ekstrahovana ekstrakcije

Jedinjenje (dan) kolitina  (mg/dan) (dan) kolitina  (mg/dan) (dan) koli¢ina (mg/dan)
(mg/1) (mg/l) (mg/1)
Vvrsta BDX + EXV BDX + Car BDX + CP
fermentacije
E;?Sg;ﬂzga 15, 0.4467 0,00156 21, 0.6584 0,00039 15, 0.4166 0.00119
Ff(:gé'l?rf'a‘a 12. 0.1983 0,00133 12. 0,1951 0,00063 10. 0.1857 0,00149
Galna kiselina 21, 04083 0,00031 18. 04264 0,03350 18. 0.3274 0,00121
Klfi‘;ee'l?ﬁza 18. 1,8570 0,00590 13. 28510 0,02660 12. 1,7930 0,01280
Katehin 18. 8,0070 0,04240 21, 10476 0,01070 20. 8.2850 0,03120
Miricetin 15, 0.5100 0,00454 10. 0.2860 0,00239 18. 0.6460 0,00443
Naringenin 10. 0,0327 0,00022 10. 0,0300 0,00022 10. 0,0420 0,00050
p_
hidroksibenzoeva 13. 0,3340 0,00330 13. 0,3556 0,04540 13. 0,3530 0,00322
kiselina
p'kﬁir:e"ﬁ:]'fka 16. 0.7483 0,00260 12. 1,3350 0.01510 10. 09155 0,00851
Pmtokki";‘é?ihn“; nska 13. 0.7663 0,00630 12. 0.6560 0.00515 13. 0,9300 0,00990
trans-resveratrol 16. 0,6021 0,00400 17. 0,6660 0,00490 15. 0,5950 0,00481
S'li'izgl'irr‘faka 10. 0,9986 0,00710 11. 1,0960 0,00590 11, 1,0740 0,00726
Vﬁ‘lr‘s'e':lr‘rf:a 12, 1,0311 0,01040 14. 11703 0,00825 13, 1,1310 0,01062
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5.7. Poredenje maksimalnih ekstrahovanih koli¢ina fenolnih jedinjenja spontano i inokulisano
fermentisanih uzoraka

Ne postoji statisticki zna¢ajna razlika izmedu maksimalnih ekstrahovanih koli¢ina za uzorke
spontane fermentacije i uzorke koji su fermentisali uz dodatak vinskih selekcionisanih kvasaca
BDX, Qa23 i FX10, na nivou znacajnosti 0,05.

5.8. Poredenje brzina ekstrakcije fenolnih jedinjenja spontano i inokulisano fermentisanih
uzoraka

Dodatak nekog od selekcionisanih vinskih kvasaca (BDX, FX10 ili Qa23), nije imao
statisticki znacCajan uticaj na brzinu ekstrakcije 11 razli¢itih fenolnih jedinjenja u poredenju sa
brzinom ekstrakcije istih jedinjenja u uzorcima koja su spontano fermentisala (p > 0,05).

5.9. Analiza glavnih komponenata

Varijante ogleda razli¢itih perioda maceracije u pogledu sadrzaja pojedinih fenolnih
jedinjenja u vinima spontane i inokulisane fermentacije sa selekcionisanim vinskim kvascima BDX,
FX10 i Qa23, su analizirane metodom redukcije faktora (Principal Component Analysis - PCA).
Ovom statistickom procedurom se, koris¢enjem linearnih transformacija, pocetni skup promenljivih
transformiSe u novi skup nekorelisanih promenljivih. Dalji tok je identifikacija one promenljive
koja je najvaznija za opisivanje podataka i one koje nisu od vece vaznosti. Cilj je da se prvenstveno
izdvoji komponenta koja opisuje najveci deo disperzije podataka. Dalje sledi komponenta koja ima
normalan pravac prostiranja podataka na glavnu komponetu, a ta druga komponenta obuhvata
slede¢u najvecu disperziju podataka itd.

Grupisanje vina je sprovedeno na osnovu sadrzaja 12 fenolnih jedinjenja kvantifikovanih u
vinima ispitivanih perioda maceracije uz primenu spontane fermentacije. Opravdanost analize je
obuhvatala Kajzer Majer Olkinov kriterijum (Kaiser Mayer Olkin) koji je bio 0,501, a vrednosti
ovog parametra se krecu od 0 do 1. Ukoliko je KMO preko 0,9 podaci se smatraju kao savrseni,
izmedu 0,8 i 0,9 kao odli¢ni, od 0,7 do 0,8 kao dobri, dok su izmedu 0,5 i 0,7 srednje adekvatnosti.
Bartletov test sferi¢nosti (Bartlett’s test of sphericity) je pokazao statistiCku znacajnost (p < 0,05).

U ovom slucaju primenjena je analiza bez rotacije, zato $to je obezbedila maksimalno
opisivanje varijansi pomo¢u novih komponenti. Porede¢i najznacajnija faktorska opterecenja, vina
spontane fermentacije, ¢ija je maceracija trajala 5 1 7 dana su jasno bila drugacija u odnosu na
kontrolu i vina od 3, 14 i 21 dan maceracije (Slika 37). 1zdvojile su se dve komponente i prva ima
objaSnjenje varijanse 54,22%, druga komponenta objasnjava 36,78% varijanse, dok obe
komponente objasnjavaju 91,01% varijabiliteta.
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Slika 37. Grupisanje vina spontane fermentacije razli¢itih perioda maceracije u pogledu sadrzaja

fenolnih jedinjenja

Grupisanje vina je vrSeno 1 za vina koja su fermentisala zasejavanjem kvascem FX10 na
osnovu sadrzaja 12 fenolnih jedinjenja, a prema razli¢itim periodima maceracije (Slika 38).
Parametri opravdanosti su bili Kajzer Majer Olkinov kriterijum koji iznosi 0,617, dok je Bartletov

test sferi¢nosti pokazao statisticku znaéajnost (p < 0,05).

Posmatrajué¢i u odnosu na najznacajnija faktorska opterecenja, jasno su se razdvojila vina
koja su macerirala 3, 5 i 7 dana u odnosu na kontrolu i vina duzeg perioda maceracije. U ovom
slu¢aju primenjena je analiza bez rotacije, zato Sto je obezbedila maksimalno opisivanje varijansi
pomoc¢u novih komponenti. Izdvojene su dve komponente, gde prva objaSnjava 62,25%

varijabiliteta, a druga 28,85%. Obe obuhvataju 94,10% varijanse.
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Slika 38. Grupisanje vina fermentacije kvascem FX10 razli¢itih perioda maceracije u pogledu

sadrzaja fenolnih jedinjenja

Ova metoda primenjena je i na vinima dobijenim zasejavanjem kvascem BDX prema
razli¢itim periodima maceracije, a na osnovu sadrzaja 12 fenolnih jedinjenja (Slika 39). Parametri
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opravdanosti primene analize su bili Kajzer Majer Olkinov kriterijum koji iznosi 0,591, dok je
Bartletov test sferi¢nosti pokazao statisticku zna¢ajnost (p < 0,05).

Izdvojene su dve komponente, gde se prvom objasnjava 52,91%, a drugom komponentom
37,16% varijabiliteta. Obe izdvojene komponente objasnjavaju 90,07% varijabiliteta. Posmatrajuci
u odnosu na najznacajnija faktorska opterecenja, u prvoj komponenti su se izdvojila vina koja su
macerirala 3 dana i vino kontrole od ostalih uzoraka, dok su od manjeg uticaja bili periodi
maceracije 14 i 21 dan koji su se izdvojili u drugoj komponenti. U ovom slu¢aju primenjena je
analiza bez rotacije, zato $to je obezbedila maksimalno opisivanje varijansi pomocu novih
komponenti.
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Slika 39. Grupisanje vina fermentacije kvascem BDX razlicitih perioda maceracije, u pogledu
sadrzaja fenolnih jedinjenja

Ova metoda primenjena je i na vinima dobijenim zasejavanjem sa kvascem Qa23 prema
razli¢itim periodima maceracije, a na osnovu sadrzaja 12 fenolnih jedinjenja (Slika 40). Parametri
opravdanosti su bili Kajzer Majer Olkinov kriterijum koji iznosi 0,577, dok je Bartletov test
sferi¢nosti pokazao statistiCku znaéajnost (p < 0,05).

Izdvojene su dve komponente, prva komponenta obja$njava 54,05%, a druga 27,31%
varijanse. Obe komponente objasnjavaju 81,37% varijanse. Posmatraju¢i u odnosu na najznacajnija
faktorska opterecenja, u prvoj komponenti su se izdvojila vina koja su macerirala 3 dana i 14 dana 1
vino kontrole od ostalih uzoraka. Primenjena je ortogonalna quartimax rotacija kojoj je data
prednost u odnosu na varimax i equamax, zato $to je obezbedila maksimalno opisivanje varijansi
pomocu novih komponenti.
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Slika 40. Grupisanje vina fermentacije kvascem Qa23 razli¢itih perioda maceracije u pogledu
sadrzaja fenolnih jedinjenja

Grupisanje vina €ija je vinifikacija sprovedena uz zasejavanje kvascem BDX uz enzimske
preparate EXV i CB, razli¢itih perioda maceracije od 3, 5, 7, 14 i 21 dan, prema sadrzaju 12
fenolnih jedinjenja (Slika 41). Opravdanost analize je obuhvatala Kajzer Majer Olkinov kriterijum
(Kaiser Mayer Olkin) koji iznosi 0,530, 1 Bartletov test sfericnosti koji je pokazao statisticku
znacajnost (p < 0,05).

Primenjena je quartimax ortogonalna rotacija kojoj je data prednost u odnosu na varimax i
equamax, zato Sto je obezbedila maksimalno opisivanje varijansi pomocu novih komponenti.
Izdvojene su dve komponente, gde prva objasnjava 44,88, a druga 40,20% varijabiliteta. Obe
komponente objasnjavaju 85,08% varijabiliteta. Vino ¢ija je maceracija trajala 5 dana jasno se
izdvojilo od ostalih uzoraka i imalo je najveci uticaj, dok su se u drugoj komponenti izdvojila vina
¢ija je maceracija trajala 141 21 dan.
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Slika 41. Grupisanje vina razli¢itih perioda maceracije ogleda BDX + EXV i BDX + CB u pogledu
sadrzaja fenolnih jedinjenja

Rezultati dobijeni za pojedinaéna ispitivana jedinjenja u vinima dobijenim primenom kvasca
BDX i enzimskih preparata EXV, Car i CP su takode analizirana metodom redukcije faktora (PCA).
Opravdanost analize je obuhvatala Kajzer Majer Olkinov kriterijum (Kaiser Mayer Olkin) koji je
bio 0,695, i Bartletov test sferi¢nosti koji je pokazao statisticku znacajnost (p < 0,05), dok su
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faktorska opterecenja ispod 0,3 iskljucena. Equamax rotacija je pokazala izrazito bolje razdvajanje
komponenti nego quartimax i varimax. Odabrana rotacija je najjasnije razdvojila varijable, fenole, u
funkciji faktorskog optere¢enja. Odabrane su Cetiri komponente (84,091 varijabilnost, kumulativno)
i primenom Katelovog kriterijuma. Ukratko, dve grupe su se jasno razlikovale. Prva je sadrzala
derivate hidroksicimetne kiseline (kafeinska, p-kumarinska i ferulinska kiselina) i odgovarala je
komponenti 2 (Slika 42). Druga komponenta je obuhvatala razlic¢ite grupe fenolnih jedinjenja kao
Sto su stilbeni (trans-resveratrol), flavan-3-oli (katehin), derivati benzoeve kiseline (p-
hidroksibenzoeva kiselina, protokatehuinska kiselina, siringinska kiselina, vanilinska kiselina, galna
kiselina i elaginska kiselina), zatim vanilin, miricetin, naringenin i hlorogensku kiselinu.
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Slika 42. Grupisanje fenolnih jedinjenja u vinima varijanti ogleda BDX sa enzimskim preparatima
EXV, Car i CP (1- galna kiselina; 2- katehin; 3- trans-resveratrol; 4- vanilinska kiselina; 5-
protokatehuinska kiselina; 6- vanilin; 7- miricetin; 8- elaginska kiselina; 9- kafeinska kiselina; 10-
ferulinska kiselina; 11- p-kumarinska kiselina; 12- p-hidroksibenzoeva kiselina; 13- siringinska
kiselina; 14- hlorogenska kiselina; 15- naringenin).

5.10. Uticaj primene termic¢ke maceracije na fenolni sastav vina

U vinima dobijenim termi¢kom maceracijom doslo je do znatnog porasta sadrzaja ukupnih
fenolnih jedinjenja 1 to viSe u slucaju vise temperature. Najveci sadrzaj je zabelezen kod uzorka T80
I kretao se do 3130+55,00 mg GAE/I (Slika 43), dok je sadrzaj u uzorku T60 bio 2800+40,00 mg
GAE/I (Slika 43). Najnizi sadrzaj je ekstrahovan u vinima ozna¢enim kao kontrola, koja su dobijena
klasicnom maceracijom koja je trajala 14 dana. Ovo potvrduje Cinjenicu da primena visoke
temperature tokom prerade predstavlja efikasnu metodu za ekstrakciju fenolnih jedinjenja, jer
poviSena temperatura uti¢e na propustljivost ¢elijskih membrana bobice grozda i vrs$i njihovu
degradaciju (Koyama et al., 2007). Prema Borazan i Bozan (2013), najveci sadrzaj ukupnih fenolnih
jedinjenja (2220-2720 mg GAE/l) je zabelezen u vinima dobijenim sa prefermentativnim
zagrevanjem kljuka u odnosu na kontrolu dobijenu klasiénom maceracijom i maceracijom uz
dodatak enzimskih preparata, $to je u sladu sa nasim rezultatima. Termi¢ka maceracija je tretman
koji u zavisnosti od visine temperature i vremenskog trajanja obezbeduje povecanu ekstrakciju
ukupnih fenolnih jedinjenja u odnosu na neke druge tehnike vinifikacije. Ipak, istrazivanja na sorti
Dornfelder govore da ne postoji znacajna razlika izmedu vina dobijenih termic¢kom maceracijom i
klasi¢cnom maceracijom posle Sestomesecnog odlezavanja vina (Wojdyto et al., 2021).
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Slika 43. Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u kontrolnom i termic¢ki maceriranim vinima na 60 i
80°C (1- kontrola - klasi¢na maceracija; 2- T60; 3- T80)

Neke vinarije, kako bi povecale sadrzaj antocijana u vinima vrSile su termicki tretman
pokozice bobice na 60-70°C krac¢i vremenski interval. To je upravo doprinelo visem sadrzaju
ukupnih fenolnih jedinjenja posebno na sorti Pinot noir koja vazi za vrlo problemati¢nu kada je u
pitanju ekstrakcija bojenih materija (Sacchi et al., 2005). Suprotno nasim rezultatima, Atanackovic¢
et al. (2012) su dobili visi sadrzaj fenolnih jedinjenja pomocu termicke maceracije na 60°C u toku
od 60 minuta za sorte Cabernet sauvignon, Prokupac i Merlot. Za sortu Pinot noir vazilo je da visa
temperatura dovodi do vece ekstrakcije fenolnih jedinjenja. Duzina maceracije ima veliki uticaj na
ekstrakciju mada koliko ¢e se jedinjenja ekstrahovati takode zavisi od same sirovine, sorte kao i
stepena zrelosti grozda.

Poredivsi koncentracije svih analiziranih fenolnih jedinjenja (galna, protokatehuinska, p-
hidroksibenzoeva, vanilinska, elaginska, siringinska, kafeinska, p-kumarinska, ferulinska kiselina,
katehin, epikatehin, kvercetin, trans-resveratrol, kemferol) u kontrolnom uzorku sa koncentracijama
u uzorcima termicke maceracije na 60°C i na 80°C (Tabela 29), moze se zakljuciti da ne postoji
statisticki znacajna razlika (p > 0,05).

Nije ustanovljena znacajna razlika u sadrzaju epikatehina, katehina, trans-resveratrola,
kvercetina i kemferola u kontroli i vinima dobijenim termi¢kom maceracijom (p > 0,05).

Sve analizirane fenolne kiseline imaju visi sadrzaj u vinu dobijenom klasicnom maceracijom
(kontroli), osim kafeinske Kiseline ¢iji je sadrzaj bio najvis$i U vinu dobijenom termic¢kom
maceracijom na 60°C (7,58+0,20 mg/l) (Tabela 29). MozZe se pretpostaviti da je ovo optimalna
temperatura za ekstrakciju kafeinske kiseline, jer u vinima dobijenim maceracijom na viSim
temperaturama (80°C), njen sadrzaj je bio znatno nizi (0,97+0,09 mg/l) (Tabela 29). Na visim
temperaturama moze do¢i do degradacije kafeinske kiseline ili visoke temperature inhibiraju enzim
polifenoloksidazu koja razlaze kaftarnu na kafeinsku kiselinu u $iri pre fermentacije (Gomez-Plaza
et al.,, 2001; Wojdylo et al., 2021). Enzimska aktivnost je u porastu do 60°C, a na viSim
temperaturama uzrokuje degradaciju pa se kljuk mora zagrevati veoma brzo (Ribéreau-Gayon et al.,
2006b). U vinima dobijenim termi¢kom maceracijom, galna, siringinska i vanilinska kiselina su bile
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najprisutnije, dok je najvisi sadrzaj bio u kontroli dobijenoj klasi¢cnom maceracijom (Tabela 29).
Koncentracija siringinske kiseline je u vinu dobijenom termi¢kom maceracijom na 80°C smanjena
do 57%, dok u vinu dobijenom termic¢kom maceracijom na 60°C smanjena 52% u odnosu na
kontrolu. Sadrzaj galne kiseline se nije znacajno menjao ni posle termi¢ke maceracije na 70°C u
trajanju od 30 minuta, izmeren posle 14 dana fermentacije (El Darra et al., 2016), a u nasim
uzorcima tu tendenciju galna kiselina nastavlja i nakon odlezavanja. Prema Wojdylo et al. (2021),
koji su poredili klasi¢nu i1 termi¢ku maceraciju, ustanovili su da termi¢ka maceracija poboljSava
ekstrakciju fenolnih kiselina, §to je suprotno od naSih rezultata. Oslobadanje fenolnih kiselina
tokom termicke maceracije je moglo biti izazvano oslobadanjem iz acilovanih antocijanina,
posebno p-kumarinske kiseline. Ferulinska kiselina u nasim vinima je nadena u najnizim
koncentracijama (u vinu T80 nije detektovana) (Tabela 29), sto je u saglasnosti sa rezultatima datim
od strane Borazan i Bozan (2013). Sadrzaj protokatehuinske kiseline je bio dosta nizi u termicki
maceriranim vinima (T60 i T80) nego u kontroli (Tabela 29), §to je slicno podacima iz literature
gde je nadeno da njena koli¢ina opada u vinima ¢iji je kljuk zagrevan (Borazan i Bozan, 2013). Za
derivate benzoeve i1 hidroksicimetne kiseline nije nadena statisticki znaCajna razlika izmedu
kontrole i vina dobijenog maceracijom na 60°C na nivou znacéajnosti 0,05. Suprotno ovome,
primenjena kraca termicka maceracija na 80°C, znacajno je promenila sadrzaj fenolnih kiselina u

poredenju sa kontrolom (p < 0,05).

U vinima proizvedenim od sorte Cabernet Sauvignon u okviru naSih vinifikacija, sadrzaj
katehina u kontroli je iznosio 19,35+1,50 mg/l, dok je u uzorku T80 taj sadrzaj bio ¢ak 47,68+2,00
mg/l (Tabela 29). Sadrzaj epikatehina je takode bio najvisi u uzorku T80 i iznosio je 24,52+1,20
mg/1, §to je vise za 33,91% u odnosu na koncentraciju epikatehina ekstrahovanog na temperaturi od
60°C (Tabela 29). Razli¢ite vrste vinifikacije grozda vinove loze sorte Bogazkere (Turska) pokazale
su da se kratkotrajnom termi¢kom maceracijom na 80°C uz UV svetlosne lampe, ekstrahuje
znaCajno visi sadrzaj katehina (136%) 1 epikatehina (190%) u odnosu na klasi¢nu maceraciju
(Tahmaz i Séylemezoglu, 2017), sto je u skladu sa nasim rezultatima. Prema Netzel et al. (2003),
koji je poredio koncentracije grupa fenolnih jedinjenja za tri sorte (Pinot noir, Cabernet franc i
Lemberger), najveci porast je bio za tehniku termicke maceracije na 65°C uz nastavak maceracije
do 14 dana kao $to je slucaj bio i u nasem eksperimentu. Ustanovljen je porast flavan-3-ola kod sve
tri sorte, bas kao i u nasem slucaju kod katehina i epikatehina.

U istoj studiji, analiziran je i sadrzaj kvercetina gde nije doslo do znaCajne promene u
koncentraciji u uzorku posle termicke maceracije i klasi¢ne vinifikacije (Tahmaz i Soylemezoglu,
2017) ¢ija je koncentracija u oba slucaja bila oko 0,50 mg/l. Sli¢no tome, na$ kontrolni uzorak je
sadrzao 0,53+0,03 mg/l, dok je najvisi sadrzaj izmeren u uzorku T60 od 16,71+0,70 mg/l. Visa
temperatura (uzorak T80) je dovela do pada sadrzaja kvercetina na duplo manji sadrzaj (Tabela 29).
Izlaganje kljuka temperaturi (65°C) i odvajanje komine tek posle 14 dana, prouzrokovalo je
povecanje ukupnih flavonola kod sorti Pinot noir, Lemberger i Cabernet franc (Netzel et al., 2003).
Podaci iz literature govore da termicka maceracija (70°C, 30 minuta) povecava ekstrakciju ukupnih
flavonola u poredenju sa kontrolom, intenzivira degradaciju celija pokozice bobice i ubrzava
njihovu ekstrakciju (EI Darra et al., 2016).

Kratkotrajna termi¢ka maceracija kljuka sorte Bogazkere na 80°C, dovela je do porasta
trans-resveratrola za 21% u odnosu na kontrolu, a u na$im uzorcima trans-resveratrol u kontroli
nije detektovan. Primenom termicke maceracije, ekstrahovao se u koli¢inama od 0,12+0,02 mg/l za
T60 i 0,82+0,05 mg/l za T80. To je u skladu sa Atanackovi¢ et al. (2012), gde je za sorte Merlot,
Cabernet sauvignon i Prokupac nadeno da vise temperature maceracije (80°C) povecavaju sadrzaj
trans-resveratrola u vinima. Suprotno tome, u studiji Romero-Pérez et al. (2001), najvisa koli¢ina
resveratrola ekstrahovana je na 60°C 30 minuta i veéi porast temperature nije povezan sa
ekstrakcijom ukupnog resveratrola. Prema Netzel et al. (2003), za sorte Pinot noir, Cabernet franc i
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Lemberger, nadeno je da imaju najvisi sadrzaj trans-resveratrola upravo ona koja su proizvedena
termickom maceracijom i maceracijom od 14 dana, $to se slaZe sa nasim istrazivanjima.

Tabela 29. Sadrzaj pojedinih fenolnih jedinjenja u kontrolnim i termomaceriranim uzorcima

Jedinjenje Kontrola T60 T80
(mg/l)
Galna kiselina 2,4240,15 2,06+0,17 2,1940,20
Protokatehuinska kiselina 2,31+0,25 0,59+0,08 0,78+0,10
Katehin 19,35+1,50 35,71+2,20 47,6842,00
p-hidroksibenzoeva 0,62+0,08 0,13+0,02 0,09+0,03
kiselina
Vanilinska kiselina 3,39+0,05 2,16+0,05 2,10+0,30
Kafeinska kiselina 5,08+0,20 7,58+0,20 0,97+0,09
Epikatehin 7,60+0,50 18,31+0,90 24,52+1,20
Siringinska kiselina 7,74+0,50 3,72+0,20 3,34+0,60
p-kumarinska kiselina 5,54+0,70 3,90+0,25 0,64+0,05
Ferulinska kiselina 0,07+0,01 0,04+0,01 0,00
trans-resveratrol 0,00 0,12+0,02 0,82+0,05
Elaginska kiselina 2,19+0,03 1,94+0,05 1,73+0,20
Kvercetin 0,53+0,03 16,71+0,70 8,74+0,50
Kemferol 0,00 1,41+0,30 1,05+0,20

5.11. Uticaj primene karbonske maceracije na fenolni sastav vina

U poredenju sa kontrolom sadrZzaj fenolnih kiselina nije statisticki znacajno promenjen
primenom karbonske maceracije (p > 0,05). Derivati hidroksicimetne kiseline u uzorcima
karbonske maceracije su ekstrahovani u vis§im koli¢inama nego u uzorcima dobijenim klasi¢nom
maceracijom (Slika 44) koja je trajala 7 dana, gde ferulinska i kafeinska kiselina nisu detektovane
(Tabela 30). Koncentracija p-kumarinske kiseline je bila visa u uzorku dobijenom karbonskom
maceracijom (2,88+0,25 mg/l) pretpostavljaju¢i kao posledicu njenog oslobadanja tokom
unutarcelijske fermentacije koja se odlikuje degradacijom estara p-kumarinske kiseline sa vinskom
kiselinom (Ramos et al., 1993). Visi sadrzaj kafeinske kiseline u vinu dobijenom karbonskom
maceracijom bi se mogao objasniti na slican nacin. Derivati benzoeve kiseline su ekstrahovani u
vi§Sim koncentracijama klasicnom maceracijom nego §to je to slufaj sa uzorcima karbonske
maceracije (Slika 44). Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa Pellegrini et al. (2000) koji su istakli da
je sadrzaj galne kiseline u vinu Pinot noir bio dvostruko veéi klasicnom maceracijom. U nasim
vinima najdominantnija je bila vanilinska kiselina koja je dostigla koli¢inu od 4,37+0,40 mg/l u
vinima dobijenim klasi¢nom i 3,20+0,20 mg/l u vinima dobijenim karbonskom maceracijom
(Tabela 30). Sadrzaj ukupnih flavanola izrazenih preko katehina za osam italijanskih sorti, nije se
razlikovao znacajno poredec¢i karbonsku 1 tradicionalnu maceraciju (Pellegrini et al., 2000), Sto se
slaze sa naSim rezultatima kada je u pitanju sadrzaj katehina i epikatehina (p > 0,05). Sadrzaj
kvercetina u nasim vinima je bio dosta nizi u odnosu na mlada italijanska vina Pinot noir (Pellegrini
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et al., 2000), gde je naden visi sadrzaj kvercetina u vinima dobijenim tradicionalnom maceracijom.
Nasuprot tome, nasa vina dobijena karbonskom maceracijom imala su visi sadrzaj kvercetina u
odnosu na ona dobijena klasi¢nom maceracijom.

Prema Gomez-Miguez i Heredia (2004), sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja je bio nizi u
vinima dobijenim karbonskom maceracijom (978,30 prema 2219,50 mg/l dobijeno klasi¢nom
maceracijom), §to je u saglasnosti sa naSim rezultatima gde je dobijeno 1220+11,00 mg/l ukupnih
fenola izrazenih kao galna kiselina karbonskom maceracijom i 1360+20,00 mg/l ukupnih fenolnih
jedinjenja ekstrahovanih klasi¢cnom maceracijom (Slika 45). Suprotno tome, analizirajuci
komercijalna vina sorte Tempranillo dobijena karbonskom i klasi¢nom maceracijom utvrden je
znatno visi sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u uzorcima karbonske maceracije (Gonzélez-
Arenzana et al., 2020). Dugogodisnja istrazivanja na madarskim sortama isticu da karbonska
maceracija povecava sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u poredenju sa klasicnom fermentacijom.
Suprotno ovome, studije na muskatnim sortama potvrduju da nema efekta ili dolazi do opadanja
ukupnih fenolnih jedinjenja karbonskom maceracijom (Sacchi et al., 2005). Ponasanje i ekstrakcija
fenolnih jedinjenja tokom razli¢itih tehnika maceracije je umnogome uslovljena sortom. Poredeci
koncentracije ukupnih fenolnih jedinjenja mladih vina dobijenih karbonskom i tradicionalnom
maceracijom, zakljuCeno je da ne postoji statisticki znaCajna razlika u dobijenom sadrzaju
(Pellegrini et al., 2000).

Tabela 30. Sadrzaj pojedinih fenolnih jedinjenja u kontrolnim vinima i vinima dobijenim
karbonskom maceracijom

Jedinjenje Kontrola Karbonska

(mgl/l) maceracija
Galna kiselina 2,42+0,10 0,91+0,10
Protokatehuinska kiselina 2,79+0,20 1,11+0,20
Katehin 5,58+0,40 4,31+0,20
p-hidroksibenzoeva kiselina 1,08+0,08 0,54+0,08
Vanilinska kiselina 4,37+0,40 3,20+0,20
Kafeinska kiselina 0,00 3,3940,25
Epikatehin 1,50+0,05 2,24+0,20
Siringinska kiselina 7,50+0,60 9,38+0,50
p-kumarinska kiselina 0,20+0,07 2,88+0,25
Ferulinska kiselina 0,00 0,26+0,04
Elaginska kiselina 2,19+0,20 0,23+0,05
Kvercetin 0,53+0,10 0,81+0,30
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5.12. Uticaj primene razli¢itih sredstava za bistrenje na fenolni sastav vina

Porede¢i koncentracije svih analiziranih fenolnih jedinjenja (galna, protokatehuinska, p-
hidroksibenzoeva, elaginska, vanilinska, siringinska, kafeinska, p-kumarinska, ferulinska kiselina,
epikatehin, katehin, naringenin, kvercetin i trans-resveratrol) u kontrolnom uzorku vina bez
dodatka sredstava za bistrenje sa uzorcima Koji su tretirani sredstvima za bistrenje (Tabela 31),
zakljuCeno je da postoji statisticki znaCajna razlika za sve varijante bistrenja u poredenju sa
kontrolom, na nivou znacajnosti 0,05. Analiziraju¢i medusobno uticaj istih sredstava na fenolni
sastav, u razli¢itim dozama, utvrdeno je da postoji statisticki znacajna razlika u fenolnom sastavu
vina, kada su u pitanju razli¢ite koli¢ine dodatih sredstava za bistrenje na nivou znacajnosti 0,05
(Threlfall et al., 1999).

Koncentracija derivata benzoeve kiseline (galna, protokatehuinska, p-hidroksibenzoeva,
siringinska, vanilinska 1 elaginska kiselina) bila je znacajno smanjena tretiranjem Zelatinom u visoj
koncentraciji (10 g/hl), ribljim mehurom (10 i 20 g/hl), kalijum kazeinatom (10 g/hl i 15 g/hl) i
albuminom (5 g/hl 1 10 g/hl) na nivou znacajnosti 0,05. Koncentracija galne kiseline je smanjena
najvise dodatkom ribljeg mehura (20 g/hl) i to 34,80% (Tabela 32). Na p-hidroksibenzoevu kiselinu
najvedi uticaj imao je dodatak kalijum kazeinata u koncentraciji 15 g/hl gde je smanjio njen sadrzaj
do 48,03%, dok je sadrZaj protokatehuinske pod uticajem istog sredstva smanjen za 34,97% (Tabela
32). Sadrzaj vanilinske i siringinske kiseline je takode najviSe smanjen dodatkom kalijum kazeinata
(15 g/hl) i to 32,14% i 37,03% (Tabela 32). Najmanji uticaj na derivate benzoeve kiseline imao je
dodatak Zelatina (5 g/hl) i to do 20%, osim p-hidroksibenzoeve kiseline koja je smanjena za 41,45%
(Tabela 32). Bistrenje zelatinom i sa viSim koncentracijama nego u naSem istrazivanju nije dovelo
do znacajnog smanjenja sadrzaja galne kiseline (Donovan et al., 1998; Ghanem et al., 2017).

Koncentracija derivata hidroksicimetne kiseline (kafeinska, p-kumarinska i ferulinska
kiselina) je smanjena u tretiranim uzorcima vina ali nije ustanovljeno znacajno opadanje (p > 0,05).
Najvece smanjenje kafeinske kiseline izazvao je dodatak kalijum kazeinata (10 g/hl) i do 40,82%,
dok je p- kumarinska kiselina dostigla najveci pad (39,36%) dodatkom istog sredstva u vecoj dozi
od 15 g/hl (Tabela 32). Kod sadrzaja ferulinske kiseline primecen je dosta manji pad koncentracije
primenom svih navedenih sredstava, a najveci uticaj imao je dodatak ribljeg mehura (20 g/hl) koji je
smanjio koncentraciju 26,92% (Tabela 32). Donovan et al. (1998) i Ghanem et al. (2017) u svojim
istrazivanjima su naveli da dodatak Zelatina i albumina u vina od grozda vinove loze sorti Merlot i
Cabernet sauvignon nije imao znacajan efekat na smanjenje sadrzaja kafeinske kiseline Sto se
poklapa i sa naSim rezultatima. Sadrzaj ferulinske kiseline nije znaCajno promenjen tretiranjem
albuminom 1 Zelatinom u vinu sorte Cabernet sauvignon (Ghanem et al., 2017) Sto je u skladu sa
naSim rezultatima.

Za neflavonoidna jedinjenja - derivati benzoeve i hidroksicimetne kiseline, samo je dodatak
ribljeg mehura i kalijum kazeinata imao znacajan uticaj (Cosme et al., 2008). Cosme et al. (2012)
takode potvrduje da kalijum kazeinat znaCajno uti¢e na smanjenje flavonoidnih, neflavonoidnih i
ukupnih fenolnih jedinjenja u belim vinima. Dodatak albumina (10 g/hl) nije znacajno promenio
sadrzaj ukupnih fenolnih kiselina (Gordillo et al., 2021), S§to je u nasem istrazivanju slucaj sa
derivatima hidroksicimetne kiseline.

Koncentracija katehina i epikatehina je takode bila u padu primenom sredstava za bistrenje u
odnosu na kontrolu, ali to smanjenje nije statisticki znacajno (p > 0,05). Najmanji uticaj na sadrzaj
katehina i epikatehina imao je dodatak ribljeg mehura u koncentraciji 10 g/hl, dok je najvece
smanjenje izazvao kalijum kazeinat u koncentraciji 15 g/hl. Prema Braga et al. (2007), monomerni
flavanoli su sniZzeni oko 30% dodatkom kalijum kazeinata (20 g/hl) u belim vinima, dok je kod
naSih Cabernet sauvignon vina smanjenje kalijum kazeinatom (15 g/hl) bilo do 28,91% za katehin i
39,11% za epikatehin (Tabela 32).
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Autori Cosme et al. (2008), koji su ispitivali dejstvo razlicitih sredstava za bistrenje na
flavanole u belim vinima, ustanovili su da albumin, kalijum kazeinat, riblji mehur i zelatin nemaju
znacajan uticaj na njihov sadrzaj u odnosu na netretirano vino. Samo je upotreba kazeina znacajno
smanjila sadrzaj flavanola. Analiziraju¢i sadrzaj katehina i epikatehina, pokazano je da razliCita
sredstva imaju razli¢itu efikasnost uklanjanja ovih jedinjenja. Prema Cosme et al. (2008) sadrzaj
katehina je znacajno smanjen pomocu svih proteinskih sredstava (najviSe zelatinom 1 kazeinom),
dok je epikatehin znacajno smanjen samo dodatkom ribljeg mehura. U nasem slucaju, smanjenje
katehina i epikatehina najvise se primetilo upotrebom kalijum kazeinata (15 g/hl) i Zelatina (10 g/hl)
Sto je u skladu sa Braga et al. (2007). Prema Donovan et al. (1998), dodatak Zelatina nije imao
uticaja na sadrzaj katehina i epikatehina u vinu od grozda sorte vinove loze Merlot, dok je albumin
doveo do smanjenja sadrzaja epikatehina, mada to nije bilo statisticki znac¢ajno (p > 0,05). Sli¢nu
tvrdnju je izneo 1 Ghanem et al. (2017) gde je objavljeno da Zelatin i albumin nemaju uticaja na
koncentraciju katehina i epikatehina. Monomerni flavan-3-oli su smanjeni tretiranjem albuminom
za oko 17% (Gordillo et al., 2021), §to je otprilike procenat smanjenja katehina u na$im vinima, dok
je procenat smanjenja epikatehina bio veci (Tabela 32).

Nije zabelezeno znacajno smanjenje ni trans-resveratrola, naringenina i kvercetina (p >
0,05). Najvec¢e smanjenje koncentracije naringenina izazvali su zelatin i albumin u obe dodate
koncentracije (33,33%), dok je koncentracija kvercetina najviSe smanjena dodatkom vece kolicine
zelatina (10 g/hl) i ribljeg mehura (20 g/hl) i to za 39,52% (Tabela 32). Prema Donovan et al.
(1998) tretiranje vina i sa viSim koli¢inama Zelatina i albumina nije imalo efekta na koncentraciju
kvercetina u odnosu na kontrolu (netretirano vino). U istom istraZivanju sli¢ni rezultati primeceni su
I za trans-resveratrol, na koji je za nijansu veci uticaj imao albumin u odnosu na zelatin (Donovan
et al.,, 1998; Ghanem et al., 2017). Prema Karamanidou et al. (2011) tretiranje vina Zelatinom
izazvalo je smanjenje resveratrola i do 60% dok je u nasim uzorcima trans-resveratrol bio smanjen
za 17,78% dodatkom Zelatina u koncentraciji 10 g/hl (Tabela 32). Kod nekih sorti kao $to su
Cynthiana, Noble i Cabernet sauvignon primeceno je da nize koli¢ine zelatina (u kombinaciji sa
silicijum-dioksidom, 4 ml/l) i albumina (1,28 ml/l) ne dovode do zna¢ajnog smanjenja koli¢ine
trans-resveratrola (Threlfall et al., 1999).

Sve ove promene u koncentracijama fenolnih jedinjenja deSavaju se usled razli¢itih
interakcija proteina sa monomernim fenolima, dimerima i taninima razli¢ite molekulske mase
(Karamanidou et al., 2011; Cosme et al., 2008).
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Tabela 31. Sadrzaj pojedinih fenolnih jedinjenja u vinu pod uticajem razlicitih bistrila

Jedinjenje Kontrola Zelatin Zelatin Riblji Riblji Kalijum- Kalijum- Albumin  Albumin
(mg/l) (5 g/hl) (10 g/hl) mehur mehur kazeinat kazeinat (5 g/hl) (10 g/hl)
(10 g/hl) (20 g/hl) (10 g/hl) (15 g/hl)

Galna kiselina 3,42+0,07  3,16+0,10 3,01+0,10 2,50+0,11 2,2340,16 2,9340,10 2,6910,12 2,480,116  2,43+0,12
Protokkat(ihuinSka 2,86+0,03 2,69+0,04 1,90+0,05 2,49+0,08 2,1340,10 2,37+0,14 1,86+0,04 2,24+0,10 2,19+0,10
Iggfe;]riﬁ 12,07+0,15 10,33+0,50 8,66+0,35 11,27+0,50 8,95+0,25 8,70+0,24 8,58+0,24 10,43+0,22 10,2840,29
p-hidrl(zksilt_)enzoeva 1,52+0,05 0,89+0,08 0,87+0,06 0,89+0,10  0,82+0,09 0,81+0,03 0,79+0,06 0,89+0,05  0,85+0,05
Vanilir::iz;rll?selina 2,5240,06 2,35+0,07 2,22+0,05 2,24+0,10 2,07+0,11 2,1340,12 1,71+0,10 2,04+0,25 1,87+0,10
Kafeinska kiselina 3,92+0,12 2,88+0,05 2,74+0,05 3,86+0,20  2,54+0,08 2,32+0,12 2,58+0,10 2,51+0,10 2,47+0,13
Epikatehin 4,04+0,10 2,75+0,06 2,52+0,07 3,60+0,12  2,81+0,08 2,76+0,10 2,46+0,12 3,07£0,20  3,04+0,25
Siringinska kiselina  7,67+0,15 6,50+0,13 6,33+0,10 6,79+0,15  5,554+0,21 6,01+0,21 4,83+0,23 5,73t0,14  5,64+0,10
p-kumarinska kiselina  2,82+0,06  1,88+0,05 1,82+0,05 2,40+0,10 1,80+0,10 1,81+0,10 1,71+0,10 1,95+0,11 1,88+0,10
Ferulinska kiselina 0,26+0,04 0,22+0,04 0,21+0,02 0,25%0,01 0,1940,01 0,20+0,01 0,20+0,02 0,22+0,05 0,21+0,04
trans-resveratrol 0,45+0,04 0,39+0,01 0,37+0,06 0,41+0,05 0,31+0,01 0,37+0,04 0,36+0,04 0,40+0,04 0,39+0,03
Elaginska kiselina 2,52+0,02 2,45+0,02 1,45+0,05 1,99+0,10 1,4240,05 1,77£0,05 1,62+0,07 1,65+0,05 1,56+0,10
Kvercetin 1,24+0,04  0,82+0,02 0,75+0,02 1,23+0,05 0,75+0,11 1,07+0,04 0,84+0,01 0,91+0,02  0,86+0,01
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Tabela 32. Procenat smanjenja pojedinih fenolnih jedinjenja pod uticajem razlicitih sredstava za bisternje vina

Jedinjenje Zelatin  Zelatin  Riblji mehur Riblji mehur Kalijum-kazeinat Kalijum-kazeinat Albumin Albumin

(% smanjenja) (5g/hl) (10 g/hl) (10 g/hl) (20 g/hl) (10 g/hl) (15 g/hl) (5g/hl) (10 g/hl)
Galna kiselina 7,60 11,99 26,90 34,80 14,33 21,35 27,49 28,95
Protokatehuinska 5,94 33,57 12,94 25,52 17,13 34,97 21,68 23,43

kiselina

Katehin 14,42 28,25 6,63 25,85 27,84 28,91 13,59 14,83
p-hidro_ksit_)enzoeva 41,45 42,76 41,48 46,05 46,71 48,03 41,45 44,08
Vanilian:Eelilrl](?selina 6,75 11,90 11,11 17,86 15,48 32,14 19,05 25,79
Kafeinska kiselina 26,53 30,10 1,53 35,20 40,82 34,18 35,97 36,99
Epikatehin 31,93 37,62 10,90 30,45 31,68 39,11 24,01 24,75
Siringinska kiselina 15,25 17,47 11,47 27,64 21,64 37,03 25,29 26,47
p-kumarinska kiselina 33,33 35,46 14,89 35,82 35,82 39,36 30,85 33,33
Ferulinska kiselina 15,38 19,23 3,85 26,92 23,08 23,08 15,38 19,23
trans-resveratrol 13,33 17,78 8,89 31,11 17,78 20,00 11,11 13,33
Elaginska kiselina 2,78 42,46 21,03 43,65 29,76 35,71 34,52 38,10
Kvercetin 33,87 39,52 0,81 39,52 13,71 32,26 26,61 30,65
Naringenin 33,33 33,33 11,11 22,22 11,11 22,22 33,333 33,33
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5.13. Uticaj stabilizacije vina na fenolni sastav (askorbinska kiselina, SO,, malolakti¢ka
fermentacija, pasterizacija)

5.13.1. Uticaj dodatka askorbinske kiseline na fenolni sastav vina

Dodatak askorbinske kiseline nije statisticki znacajno uticao na promenu koncentracije
derivata benzoeve, derivata hidroksicimetne kiseline, trans-resveratrola, kvercetina i naringenina,
na nivou znacajnosti 0,05. Pretpostavlja se da se sadrzaj jedinjenja u uzorcima vina sa dodatom
askorbinskom kiselinom (200 mg/l) nije znacajno menjao zbog prisutnog slobodnog SO, koji je na
pocetku eksperimenta u vinu podesen na oko 30 mg/l dodatkom K;S,0s.

Askorbinska kiselina moze imati i pro-oksidativnu ulogu, jer njenom degradacijom nastaje
vodonik peroksid koji dalje stupa u reakcije sa fenolima i dolazi do njihove oksidacije (Barril et al.,
2016). U naSem eksperimentu nepromenjenost koncentracije fenolnih jedinjenja mogla bi se
pripisati SO, koji u svim svojim oblicima ima sposobnost da veze vodonik peroksid i na taj nacin
spreci oksidaciju fenolnih jedinjenja (Waterhouse et al., 2016).

Askorbinska kiselina se ¢eS¢e upotrebljava prilikom muljanja i flaSiranja belih vina i najvise
podataka iz literature nadeno je upravo za bela vina i model rastvore (Nikolantonaki i Waterhouse,
2012; Peng et al., 1998). Pojedini autori navode da su se vina sa dodatom askorbinskom kiselinom
Cinila svezija, leprSavija na ukusu i sa manje oksidativnih tonova (Barril et al., 2016), dok njihova
boja nije bila odrziva tokom duZeg perioda odlezavanja (Peng et al., 1998; Clark et al., 2010).
Fenolna jedinjenja u vinu, najpodloznija oksidativnim promenama su ona sa katehol funkcionalnom
grupom (orto- difenol) ukljucujuéi kafeinsku kiselinu, katehin, epikatehin, flavonole kao S$to je
kvercetin i jedinjenja sa trifenol grupom kao $to je galna kiselina (Makhotkina i Kilmartin, 2009)
koja predstavljaju oko 30% ukupnih fenolnih jedinjenja (Jeremic¢ et al., 2020).

Prema Makhotkina i Kilmartin (2009), voltametrijskim ispitivanjem antioksidanasa vina
zakljuceno je da je askorbinska kiselina zanemarljiva vezano za redukciju o-hinona u poredenju sa
SO, i glutationom. Hinoni kafeinske kiseline su reagovali sa SO, najbrze u poredenju sa drugim
nastalim hinonima (Makhotkina 1 Kilmartin, 2009). Time se donekle moze objasniti
nepromenjenost ili ¢ak blagi porast koncentracije kafeinske kiseline 1 ostalih derivata
hidroksicimetne kiseline (p-kumarinska kiselina i ferulinska kiselina) u nasim uzorcima vina gde je
dodata askorbinska kiselina i SO, u odnosu na kontrolu (Tabela 33). Sumpordioksid ima odli¢nu
sposobnost da stabilizuje derivate hidroksicimetne kiseline (Makhotkina i Kilmartin, 2009), §to se
poklapa sa nasim rezultatima (Tabela 33). Nasuprot ovome, ista studija je pokazala da oksidacioni
produkti kvercetina (hinoni) stupaju u dalji niz hemijskih reakcija otezavajuci ili onemogucavajuci
reakcije sa SO,. Da je sadrzaj kvercetina smanjen u odnosu na kontrolu pokazuju rezultati gde je
nadeno 0,26+0,01 mg/l, dok je u kontroli sadrzaj kvercetina iznosio 0,63+0,03 mg/l (Tabela 33).
Interakcija katehin hinona sa SO, je bila nepotpunija u odnosu na kafeinsku (Makhotkina i
Kilmartin, 2009). U nasim uzorcima koncentracija katehina i epikatehina nije znacajno promenjena
u odnosu na kontrolu, dodatkom ovih antioksidanasa (p > 0,05). Tipi¢ni fenoli belih vina kao $to su
derivati hidroksicimetne kiseline mnogo brze stupaju u reakciju sa SO, u poredenju sa flavonoidima
kao $to su katehin i kvercetin koji su karakteristi¢ni za crvena vina (Makhotkina i Kilmartin, 2009).
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Tabela 33. Sadrzaj pojedinih fenolnih jedinjenja u kontrolnim vinima i vinima sa dodatkom
askorbinske kiseline

Jedinjenje Kontrola Askorbinska kiselina
(mg/l)

Galna kiselina 4,04+0,12 4,36%0,15
Protokatehuinska kiselina 1,30+0,05 1,49+0,05
Katehin 11,80+0,35 11,05+0,30
p-hidroksibenzoeva kiselina 1,07+0,03 0,65+0,02
Vanilinska kiselina 1,50+0,05 1,98+0,05
Kafeinska kiselina 2,30+0,05 2,99+0,10
Epikatehin 5,20+0,17 4,57+0,15
Siringinska kiselina 5,68+0,20 6,46+0,25
p-kumarinska kiselina 2,1810,10 2,48+0,10
Ferulinska kiselina 0,23+0,02 0,24+0,02
trans-resveratrol 0,28+0,02 0,25+0,01
Elaginska kiselina 1,50+0,05 1,43+0,05
Kvercetin 0,63+0,03 0,26+0,01
Naringenin 0,04+0,01 0,01+0,001

5.13.2. Uticaj dodatka rastu¢ih koncentracija SO, na fenolni sastav vina

Utvrdeno je da postoji statisticki znacajna razlika u koncentraciji svih analiziranih jedinjenja
u kontolnom uzorku i uzorcima kojima su dodate vece koncentracije vinobrana (5 g/hl i 7 g/hl)
odnosno vinima sa 43 i 55 mg/l slobodnog SO,. Poredeci posebno derivate benzoeve kiseline (Slika
46) zapazena je znaCajna razlika medu pomenutim uzorcima, dok za derivate hidroksicimetne
kiseline (Slika 47) i flavan-3-ole (katehin i epikatehin) (Slika 48) nije ustanovljena statisticki
znacajna razlika (p > 0,05). PonaSanje ovih jedinjenja usled dodatka povecanih koncentracija
vinobrana je uglavnom u porastu sa ili bez statistiCke zna¢ajnosti.

Neki od podataka nadenih u literaturi govore o tome da povecane koncentracije SO, u vinu
sorte vinove loze Merlot (50, 100 i 200 mg/l), bez prisustva kiseonika, ne dovode do znacajnih
pomena kada je u pitanju sadrzaj katehina i epikatehina (Tao et al., 2007), $to je u saglasnosti sa
nasim rezultatima gde je zabeleZen rast ali ne statisticki znacajan (Slika 48). Autori Ma et al. (2018)
ustanovili su sliéne tvrdnje. Kako navode Barril et al. (2012), SO, ima sposobnost da redukuje
katehin o-hinon nazad u katehin i na taj nacin se ¢uva sadrzaj katehina. Bradshaw et al. (2004) su
ustanovili da je u model vinima, kojima je dodat standard katehina (100 mg/l) i SO, (50 mg/l),
izbegnuta oksidacija katehina i stvaranje hinona tj. potamnjivanje vina. Prema Pateraki et al. (2014),
koji su analizirali uticaj dodatka SO, tokom spontane fermentacije, ustanovili su da je sadrzaj
katehina i epikatehina na kraju fermentacije (posle 14 dana) bio visi u uzorcima sa dodatkom SOs.

Priblizno ista koncentracija kvercetina nadena je u kontrolnom vinu i1 vinu koje je imalo 43
mg/l slobodnog SO.. Sli¢no tome, poredeci konvencionalna vina sa organskim vinima bez dodatka

104



SO,, naden je visi sadrzaj kvercetina u ve¢em broju vina bez dodatka SO, (organskim vinima) mada
ta razlika nije bila znacajna (Garaguso i Nardini, 2015). Rezultati koje su dali Tao et al. (2007),
govore da sa povecanjem koncentracije SO, dolazi do smanjenja sadrzaja kvercetina. Razlog za
ovakvo ponaSanje kvercetina moze se pripisati reakciji kvercetina ili njegovog oksidovanog oblika
sa SO, koji se razlikuju od reakcija sa drugim fenolima (Tao et al., 2007).

U nasim vinima sadrzaj kafeinske kiseline je bio u porastu sa povec¢anjem koncentracije SO,
mada nije ustanovljena znaCajna razlika. Pretpostavlja se da je to rezultat reakcija hidrolize
kafeinske kiseline iz svojih estara (Gabriele et al., 2018). Koncentracija kafeinske kiseline u
uzorcima vina Merlot nije se znacajno promenila prilikom dodatka 50, 100 i 200 mg/l SO,, ali je
najveci sadrzaj ipak bio u uzorcima bez dodatka SO, (Tao et al., 2007; Garaguso i Nardini, 2015).
Kada je u pitanju sadrzaj p-kumarinske kiseline doslo je do blagog porasta u sadrzaju pocevsi od
vina sa 15 mg/l SO, ka vinu sa 43 mg/l SO, (Slika 47). U literaturi je nadeno da je koncentracija p-
kumarinske i ferulinske kiseline neznatno visa u vinima sa sadrZzajem oko 50 mg/l nego u vinima
kojima nije dodat SO, (Garaguso i Nardini, 2015). U medijumu kao §to je vino dolazi do vezivanja
bisulfita za fenolna jedinjenja, posebno za kafeinsku i p-kumarinsku Kiselinu i ovi procesi su
reverzibilni u zavisnosti od pH i temperature (Pateraki et al., 2014), ¢ime se mozZe objasniti
variranje njihovog sadrzaja u nasim istrazivanjima (Slika 47).

Koncentracija siringinske kiseline kao i ostalih derivata benzoeve kiseline (Slika 46) je
povecéana sa porastom koncentracija SO, (p < 0,05). U publikacijama nadena je veca koncentracija
siringinske kiseline u vinima sa 50 mg/l nego u vinima koja ne sadrze SO, (Garaguso i Nardini,
2015). Takode je, za koncentraciju galne Kiseline je nadeno da je bila visa u uzorcima sa dodatkom
SO, nego u uzorcima bez dodatka SO, (Pateraki et al., 2014).

Nije zapaZena zna¢ajna promena trans-resveratrola u nasim vinima kako u kontroli tako i u
ostalim uzorcima sa rastu¢im koncentracijama slobodnog SO, (Slika 49). Podaci nadeni u literaturi
su pokazali da sa povecanjem sadrzaja SO, od 50 do 100 mg/l i od 100 do 150 mg/l dolazi do
znacajnog porasta sadrzaja trans-resveratrola (Gabriele et al., 2018). Ipak, drugi navode da je pri
sadrzaju SO, od oko 50 mg/l u konvencionalnim vinima nadena niza koncentracija trans-
resveratrola nego u vinima bez dodatka SO, (Garaguso i Nardini, 2015).
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Slika 47. Sadrzaj derivata hidroksicimetne kiseline u vinu u zavisnosti od sadrzaja slobodnog SO,
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Slika 48. Sadrzaj katehina i epikatehina u vinu u zavisnosti od sadrzaja slobodnog SO;
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Slika 49. Sadrzaj trans-resveratrola, kvercetina i naringenin u vinu u zavisnosti od sadrzaja
slobodnog SO,

5.13.3. Uticaj primene malolakti¢ke fermentacije (MLF) na fenolni sastav vina

U naSem istrazivanju, najdominantnija jedinjenja izmerena u kontrolnom uzorku su bila
katehin, epikatehin i siringinska kiselina, §to se donekle poklapa sa istrazivanjima vrSenim na
vinima Tempranillo gde su najdominantnija jedinjenja u kontrolnim vinima bila galna kiselina,
epikatehin, katehin kao i kvercetin (Hernandez et al., 2006).
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Sadrzaj hidroksicimetnih kiselina u kontrolnim uzorcima vina je priblizan sadrZaju posle
MLF (Slika 50), tj. nema statisti¢ki znacajne razlike (p > 0,05), $to se moze tumaciti kao uticaj
dodatka pektinolitickih enzima tokom alkoholne fermentacije (EXV). Tokom ovog procesa je doslo
do dejstva cinamat esteraze i enzimske razgradnje estara ovih jedinjenja sa vinskom kiselinom, a u
toku MLF enzimska aktivnost bakterija mlecnog vrenja je dovela do njihovog oslobadanja
(Hernandez et al., 2006). Takode Hernandez et al. (2007) su proucavali oslobadanje derivata
hidroksicimetnih kiselina i dosli do zakljuc¢ka da tokom spontane fermentacije i inokulacije sa Lb.
plantarum dolazi do hidrolize estara ovih kiselina, dok inokulacija drugim sojevima Lb. plantarum i
O. oeni ima malo ili nimalo efekta na ove estre. Kod ovih sojeva oslobadanje kafeinske i p-
kumarinske kiseline pripisalo se delovanju cinamat esteraze. Time se objaSnjava priblizno ista
koli¢ina navedenih derivata hidroksicimetnih kiselina u nasim uzorcima zasejanim i jednom i
drugom kulturom bakterija mle¢nog vrenja.

Sadrzaj vanilinske, protokatehuinske 1 siringinske kiseline posle MLF je ostao uglavnom
nepromenjen ili u malom padu u slucaju obe zasejane kulture bakterija mle¢ne kiseline (BMK)
(Lactobacillus plantarum i Oenococcus oeni) kod vina Tempranillo kao i vina Trincadeira
(zasejanog komercijalnim preparatima mle¢nih bakterija Biolact Acclimatée i Biolact Acclimatée
4R). Takode je ustanovljeno i u nasim uzorcima vina sorte vinove loze Cabernet sauvignon (Slika
51) gde nije pokazana statisticki zna¢ajna razlika poredenjem sa kontrolom (p > 0,05). Madsen et al.
(2017) i Chescheir et al. (2015) su ispitivali razli¢ite sojeve BMK O.0eni i ustanovili da oslobadanje
hidroksicimetnih kiselina iz estara zavisi od bakterijske kulture i njenog enzimskog dejstva. Sadrzaj
vanilinske 1 siringinske kiseline je priblizan u svim uzorcima, jer njihovo prisustvo u vinu nije
uslovljeno metabolizmom kvasca, nego zavisi od sadrzaja alkohola koji je u ovim vinima bio isti
(Hernéndez et al., 2007; Cabrita et al., 2008). Prema Cabrita et al. (2008), koji su ispitivali dejstvo
MLF na koncentraciju fenolnih jedinjenja, nije ustanovljena znacajna promena ovih jedinjenja u
odnosu na klasi¢nu fermentaciju uz dodatak enzimskih preparata. Izuzetak je bila kafeinska kiselina

¢iji je sadrzaj bio veci pre MLF, §to je pripisano dejstvu enzima.

Prema Hernandez et al. (2007), sadrzaj trans-resveratrola i kvercetina se udvostrucio posle
MLF, dok je najniza koncentracija dobijena u uzorku zasejanom sa Lb. plantarum sto je slu¢a;j i kod
nasih uzoraka (Slika 52). Takode ista studija navodi da je sadrzaj katehina i epikatehina bio visi
posle MLF nego u kontrolnom uzorku vina, dok je kod sorti Regent i Rondo, u zavisnosti od
primenjenog bakterijskog soja, primeceno opadanje flavan-3-ola posle MLF i do 68% Sto se
poklapa sa trendom opadanja u nasem ispitivanom vinu Cabernet sauvignon. Ipak nije nadena
statistiCki znacajna razlika u sadrzaju katehina i epikatehina pre i posle zasejavanja BMK (p >
0,05). Ispitivana bakterija Lb. hilgardii je uticala takode na smanjenje sadrzaja katehina u vinu na
20°C (Alberto et al., 2004). MLF je prouzrokovala degradaciju flavanola u vinima Rondo i Regent,
sortama vinove loze koje rastu u hladnom regionu. Koris¢ene BMK za inokulaciju nisu dovele do
statisticki znacajne razlike (p > 0.05) u sadrzaju fenolnih jedinjenja vina sorte Rondo §to je u skladu
sa nasim rezultatima (Wojdyto et al., 2020). U naSim uzorcima nadeno je da ne postoji statisticki
znacajna razlika poredeci uzorke vina inokulisane sa bakterijama O.0eni i Lb. plantarum, na nivou
znacajnosti 0,05, §to znaci da dodatak BMK ne utice znac¢ajno na fenolni sastav vina sorte Cabernet
sauvignon (Tabela 34).
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Tabela 34. Sadrzaj pojedinih fenolnih jedinjenja u kontrolnom i uzorcima zasejanim BMK

Jedinjenje Kontrola Vino zasejano sa Vino zasejano sa
(mg/l) (bez zasejavanja Lb.plantarum O.oeni
BMK)
Galna kiselina 3,04+0,12 3,82+0,10 4,70+0,10
Protokatehuinska kiselina 1,50+0,05 1,58+0,10 1,98+0,10
Katehin 22,26+0,40 13,88+0,25 16,07+0,25
p-hidroksibenzoeva kiselina 0,57+0,04 0,62+0,04 0,74+0,05
Vanilinska kiselina 2,17+0,10 1,95+0,10 2,28+0,10
Kafeinska kiselina 3,06+0,12 2,72+0,10 2,78+0,10
Epikatehin 9,45+0,40 6,08+0,50 6,50+0,50
Siringinska kiselina 7,524+0,20 8,30+0,40 10,03+0,40
p-kumarinska kiselina 2,95+0,05 2,25+0,04 2,44+0,10
Ferulinska kiselina 0,30+0,05 0,37+0,05 0,32+0,04
trans-resveratrol 0,33+0,04 0,26+0,02 0,30+0,02
Elaginska kiselina 3,02+0,12 1,88+0,10 2,31+0,10
Kvercetin 0,48+0,04 0,45+0,04 0,35+0,04
Naringenin 0,10+0,02 0,07+0,01 0,04+0,01
7 = Kontrola

I [actobacillus plantarum
I Oenococcus oeni

i m e

mllm

3

Sadrzaj derivata hidroksicimetne kiseline u vinu (mg/1)

Slika 50. Sadrzaj derivata hidroksicimetne kiseline pre i posle MLF (1- kafeinska kiselina; 2-
p-kumarinska kiselina; 3- ferulinska kiselina)
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Slika 51. Sadrzaj derivata benzoeve kiseline pre i posle MLF (1- galna Kkiselina; 2-
protokatehuinska kiselina; 3- p-hidroksibenzoeva kiselina; 4- vanilinska kiselina; 5- siringinska
kiselina; 6- elaginska kiselina)
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Slika 52. Sadrzaj trans-resveratrola, kvercetina i naringenina pre i posle MLF (1- trans-resveratrol;
2- kvercetin; 3- naringenin)
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5.13.4. Uticaj primene pasterizacije na fenolni sastav vina

Poredeci sadrzaj fenolnih jedinjenja u pasterizovanom i nepasterizovanom vinu (Tabela 35)
nije ustanovljena statisticki znaajna razlika izmedu ovih uzoraka (p > 0,05) S§to znaci da
pasterizacija nije imala znac¢ajan uticaj na ispitivana jedinjenja u vinu.

Uglavnom je doslo do smanjenja sadrzaja pojedinih fenolnih jedinjenja $to se moze pripisati
termickoj degradaciji. Medutim, medu identifikovanim derivatima benzoeve kiseline izdvojila se
claginska kiselina ¢iji se sadrzaj pove¢ao nakon pasterizacije. Postoji moguénost da se elaginska
kiselina oslobodila iz elagitanina koji podlezu reakcijama hidrolize tokom toplog punjenja soka od
kupine koji je bogat izvor ovih jedinjenja (Gancel et al., 2011). U istom radu autori su ustanovili
smanjenje sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja usled termickog tretmana soka od kupine Sto bi se
moglo dovesti u vezu sa nasim rezultatima. Povecanjem temperature odleZzavanja crvenog vina do
40°C nadeno je smanjenje sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja, dok smanjenje sadrzaja ukupnih
tanina nije bilo znacajno (Hopfel et al., 2013).

Tabela 35. Sadrzaj pojedinih fenolnih jedinjenja u kontrolnom i pasterizovanom vinu

Jedinjenje Kontrola Pasterizacija
(mg/l)

Galna kiselina 3,42+0,15 2,84+0,11
Protokatehuinska kiselina 2,86+0,10 1,23+0,10
Katehin 10,07£0,05 18,88+1,20
p-hidroksibenzoeva kiselina 1,52+0,08 0,40+0,02
Vanilinska kiselina 2,52+0,10 1,69+0,11
Kafeinska kiselina 2,62+0,15 2,28+0,21
Epikatehin 6,44+0,04 6,87+0,20
Siringinska kiselina 7,67+0,40 7,3240,30
p-kumarinska kiselina 1,82+0,10 0,97+0,05
Ferulinska kiselina 0,26+0,02 0,26+0,02
trans-resveratrol 0,15+0,01 0,25+0,04
Elaginska kiselina 0,52+0,04 2,72+0,12
Kvercetin 0,13+0,02 0,33+0,04
Naringenin 0,02+0,001 0,09+0,004

5.14. Poredenje sadrzaja pojedinih fenolnih jedinjenja razlicitih berbi 2016. i 2018.

Nakon statisticke obrade podataka testom uparenih uzoraka za 12 fenolnih jedinjenja
kvantifikovanih 2016. i 2018. godine u vinu proizvedenom po istoj tehnologiji proizvodnje,
zakljuceno je da postoji statisticki znacajna razlika u sadrzaju galne, elaginske, p-kumarinske, p-
hidroksibenzoeve, protokatehuinske, siringinske i vanilinske kiseline na nivou znacajnosti 0,05.
Razlike u sadrzaju pojedinih fenolnih jedinjenja javljaju se zbog varijabilnih vremenskih uslova u
godinama berbi, kao $to su proseéne dnevne temperature i koli¢ina padavina. Osim uticaja na
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sadrzaj stilbena u vinu, uticaj vremenskih uslova na ostala fenolna jedinjenja nije u potpunosti
razjas$njen (Raicevi¢ et al., 2017).

5.15. Uticaj dvogodisnjeg odlezavanja vina u razli¢itim sudovima na fenolni sastav

Poredeci fenolni sastav uzoraka vina koja su odlezavala u razli¢itim sudovima 2 godine
(Tabela 36), nadena je statisticki znac¢ajna razlika u sadrZaju katehina i epikatehina kada je u pitanju
vino iz inoksa i vino iz staklene boce (buteljke) (p < 0,05). Ne postoji statisticki znacajna razlika
izmedu dvogodisnjeg odlezavanja vina u inoksu, hrastovim ba¢vama, barik buradima i staklenim
buteljkama u pogledu sadrzaja derivata benzoeve kiseline, derivata hidroksicimetne kiseline, trans-
resveratrola i kvercetina na nivou znac¢ajnosti 0,05.

Tabela 36. Sadrzaj pojedinih fenolnih jedinjenja u vinu koje je odlezavalo u razli¢itim sudovima

tokom dve godine

Jedinjenje Inoks Hrast Barik Staklo
(mg/I)
Galna kiselina 3,34+0,12 3,09+0,15 4,36+0,21 2,42+0,10
Protokatehuinska 0,38+0,04 1,05+0,05 1,11+0,05 2,31+0,10
Kiselina
Katehin 31,66+1,20 39,43+1,40 31,57+1,1 19,35+0,95
p-hidroksibenzoeva 0,13+0,02 0,37+0,05 0,30+0,03 0,62+0,06
Kiselina
Vanilinska kiselina 1,12+0,10 2,75+0,15 1,90+0,10 3,39+0,15
Kafeinska kiselina 3,07+0,10 3,8740,10 2,87+0,12 5,08+0,20
Epikatehin 19,52+1,0 21,71+1,10 15,70+1,4 7,60+0,35
Siringinska kiselina 3,32+0,14 3,66+0,15 3,34+0,20 7,74+0,15
p-kumarinska kiselina 3,77+0,17 3,76+0,15 3,02+0,10 5,54+0,20
Ferulinska kiselina 0,07+0,004 0,04+0,001 0,07+0,004 0,07+0,004
trans-resveratrol 0,58+0,03 0,92+0,04 0,41+0,02 0,13+0,02
Elaginska kiselina 2,47+0,10 4,45+0,12 6,43+0,15 1,85+0,10
Kvercetin 7,62+0,22 3,1810,11 1,344+0,10 0,57+0,02

5.16. Uticaj starosti zasada vinograda na fenolni sastav vina

U vinima dobijenim od grozda koje potie iz tri vinograda razliCite starosti zasada
kvantifikovano je 13 fenolnih jedinjenja (Tabela 37), medu kojima su derivati hidroksicimetne
kiseline (kafeinska, p-kumarinska i ferulinska kiselina), derivati benzoeve kiseline (galna,
protokatehuinska, p-hidroksibenzoeva, vanilinska, siringinska i elaginska kiselina), flavan-3-oli
(katehin i epikatehin), od flavonola kvercetin i stilbena trans-resveratrol. Na osnovu poredenja
dobijenih rezultata nadena je statisticki znacajna razlika izmedu fenolnog sastava vina dobijenog iz
vinograda u punom rodu (mlad vinograd) i vinograda visedecenijske eksploatacije (p < 0,05), a to je
vinograd Radmilovac.
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Tabela 37. Sadrzaj pojedinih fenolnih jedinjenja u vinima iz vinograda razliCite starosti zasada

Jedinjenje Vino Carpe Diem Vino Trisi¢ Vino Radmilovac
(mg/1) (mlad vinograd) (srednje star vinograd) (star vinograd)

Galna kiselina 1,13+0,10 2,80+0,06 2,42+0,05
Protokatehuinska kiselina 1,96+0,11 0,49+0,03 2,31+0,05
Katehin 11,04+0,20 23,71+0,50 19,35+0,33
p-hidroksibenzoeva kiselina 1,2340,10 0,89+0,05 0,62+0,04
Vanilinska kiselina 3,53+0,09 2,88+0,08 3,39+0,06
Kafeinska kiselina 3,87+0,11 1,34+0,10 5,08+0,18
Epikatehin 4,37+0,35 10,46+0,99 7,60+0,25
Siringinska kiselina 7,82+0,45 3,73+0,15 7,74+0,20
p-kumarinska kiselina 2,3840,06 0,32+0,02 5,54+0,30
Ferulinska kiselina 0,05+0,002 0,27+0,02 0,070,005
trans-resveratrol 0,12+0,01 1,32+0,10 0,13+0,01
Elaginska kiselina 0,49+0,03 1,96+0,11 1,85+0,10
Kvercetin 0,02+0,001 24,75+1,10 0,57+0,02

5.17. Uticaj razlicitih vinskih selekcionisanih kvasaca i enzimskih preparata na Kkinetiku
ekstrakcije pojedinih fenolnih jedinjenja prevrele komine tokom maceracije

5.17.1. Sadrzaj rutina u uzorcima prevrele komine

Za sadrzaj rutina u uzorcima komine koja je macerirala 3, 5, 7 14 i 21 dana uz potapanje dva
puta dnevno, zapazen je trend eksponencijalnog opadanja od perioda najkra¢e maceracije tj. treceg
dana do 21. dana maceracije za sve varijante ogleda (Slika 53a-57a). Najvisi sadrzaj rutina je
izmeren u komini koja je najkrace macerirala Sto znaci da je manje rutina ekstrahovano u odnosu na
kominu koja je duzi period bila u kontaktu sa te¢nom fazom.

Poredenjem sadrZaja rutina u komini dobijenoj spontanom i inokulisanom fermentacijom
(BDX, FX10 1 Qa23) nije ustanovljena statisticki znacajna razlika (p > 0,05). Isti slucaj zabelezen je
za kominu koja je macerirala uz dodatak enzimskih preparata (BDX + CB i BDX + EXV 1) U
poredenju sa kominom koja je macerirala bez enzimskih preparata (BDX). Upotreba enzimskog
preparata CP tokom maceracije i fermentacije sa selekcionisanim kvascem BDX dovela je do
statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u sadrzaju rutina u toj komini i komini varijanti ogleda BDX +
EXV50161 BDX + Car.

Vreme maceracije je imalo znacajan uticaj na sadrzaj rutina u uzorcima komine koja je
macerirala tri dana i komine koja je macerirala 7, 14 i 21 dan (p < 0,05). Takode znac¢ajna je bila
razlika komine koja je maceirala 5 dana sa kominom koja je bila u kontaktu sa te¢nom fazom 14 i
21 dan (p £0,05).
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Slika 55. Dinamika sadrzaja rutina u prevreloj komini tokom maceracije i fermentacije kvascem
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Slika 57. Dinamika sadrzaja rutina u prevreloj komini tokom maceracije i fermentacije kvascem
Qaz23 (a) i konveksnost/konkavnost (b)

Drugi izvod (konveksnost ili konkavnost) nam govori da u postavljenim varijantama ogleda
dolazi do desorpcije sadrzaja rutina iz komine u vino u periodu od 3. do 14. dana. Nakon toga u
veéini slu¢ajeva dolazi do uspostavljanja ravnoteZe u sadrzaju ovog jedinjenja izmedu te¢ne i Cvrste
faze (Slika 53b-56b), izuzev kod varijante ogleda Qa23 gde je primecen nastavak desorpcije i nakon
14. dana (Slika 57b).

5.17.2. Sadrzaj trans-resveratrola u uzorcima prevrele komine

Najvisi sadrzaj trans-resveratrola naden je u komini koja je macerirala kra¢i vremenski
period, tako da nije bilo dovoljno vremena da se visa koli¢ina ovog jedinjenja ekstrahuje (Slika 58a-
62a).

Nije ustanovljena statisticki znacajna razlika u sadrzaju trans-resveratrola u komini koja je
macerirala 3, 5, 7, 14 1 21 dan uz potapanje dva puta dnevno za razliite varijante ogleda spontane i
inokulisane fermentacije (BDX, FX10 i Qa23). Dodatak enzimskih preparata (varijante ogleda
BDX + CB i BDX + EXV3p18) pri maceraciji kljuka nije imao statisti¢ki znacajan uticaj na sadrzaj
trans-resveratrola zaostalog u komini posle maceracije. U istrazivanju Meini et al. (2019),
resveratrol nije detektovan u ekstraktima komine grozda od sorte vinove loze Syrah, kako u kontroli
tako ni u enzimski tretiranim uzorcima.

Komina koja je macerirala u periodima od 14 i 21 dan sadrzala je statisticki visu koli¢inu
trans-resveratrola u odnosu na kominu koja je odvojena nakon 3, 5 i 7 dana maceracije (p < 0,05).
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To znaci da je vreme maceracije bitno uticalo na sadrzaj ovog jedinjenja koje je zaostalo u prevreloj
komini.

U radu Antoniolli et al. (2015), izmereno je 36,0 pg trans-resveratrola po g liofilizovanog
ekstrakta komine, dok je u naSim uzorcima klasi¢ne vinifikacije uz potapanje komine (uz razliite
enzime i kvasce) taj sadrzaj bio dosta nizi (svega oko 1 ug/g). Rezultat je izrazen na liofilizovanu
kominu, a ne na ekstrakt komine kao sto je slucaj u literaturi.

Primena razli¢itih pritisaka presovanja komine prilikom odvajanja te¢nog dela (samotok,
0,5, 1,0 i 1,5 bara) nije dala statisti¢ki znacajne razlike u sadrzaju trans-resveratrola zaostalog u
prevreloj komini.
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Slika 58. Dinamika sadrzaja trans-resveratrola u prevreloj komini tokom maceracije i spontane
fermentacije (a) i konveksnost/konkavnost (b)
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Slika 62. Dinamika sadrzaja trans-resveratrola u prevreloj komini tokom maceracije i fermentacije
kvascem BDX uz enzimski preparat EXV (a) i konveksnost/konkavnost (b)

Slicno dinamici rutina, primecena je desorpcija sadrzaja trans-resveratrola od 3. dana
maceracije pa do 14. dana za varijante ogleda spontane fermentacije, BDX + CB, BDX + EXV. U
slu¢aju FX10 i BDX varijanti ogleda desorpcija trans-resveratrola trajala je nesto krace. Postoji
pretpostavka da je doslo do blage adsorpcije ovog jedinjenja na ¢elije kvasca ili komine do 14. dana
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maceracije. Nakon 14. dana za sve varijante ogleda vazila je ravnoteza u sadrzaju trans-resveratrola
izmedu tecne i ¢vrste faze (Slika 58b-62b).

5.17.3. Sadrzaj katehina i epikatehina u uzorcima prevrele komine

Poredenjem sadrzaja katehina i epikatehina u komini dobijenoj spontanom i inokulisanom
fermentacijom (BDX, FX10 i Qa23) nije ustanovljena statisticki znacajna razlika (p > 0,05). Isti
slu¢aj zabelezen je za kominu koja je macerirala uz dodatak enzimskih preparata (BDX + CB i
BDX + EXV218) u poredenju sa kominom koja je macerirala bez enzimskih preparata (BDX).

Upotreba enzimskih preparata CP, Car i EXV306 nije imala znacajnog uticaja na sadrzaj
katehina kao ni epikatehina zaostalog u prevreloj komini.

Kao i sa prva dva pomenuta jedinjenja, najvisa koli¢ina katehina i epikatehina nadena je u
komini koja je macerirala kra¢i vremenski period (Slika 63a-73a). Obzirom da je vrlo mala koli¢ina
katehina ekstrahovana u vino zbog prirode ekstrakcije jedinjenja koja se nalaze u semenkama
grozda. Za njihovu ekstrakciju, kao §to je ve¢ receno, potrebna je odredena koli¢ina nastalog
etanola $to nije bio slucaj posle 3 ili 5 dana maceracije, tako da je visi sadrzaj naden u komini.

Uzimajuc¢i u obzir sve varijante ogleda klasicne maceracije razlicitih perioda (3, 5, 7, 141 21
dan), utvrdeno je da samo izmedu perioda od 5 dana i perioda maceracije od 7 dana postoji
statisticki znacajna razlika kada je u pitanju sadrzaj katehina kao i epikatehina u prevreloj komini.
Pretpostavlja se da je upravo u tom periodu maceracije prelomni momenat veée ekstrakcije ovih
jedinjenja, usled nastalog etanola u kljuku, $to se odrazava i na sadrzaj ovog jedinjenja u komini.

Katehin i epikatehin su nadeni kao najdominantnija jedinjenja u komini grozda Cabernet
sauvignon $to je u saglasnosti sa ranijim istrazivanjima (de la Cerda-Carrasco et al., 2015; Melo et
al., 2015). Sadrzaj katehina u svim uzorcima je bio visi u odnosu na sadrzaj epikatehina Sto je
saglasno sa de la Cerda-Carrasco et al. (2015) i Antoniolli et al. (2015). Autori Cheng et al. (2012)
navode da je sadrzaj katehina u ekstraktu komine od grozda vinove loze sorte Pinot noir koja je
macerirala 7 dana, bio dvostruko visi od sadrzaja epikatehina. Dosta nizi sadrzaj ova dva jedinjenja
je izmeren kod komine od grozda vinove loze sorte Pinot meunier iako nije bila izlozena maceraciji,
nego je odvojena odmah posle muljanja (Cheng et al., 2012).
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Slika 63. Dinamika sadrzaja katehina u prevreloj komini tokom maceracije i spontane fermentacije
(@) i konveksnost/konkavnost (b)
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Slika 64. Dinamika sadrzaja katehina u prevreloj komini tokom maceracije i fermentacije kvascem
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Slika 65. Dinamika sadrzaja katehina u prevreloj komini tokom maceracije i fermentacije kvascem
BDX uz enzimski preparat Car (a) i konveksnost/konkavnost (b)
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Slika 66. Dinamika sadrzaja katehina u prevreloj komini tokom maceracije i fermentacije kvascem
BDX uz enzimski preparat EXV (a) i konveksnost/konkavnost (b)
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Slika 67. Dinamika sadrzaja katehina u prevreloj komini tokom maceracije i fermentacije kvascem
FX10 (a) i konveksnost/konkavnost (b)
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Slika 68. Dinamika sadrzaja katehina u prevreloj komini tokom maceracije i fermentacije kvascem
Qaz23 (a) i konveksnost/konkavnost (b)
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Slika 69. Dinamika sadrzaja epikatehina u prevreloj komini tokom maceracije i spontane
fermentacije (a) i konveksnost/konkavnost (b)
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Slika 70. Dinamika sadrZaja epikatehina u prevreloj komini tokom maceracije i fermentacije

kvascem BDX (a) i konveksnost/konkavnost (b)
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Slika 71. Dinamika sadrzaja epikatehina u prevreloj komini tokom maceracije i fermentacije

kvascem BDX uz enzimski preparat EXV (a) i konveksnost/konkavnost (b)
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Slika 72. Dinamika sadrZzaja epikatehina u prevreloj komini tokom maceracije i fermentacije

kvascem FX10 (a) i konveksnost/konkavnost (b)
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Slika 73. Dinamika sadrzaja epikatehina u prevreloj komini tokom maceracije i fermentacije
kvascem Qa23 (a) i konveksnost/konkavnost (b)

Kao §to je prikazano na graficima (Slika 63b-73b) kod svih varijanti ogleda sadrzaj katehina
i epikatehina je desorbovan od pocetka maceracije pa do 14. dana nakon cega je doSlo do
uspostavljanja ravnoteze ili je nastavljena blaga desorpcija. Samim tim tokom celog perioda
maceracije deSavala se ekstrakcija ovih jedinjenja iz komine u vino, u ¢emu je veliku ulogu,
pretpostavlja se, imao nastali etanol tokom fermentacije.

5.17.4. Sadrzaj vanilina u uzorcima prevrele komine

Analizirajuéi koli¢inu vanilina zaostalog u prevreloj komini nakon klasi¢ne vinifikacije uz
spontanu i inokulisanu fermentaciju, kao i kombinacijom kvasca BDX sa enzimskim preparatima
CB i EXV 15 uz razli¢ito vreme maceracije, utvrdeno je da je samo primena selekcionisanog kvasca
Qa23 imala znacajan uticaj na sadrzaj ovog jedinjenja u prevreloj komini u odnosu na spontanu
fermentaciju (p < 0,05).

Sadrzaj vanilina kao 1 ostalih jedinjenja ¢ija je dinamika ponaSanja u komini pra¢ena tokom
21 dan maceracije, eksponencijalno je opadala od 3. do 21. dana maceracije. To bi znacilo da kako
je vreme odmicalo sve je manja koncentracija vanilina zaostajala u prevreloj komini (Slika 74a-
78a).

Koncentracija vanilina se menjala tokom 21 dan maceracije ali statisticki znacajna razlika je
nadena izmedu uzoraka komine koji su odvojeni nakon perioda maceracije od 3 dana i perioda
maceracije od 21 dan (p < 0,05).
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Slika 74. Dinamika sadrzaja vanilina u prevreloj komini tokom maceracije i fermentacije kvascem
BDX (a) i konveksnost/konkavnost (b)
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Slika 76. Dinamika sadrzaja vanilina u prevreloj komini tokom maceracije i fermentacije kvascem
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Slika 78. Dinamika sadrzaja vanilina u prevreloj komini tokom maceracije i fermentacije kvascem
BDX uz enzimski preparat CB (a) i konveksnost/konkavnost (b)

Sadrzaj vanilina se kod varijanti ogleda BDX 1 BDX + EXV kretao prili¢no identi¢no $to
nam pokazuje drugi izvod funkcije dinamike ekstrakcije ovog jedinjenja tokom perioda maceracije
(Slika 74b i Slika 77b). Posle desorpcije do 14. dana maceracije sledila je pravilna ravnoteza
izmedu koncentracije ovog jedinjenja u komini i u vinu tj. doslo je do zasi¢enja. Kod varijante
ogleda BDX + CB desorpcija je nastupila od 7. dana pa sve do 14. dana nakon ¢ega je usporena sve
do kraja maceracije (Slika 78b). Uz primenu FX10 i Qa23 selekcionisanih kvasaca, tokom celog
perioda maceracije ustanovljena je desorpcija ovog jedinjenja iz komine u vino (Slika 75 i Slika
76).

5.17.5. Sadrzaj p-kumarinske kiseline u uzorcima prevrele komine

Poredenjem sadrzaja p-kumarinske kiseline u komini dobijenoj spontanom i inokulisanom
fermentacijom (BDX, FX10 i Qa23) nije ustanovljena statisticki znacajna razlika (p > 0,05). Isto je
utvrdeno za kominu koja je macerirala uz dodatak enzimskih preparata (BDX + CB i BDX +
EXV2018) u poredenju sa kominom koja je macerirala bez enzimskih preparata (BDX). Dinamika
sadrzaja p- kumarinske kiseline je bila priblizno ujednac¢ena za sve prikazane varijante ogleda (Slika
79a-83a). Za sve varijante ogleda, uocena je statistiCki znacajna razlika izmedu komine koja je

odvojena posle 7 dana maceracije u poredenju sa uzorcima prevrele komine od 3, 51 21 dan (p <
0,05).
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Slika 79. Dinamika sadrzaja p- kumarinske Kiseline u prevreloj komini tokom maceracije i spontane
fermentacije (a) i konveksnost/konkavnost (b)
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Slika 80. Dinamika sadrzaja p- kumarinske kiseline u prevreloj komini tokom maceracije i
fermentacije kvascem BDX (a) i konveksnost/konkavnost (b)

Sadrzaj p- kumarinske kiseline u prevreloj komini

Slika 81. Dinamika sadrzaja p-kumarinske kiseline u prevreloj komini tokom maceracije i
fermentacije kvascem FX10 (a) i konveksnost/konkavnost (b)
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Slika 82. Dinamika sadrzaja p- kumarinske kiseline u prevreloj komini tokom maceracije i
fermentacije kvascem Qa23 (a) i konveksnost/konkavnost (b)
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Slika 83. Dinamika sadrzaja p-kumarinske kiseline u prevreloj komini tokom maceracije i
fermentacije kvascem BDX uz enzimski preparat CB (a) i konveksnost/konkavnost (b)

Za dinamiku p-kumarinske kiseline moze se re¢i da su dominantne bile reakcije desorpcije
kao i kod prethodnih jedinjenja. Za sve primenjene varijante ogleda intezivna desorpcija p-
kumarinske kiseline iz komine u vino deSavala se do 14. dana maceracije. Posle toga je ili
nastavljena slabijim intezitetom ili je doSlo do zasi¢enja i uspostavljanja ravnoteze (Slika 79b-83b).

Pored ovih navedenih fenolnih jedinjenja, ostala jedinjenja identifikovana u komini su bila
siringinska, galna, kafeinska, ferulinska, protokatehuinska, p-hidroksibenzoeva, elaginska,
vanilinska kiselina kao i kvercetin, naringenin i kemferol. Nasi uzorci komine zaostale posle
klasi¢nog nacina vinifikacije, sadrzali su znatno visu koli¢inu siringinske kiseline u odnosu na galnu
kiselinu. Komina grozda Cabernet sauvignon, prema Ribeiro et al. (2015) od hidroksicimetnih
kiselina sadrzala je samo kafeinsku kiselinu, dok je u nasim uzorcima komine iste sorte zastupljena
bila i p-kumarinska i ferulinska kiselina. Nasi rezultati su pokazali da je siringinska Kiselina bila
zastupljenija u visoj koli¢ini u odnosu na galnu i vanilinsku, §to je u skladu sa rezultatima Ribeiro et
al. (2015) dobijenih u komini iste sorte vinove loze. Ekstrakt komine grozda vinove loze sorte Pinot
meunier koja je odvojena odmah nakon muljanja sadrzao je nizu koli¢inu galne kiseline u odnosu
na kominu grozda vinove loze sorte Pinot noir. Pomenuta sorta (Pinot noir) bila je izlozena
maceraciji u trajanju od 7 dana gde je doslo do ekstrakcije odredenog dela galne kiseline (Cheng et
al., 2012). Prema Antoniolli et al. (2015), najdominantnija jedinjenja u ekstraktima komine grozda
vinove loze sorte Malbec su bila katehin, epikatehin i siringinska kiselina u koncentracijama od
1731 do 3387 ng/g suvog ekstrakta komine, kao i galna kiselina, kvercetin i njegov glukozidni
oblik. Dobijeni rezultati za identifikovana jedinjenja i njihov sadrzaj u ekstraktima komine grozda
Malbec, pokazali su sli¢nost sa vinom 0d iste sorte, a razlika je uo¢ena u slucaju siringinske i galne
kiseline. U ekstraktima komine suprotno vinu, siringinska kiselina je bila dominantnija u odnosu na
galnu kiselinu, a slicno ponasanje nadeno je i za kvercetin i njegov glukozid (Antoniolli et al.,
2015).

Najvise vrednosti siringinske kiseline ekstrahovane su iz komine koja je macerirala u kljuku
zasejanim Qaz23 selekcionsianim vinskim kvascem i kretale su se od 4,83 do 10,24 mg/kg prevrele
komine (Tabela 38) u zavisnosti od vremena maceracije. Jedino za te uzorke je utvrdena znacajna
razlika (p < 0,05), u odnosu na sadrzaj istog jedinjenja u komini spontane fermentacije (Tabela 38).
Vreme maceracije je znacajno uticalo na sadrzaj siringinske kiseline u prevreloj komini, a jedino
gde nije nadena znacajna razlika bila je komina od petog i komina od sedmog dana.
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Tabela 38. Sadrzaj siringinske kiseline u uzorcima prevrele komine

Siringinska 3. dan 5. dan 7. dan 14. dan 21. dan

kiselina (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
Spontana 3,14 3,90 4,47 7,40 9,12
BDX 3,28 4,77 6,03 6,63 8,53
FX10 3,24 4,62 5,25 6,16 9,26
Qa23 4,83 6,83 6,56 10,45 10,24
BDX + EXVy018 3,54 4,54 3,57 7,88 9,34
BDX + CB 4,02 4,68 6,70 6,86 8,75

Za razliku od siringinske kiseline, za galnu kiselinu nije ustanovljena znac¢ajna razlika medu
ogledima (Tabela 39). Komina spontane fermentacije se nije znacajno razlikovala od komine
inokulisane fermentacije, niti je dodatak enzimskih preparata tokom maceracije (CB i EXV)
znacajno menjao sadrzaj galne kiseline koji je zaostao u komini nakon odvajanja vina (Tabela 39).

Tabela 39. Sadrzaj galne kiseline u uzorcima prevrele komine

Galna kiselina 3. dan 5. dan 7. dan 14. dan 21. dan

(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
Spontana 0,49 0,69 0,67 0,84 0,98
BDX 0,55 0,62 0,73 0,74 0,82
FX10 0,58 0,57 0,59 0,68 0,72
Qa23 0,73 0,99 0,88 0,75 0,66
BDX + EXVao13 0,66 0,74 0,49 1,09 0,82
BDX + CB 0,72 0,65 0,72 0,74 0,75

Na ekstrakciju galne, siringinske i p-kumarinske kiseline, dokazano je da uti¢e dodatak
enzimskih preparata tanaze i celulaze (Meini et al., 2019). Tanaze degradiraju hidrolizabilne tanine i
oslobada se galna i siringinska kiselina, dok celulaze hidrolizuju celulozna vlakna i oslobadaju
zarobljena fenolna jedinjenja kao $to je p-kumarinska kiselina. Koli¢ine ovih fenolnih kiselina
dobijenih iz ekstrakta komine grozda vinove loze sorte Syrah, bile su vise u odnosu na nase
rezultate. Veéi uticaj od enzima na ekstrakciju galne kiseline dalo je vreme u kojem je komina bila
u kontaktu sa ¢vrstom fazom. Tako utvrdena statisticki znacajna razlika u slucaju koncentracije
galne kiseline u komini maceracije od 3 dana i u komini maceracije u periodu od 14 dana (p <
0,05).

Sadrzaj kvercetina je bio najdominantniji od svih analiziranih flavonola (Tabela 40).
Njegova koncentracija u uzorcima komine dobijene nakon klasi¢ne vinifikacije uz primenu
spontane i inokulisane fermentacije i razli¢itih enzimskih preparata kretala se od 1,70 do 12,17
mg/kg prevrele komine (Tabela 40). Nije nadena statisti¢ki znacajna razlika u njegovom sadrzaju
izmedu spontane i inokulisane kao i izmedu BDX varijante ogleda i BDX + CB i BDX + EXV 018
(Tabela 40). Vreme maceracije je bitno uticalo na sadrzaj kvercetina koji je zaostao u komini.
Znacajna razlika je nadena izmedu komine odvojene posle 3 dana i komine koja je macerirala 7, 14
i 21 dan, kao i komine koja je macerirala 5 dana i duzim periodima maceracije od 14 i 21 dan
(Tabela 40). Koncentracija kvercetina bila je vi$a u uzorcima komine koji su duze vreme macerirali
u odnosu na uzorke koji su odvojeni posle 3 ili 5 dana. To je u skladu sa istrazivanjem Cheng et al.
(2012) gde je sadrzaj kvercetina bio je visi u komini grozda vinove loze sorte Pinot noir koja je
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macerirala 7 dana u poredenju sa sortom Pinot meunier koja nije bila izloZena maceraciji nego je
odvojena odmah nakon muljanja.

Tabela 40. Sadrzaj kvercetina u uzorcima prevrele komine

Kvercetin 3. dan 5. dan 7. dan 14. dan 21. dan

(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
Spontana 1,70 6,53 9,16 9,99 10,40
BDX 2,62 7,41 7,07 10,46 10,96
FX10 3,01 3,54 9,64 10,23 12,17
Qa23 3,83 10,31 11,30 10,59 10,99
BDX + EXVao18 1,80 8,92 6,00 11,27 11,09
BDX + CB 2,97 6,97 10,44 7,99 9,02

5.18. Antioksidativni kapacitet uzoraka vina
5.18.1. Anti-DPPH radikalska aktivnost

5.18.1.1. Anti-DPPH radikalska aktivnost vina iz 2016. godine dobijenih fermentacijom
kvascem BDX uz enzimske preparate EXV, CP i Car

U eksperimentu kvasac + enzimski preparati (CP, EXV i Car), najniza anti-DPPH radikalska
aktivnost, dobijena je za uzorak koji je macerirao 3 dana uz enzim Car (40,66%). ProduZzenom
maceracijom do 21. dan uz isti enzimski preparat dobijeno je vino sa najviSom anti-DPPH
radikalskom aktivnoscéu i to 5,8% (Slika 84). Ukoliko je dobijena anti-DPPH radikalska aktivnost
niza, ti uzorci ispoljavaju bolju antiradikalsku aktivnost. Vina koja su macerirala uz primenu BDX
+ EXV i BDX + CP, maceracija od 21 dan takode je dala najbolje rezultate u pogledu anti-DPPH
radikalske aktivnosti (Slika 84). Nadena je znacajna razlika u antiradikalskoj aktivnosti izmedu vina
dobijenih u kombinaciji kvasca sa razli¢itim enzimskim preparatima (CP, EXV i Car) (p < 0,01).
Porede¢i antiradikalsku aktivnost vina razli¢itih perioda maceracije, nadena je statisticki znacajna
razlika izmedu vina koja su macerirala 14 i 21 dan (p < 0,05) za pomenute varijante ogleda. Sli¢no
tome, prema Damijani¢ et al. (2012), antioksidativni kapacitet vina Teran, izmeren DPPH testom, je
znacajno bio veci 17.121. dan u poredenju sa 7. i 12. danom maceracije. Ovo potvrduje visi sadrzaj
fenolnih jedinjenja u vinima sa duzom maceracijom, a samim tim i boljim antioksidativnim
svojstvima (Villafo et al., 2006; Damijanic et al., 2012).
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Slika 84. Anti-DPPH radikalska aktivnost vina fermentacije kvascem BDX uz CP, EXV i Car
enzimske preparate

5.18.1.2. Anti-DPPH radikalska aktivnost vina iz 2018. godine dobijenih fermentacijom
kvascem BDX i kvascem BDX i enzimskim preparatima EXV i CB

Nije ustanovljena statisticki znacajna razlika u antiradikalskoj aktivnosti izmedu vina
dobijenih koris¢enjem selekcionisanog kvasca BDX bez dodatog enzimskog preparata i vina
dobijenih uz dodatak enzimskih preparata EXV i CB (p > 0,05). Ipak, u svim prikazanim
varijantama ogleda duzi period maceracije dao je vina sa boljom antioksidativno$¢u (Slika 85).
Nasuprot tome, prema Generali¢ Mekini¢ et al. (2019), veéi % inhibicije DPPH radikala naden je u
vinima proizvedenim uz dodatak enzimskog preparata S$to zna¢i da su ta vina imala bolji
antioksidativni kapacitet u odnosu na vino bez dodatog enzima.
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Slika 85. Poredenje anti-DPPH radikalske aktivnosti vina fermentacije kvascem BDX i kvascem
BDX uz enzimske preparate EXV i CB

5.18.1.3. Anti-DPPH radikalska aktivnost vina spontane i inokulisane fermentacije (BDX,
FX10, Qa23)

Ustanovljeno je da ne postoji statisticki znac¢ajna razlika u anti-DPPH radikalskoj aktivnosti
izmedu uzoraka vina spontane i inokulisane fermentacije (p > 0,05). Za razliku od vrste
primenjenog kvasca, vreme maceracije je imalo uticaj na antiradikalsku aktivnost vina. Nadjena je
statistiCki znacajna razlika izmedu vina duzih perioda maceracije (5, 7, 14 1 21 dan) i vina ¢ija je
maceracija trajala 3 dana (Slika 86).
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Slika 86. Anti-DPPH radikalska aktivnost vina spontane i inokulisane fermentacije (BDX, FX10 i
Qa23)

5.18.2. Test TEAC

5.18.2.1. Antioksidativni kapacitet vina iz 2016. godine dobijenih fermentacijom kvascem
BDX uz enzimske preparate EXV, CP i Car

Od varijanti ogleda kvasac + enzimski preparati (CP, EXV i Car), najbolje se pokazala
kombinacija BDX + EXV, gde je najveci antioksidativni kapacitet zabelezen 21. dana maceracije i
to 16,80 mmol TE/I (Slika 87). Primenjen je T-test u cilju ispitivanja uticaja dodatka enzimskih
preparata na antioksidativne karakteristike vina. Ustanovljena je razlika u antioksidativnom
kapacitetu usled primene tri razli¢ita enzimska preparata (p < 0,01), $to je u skladu sa Kocabey et al.
(2016). Vina Cabernet sauvignon i Tempranillo su pokazala sli¢an trend vrednosti antioksidativnog
kapaciteta tokom maceracije, merenog testom TEAC. Kod vina Cabernet sauvignon izmerena je
visa vrednost ukupnih fenolnih jedinjenja, kao i antioksidativna svojstva nego kod druge ispitivane
sorte (Villafio et al., 2006).

Sto se ti¢e uticaja duzine maceracije na antioksidativni kapacitet, vina koja su macerirala 5,
14 1 21 dan, znacajno su se razlikovala od rezultata testa TEAC za kontrolni uzorak vina (nulti dan)
uz sva tri enzimska preparata (EXV, CP i Car). U literaturi je nadeno da se vino Teran od 3 dana
maceracije znacajno razlikuje od vina duzih perioda maceracije u pogledu antioksidativnih
svojstava merenih testom TEAC, pri ¢emu nije bilo dodataka enzimskih preparata (Damijani¢ et al.,
2012).
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Slika 87. Antioksidativni kapacitet vina fermentacije kvascem BDX uz enzimske preparate CP,
EXVi Car

Dobijeni rezultati se poklapaju sa podacima iz literature, za hrvatsku sortu vinove loze Teran
¢ija je maceracija takode trajala 21 dan (Damijani¢ et al., 2012). Prema Villafio et al. (2006),
vrednost za antioksidativnost merenu testom TEAC, preko 11 mmol TE/I je smatrana visokom, $to
je u skladu sa nasim rezultatima. Istrazivanje Lingua et al. (2016) pokazalo je sli¢ne vrednosti
TEAC (12,8 mmol/l) posle alkoholne fermentacije za Cabernet sauvignon vina iz Argentine. Autori
Maleti¢ et al. (2009) su konstatovali da je antioksidativni kapacitet vina uveliko uslovljen sortom i
dobili 18,1 mmol TE/I za sortu Babi¢ i 39,2 TE/I za sortu Plavac mali. Tokom 9 dana maceracije
dve portugalske sorte vinove loze Tinta roriz i Touriga nacional izmeren je niZi antioksidativni
kapacitet u odnosu na nase uzorke ali je dinamika porasta bila ista (Jord&o et al., 2011).

5.18.2.2. Antioksidativni kapacitet vina spontane i inokulisane fermentacije (BDX, FX10,

Qa23)

Odredivanjem antioksidativnog kapaciteta testom TEAC vina dobijenih spontanom
fermentacijom i vina sa dodatkom kultura selekcionisanih kvasaca BDX, FX10 i Qa23,
ustanovljeno je da ne postoji statisticki znaCajna razlika na nivou znacajnosti 0,05. Kod
eksperimenata sa kvascima 1 kombinacijom kvasaca i enzima u 2018. godini, najvec¢i antioksidativni
kapacitet dobijen je u vinu koje je fermentisalo kvascem BDX (16,06 mmol TE/I) (Slika 88) i u
kombinaciji BDX + EXV (16,15 mmol TE/I) posle 21 dana maceracije (Slika 89). Tokom spontane
fermentacije, najvecu antioksidativnu aktivnost pokazalo je vino posle 15 dana maceracije i to 15,7
mmol TE/I (Slika 88). Ovakvu dinamiku porasta antioksidativnog kapaciteta vina, merenog testom
TEAC potvrdili su Mufioz-Bernal et al. (2020), koji su uradili maceraciju iste sorte u periodu od 16
dana. Prema njihovim rezultatima najveca antioksidativna svojstva pokazalo je vino posle 8 dana
maceracije, Sto se poklopilo i sa najve¢om koncentracijom fenolnih jedinjenja. Prema Plavsa et al.
(2012), koji su takode koristili kvasac BDX tokom vinifikacije sorte Teran, nadena je visa vrednost
za antioksidativni kapacitet meren testom TEAC i posle 20 dana maceracije iznosio je 33,12 mmol
TE/I
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Slika 88. Antioksidativni kapacitet vina spontane i inokulisane fermentacije kvascima BDX, FX10 i
Qa23

5.18.2.3. Antioksidativni kapacitet vina iz 2018. godine dobijenih fermentacijom kvascem
BDX i kvascem BDX i enzimskim preparatima EXV i CB

Postoji statisticki znacajna razlika u antioksidativnom potencijalu odredenom testom TEAC,
vina dobijenih kori§¢enjem selekcionisanog kvasca BDX bez dodatog enzimskog preparata i vina
dobijenih uz dodatak enzimskog preparata EXV (p < 0,05). Kori$¢enjem enzimskog preparata CB
nije ustanovljena statisticki znacajna razlika na nivou znacajnosti 0,05. Najvise vrednosti za
antioksidativne aktivnosti BDX varijante ogleda i BDX + EXV su postignute na kraju ispitivanog
vremena maceracije (21. dan), dok je u varijanti BDX + CB najviSa vrednost bila nesto ranije, 17.
dan maceracije (Slika 89).
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Slika 89. Poredenje antioksidativnog kapaciteta vina fermentacije kvascem BDX i kvascem BDX
uz enzimske preparate EXV i CB

Ni u jednom ni u drugom eksperimentu u 2018. godini, vreme maceracije nije bilo od
statistickog znacCaja, jer nije ustanovljena razlika antioksidativnosti kontrole i vina ostalih dana
maceracije.

5.18.3. Metoda FRAP

5.18.3.1. Vrednosti FRAP vina iz 2016. godine dobijenih fermentacijom kvascem BDX uz
enzimske preparate EXV, CP i Car

Fermentacija BDX kvascem uz enzimske preparate CP, EXV i Car u 2016. godini i
maceracijom od 21 dan, dala je vina ¢ija se izmerena FRAP vrednost znacajno razlikovala od FRAP
vrednosti kontrolnog uzorka vina (nulti dan). Osim toga, vina koja su macerirala 3 i 5 dana su se
znacajno razlikovala od vina koja su macerirala 14 1 21 dan u pogledu antioksidativnosti merene
FRAP metodom. Sli¢no tome, prema Mufioz-Bernal et al. (2020) nadena je znacajna razlika izmedu
antioksidativnih svojstava uzoraka vina na pocetku maceracije i posle 15 dana maceraciono-
fermentacionog procesa u slucaju merenja FRAP metodom. Prema Generali¢ Mekini¢€ et al. (2019),
najniza FRAP vrednost je nadena za kontrolno vino prvog dana maceracije, bez dodatka enzimskog
preparata (3035 umol TE/I), dok je nakon toga zabeleZen porast kao i u naSem istraZivanju.
Poredenjem vise razli¢itih enzimskih preparata u 2016. godini uz kvasac BDX, nadena je statisticki
znacajna razlika u antioksidativnoj aktivnosti vina odredenoj metodom FRAP.

5.18.3.2. Korigovane vrednosti FRAP na koli¢inu SO, u vinu

Vinobran ili kalijum metabisulfit se koristi u vinarstvu pocevsi od primarne prerade grozda
zaklju¢no sa negom i odlezavanjem vina, u cilju sprecavanja oksidativnih procesa. Sumpordioksid u
vinu, pored antimikrobnog dejstva, poseduje i antioksidativnu aktivnost (Abramovi¢ et al., 2015).
Uticaj slobodnog SO, na ukupnu antioksidativnu aktivnost izmerenu metodom FRAP, eliminisana
je konstruisanjem korigovane krive (FRAP iorigovano). Matriks rastvori su napravljeni u
koncentracijama 2, 3, 5 7 g/hl K;S,0s. Dodatkom vinske kiseline pH vrednost je podeSena na pH=
3,5. Vinobran je dodat u koli¢ini da se obezbedi koncentracija slobodnog SO, od 10 do 35 mg/I.
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Jodometrijskom titracijom (prema Ripperu) je prethodno odredena koli¢ina slobodnog SO, u
matriks rastvorima kao i u uzorcima vina. Matriks rastvori su analizirani metodom FRAP, kao i
uzorci vina, 1 dobijena vrednost je oznacena kao FRAP matriks rastvora- N@ 0SNOVU vrednosti dobijenih
metodom FRAP i sadrzaja slobodnog SO, u matriks rastvorima (Tabela 41) konstruisana je
kalibraciona kriva (Slika 90).

FRAP korigovano — FRAP ukupno ~ FRAP matriks rastvora

FRAP yorigovano Za SVe uzorke vina rezultat je antioksidativnosti svih jedinjenja koja se nalaze
u vinu, bez uticaja antioksidativnosti koja potice od SO,. Poredenje antioksidativnosti vina razlicitih
varijanti ogleda sa i bez uticaja SO, prikazano je na graficima (Slika 91-93).

Tabela 41. Slobodni SO, i vrednosti FRAP za pripremljene matriks rastvore

Koncentracija K;S,05 u Slobodni SO, u matriks FRAP za matrix rastvore
matriks rastvorima (g/hl) rastvorima (mg/l) (mmol Fe*/I)
2 g/hl 10,24 0,155
3 g/l 15,36 0,247
5 g/hl 28,16 0,65
7 g/hl 33,28 0,71
0.8
0.7 4 |
|
0.6
= 054
S
E 0.4
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SadrZzaj slobodnog SO (mg/1)

Slika 90. Kalibraciona kriva vrednosti za matriks rastvore u zavisnosti od sadrzaja slobodnog SO,
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Slika 91. Uticaj SO, na antioksidativnu aktivnost merenu metodom FRAP u vinima sa dodatkom
enzimskog preparata CP kljuku
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Slika 92. Uticaj SO, na antioksidativnu aktivnost merenu metodom FRAP u vinima sa dodatkom
enzimskog preparata EXV kljuku
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Slika 93. Uticaj SO, na antioksidativnu aktivnost merenu metodom FRAP u vinima sa dodatkom
enzimskog preparata Car kljuku

5.18.3.3. Poredenje vrednosti FRAP vina iz 2018. godine dobijenih fermentacijom kvascem
BDX i kvascem BDX uz enzimske preparate EXV i CB

Postoji statisti¢ki znaCajna razlika u antioksidativnom potencijalu odredenom metodom
FRAP, vina dobijenih kori§¢enjem selekcionisanog kvasca BDX bez dodatog enzimskog preparata i
vina dobijenih uz dodatak enzimskog preparata EXV, §to nije slucaj prilikom kori$¢enja enzimskog
preparata CB gde nije ustanovljena statisti¢ki znacajna razlika na novou znacajnosti 0,05 (Slika 94).
Antioksidativni potencijal izmeren metodom FRAP medu ovim uzorcima bio je najvisi posle 21
dana maceracije, gde su vina varijanti ogleda sa enzimima pokazala bolju antioksidativnost u
odnosu na ona sa samim kvascem. To je u skladu sa rezultatima Generali¢ Mekini¢ et al. (2019),
gde je nadeno da vina sa dodatim enzimskim preparatima imaju bolja antioksidativna svojstva u
odnosu na kontrolu.

Sto se ti¢e uticaja vremena maceracije na vrednosti FRAP antioksidativne aktivnosti vina,
ustanovljeno je da postoji znacajna razlika izmedu vina oznacenog kao kontrola i vina koja su
macerirala preko 7 dana (7, 14 i 21 dan) za eksperimente kombinacije kvasca BDX i enzimskih
preparata EXV i CB.
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Slika 94. Antioksidativnost merena metodom FRAP u vinu inokulisanim kvascem BDX uz
enzimske preparate EXV i CB

5.18.3.4. Poredenje vrednosti FRAP vina spontane i inokulisane fermentacije (BDX, FX10,
Qa23)

Analiziraju¢i vina spontane i inokulisane fermentacije u pogledu dobijenih vrednosti FRAP,
zakljuCeno je da postoji znacCajna razlika izmedu antioksidativne aktivnosti vina spontane i
inokulisane fermentacije (p < 0,05). Medu ovim uzorcima najnizi antioksidativni potencijal
pokazala su vina spontane fermentacije, dok je primena selekcionisanog vinskog kvasca Qa23
dovela do najvece antioksidativne aktivnosti vina posle 21 dana maceracije i to 31,58 mmol Fe?*/l
(Slika 95). U radu Damijanic¢ et al. (2012) kori$¢en je kvasac Saccharomyces cerevisiae ,,Premium
Zinfandel* (Verona , Italija) i dobijena niza vrednost FRAP posle istog vremena maceracije i to
28,6 mmol Fe?*/l.

U eksperimentima spontane i inokulisane fermentacije ustanovljena je razlika kontrole i vina
koja su macerirala duze od 5 dana (p < 0,05). Za Teran vina, rezultati metode FRAP pokazali su
najnizu vrednost za vino od 3 dana maceracije kao i u naSem istrazivanju, dok su se vina duzih
perioda maceracije (7, 12, 17 1 21) znacajno razlikovala od istog (Damijani¢ et al., 2012).
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Slika 95. Promena vrednosti FRAP uzoraka vina koja su fermentisala sa i bez zasejavanja kljuka

Kod eksperimenata sa kvascima i u kombinaciji kvasca sa enzimima nadeno je da se
antioksidativni kapacitet kontrole znacajno razlikuje od vina koja su macerirala duzi vremenski
period, §to je u skladu sa rezultatima rada Villafio et al., 2006. Kada je u pitanju kontrola (nulti
dan), koja se moze uporediti sa nekim belim vinom, moglo bi se re¢i u njoj dominiraju fenolne
kiseline koje poticu iz mesa bobice grozda, i posledicno imaju najnizi antioksidativni kapacitet,
sli¢éno prethodnim radovima (Villafo et al., 2006; Fernandez-Pachon et al., 2004). Najveée promene
u koncentraciji fenolnih jedinjenja tokom maceracije desavaju se tokom prve nedelje (ekstrakcija
antocijanina kao i flavan-3-ola) pa je posledi¢no u tom periodu najve¢i porast antioksidativne
aktivnosti vina i u na$im uzorcima.

U naSim uzorcima vina, dominantno fenolno jedinjenje je bio katehin, i njegova
koncentracija je bila u porastu tokom maceracije, Sto je pretpostavlja se izazvalo i1 veéi
antioksidativni kapacitet vina. U literaturi, kod sorti Merlot i Cabernet sauvignon, primecen je visok
sadrZaj katehina kao 1 veca antioksidativnost. Nasuprot tome, druge sorte kao Sto su Sangiovese,
pokazale su niZi sadrzaj katehina i samim tim nizu antioksidativnost (Di Majo et al., 2008). Tokom
produZenja vremena maceracije, dolazi do bogate ekstrakcije fenolne frakcije (ve¢inom flavan-3-ola
i proantocijanidina), koja predstavlja najmoc¢nije antioksidanse i na taj na¢in bi se mogla objasniti
povecana antioksidativna aktivnost izazvana produZenom maceracijom ispitivanith Cabernet
sauvignon vina.

139



5.19. Antioksidativni kapacitet uzoraka prevrele komine

5.19.1. Vrednosti FRAP uzoraka prevrele komine

Nije nadena statisticki znacajna razlika u antioksidativnom kapacitetu izmerenom metodom
FRAP uzoraka prevrele komine u varijantama ogleda spontane i inokulisane fermentacije (BDX i
FX10), kao ni u slucaju inokulisane fermentacije sa kvascem BDX i inokulisane fermentacije u
kombinaciji sa enzimskim preparatom CB, BDX + CB (p > 0,05) (Tabela 42).

Tabela 42. Vrednosti FRAP za razli¢ite uzorke prevrele komine

FRAP Vrsta fermentacije
(mmol Fe*'/kg) BDX FX10 BDX + CB Spontana
Kontrola 27,08 27,08 27,08 27,08
3. dan 29,07 26,35 43,60 17,81
5. dan 39,35 30,50 36,00 49,46
7. dan 29,19 36,10 33,60 41,90
14. dan 26,84 21,30 29,10 41,82
21. dan 26,31 33,00 20,09 32,57
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Slika 96. Vrednosti FRAP uzoraka prevrele komine razli¢itog vremena maceracije za ispitivane
varijante ogleda

Analizirajuéi dobijene rezultate (Tabela 42 i Slika 96), moze se zakljuciti da sa produzenjem
kontakta Cvrste 1 teCne faze (Cvrstih delova grozda i Sire/vina), dolazi do smanjenja sadrzaja
bioaktivnih jedinjenja u komini, upravo zbog njihove ekstrakcije u vino. Zbog toga je pretpostavlja
se doslo do smanjenja antioksidativnosti uzoraka komine ¢ija je maceracija trajala duzi vremenski
period. Suprotno tome, veca antioksidativnost nadena je za uzorke komine koji su krace vreme
macerirali, §to zna¢i da je vecina fenolnih jedinjenja zaostala u toj komini, stoga je dala veéi
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antioksidativni kapacitet. To je u saglasnosti sa izmerenim sadrZzajem ukupnih fenolnih jedinjenja,
gde je nadena visa koli¢ina u uzorcima sa kracom maceracijom. Zabelezena je i pozitivna korelacija
sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja uzoraka komine i antioksidativnog potencijala tokom 21 dan
maceracije (Slika 97-100) $to je u saglasnosti sa literaturom (Jara-Palacios et al., 2014). Najveci
koeficijent korelacije naden je za zavisnost sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja i vrednosti FRAP
za varijantu ogleda BDX + CB i to R = 0,96834 (Slika 97). Prema Moldovan et al. (2020), koji su
pripremali etanolne ekstrakte komine od grozda vinove loze sorti Cabernet sauvignon, Mamaia i
Feteasca neagra, nije uocena veza izmedu sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja i antioksidativnosti.
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Slika 97. Pozitivna korelacija sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja i vrednosti FRAP za uzorke
komine varijante ogleda BDX + CB
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Slika 99. Pozitivna korelacija sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja i vrednosti FRAP za uzorke
komine varijante ogleda FX10
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Slika 100. Pozitivna korelacija sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja i vrednosti FRAP za uzorke
komine varijante ogleda spontane fermentacije

5.19.2. Vrednosti TEAC uzoraka prevrele komine
Nije nadena statistiCki znacajna razlika u antioksidativnom kapacitetu izmerenom testom
TEAC uzoraka prevrele komine u varijantama ogleda spontane i inokulisane fermentacije (BDX i

FX10), kao ni u slucaju inokulisane fermentacije sa kvascem BDX i inokulisane fermentacije u
kombinaciji sa enzimskim preparatom CB, BDX + CB (p > 0,05).

Tabela 43. Vrednosti TEAC razlicitih uzoraka prevrele komine

TEAC Vrsta fermentacije
(mmol TE/kg) BDX FX10 BDX + CB Spontana

Kontrola 13.63 13.63 13.63 13.63

3. dan 17,80 19,90 22,90 16,90

5. dan 1512 13,90 19,10 25,80

7. dan 18,60 21,25 15,60 22,04
14. dan 16,20 16,20 16,70 14,30
21. dan 15,90 17,80 11,80 14,70

Rezultati testa TEAC (Tabela 43) mogli bi se poistovetiti sa rezultatima metode FRAP, a to
jeste da sa produzetkom vremena maceracije dolazi do smanjenja izmerene vrednosti TEAC upravo
zbog sve manje koncentracije fenolnih jedinjenja koja zaostaju u komini. Najve¢i pad
antioksidativnog potencijala uocen je kod varijante ogleda sa enzimskim preparatom (BDX + CB),
pretpostavlja se zbog dejstva enzimskih preparata koji su povoljno uticali na ekstrakciju fenolnih
jedinjenja u vino. Posmatrajuci sa druge strane doveli su do manje zaostalih bioaktivnih jedinjenja u
komini (Slika 101). Dobijena je i pozitivna korelacija sadrzaja fenolnih jedinjenja i antioksidativnog
kapaciteta izmerenog testom TEAC u slucaju varijanti ogleda spontane fermentacije (Slika 102),
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FX10 (Slika 103), BDX + CB (Slika 104). Najve¢i koeficijent korelacije R%= 0,89875, dobijen je
kao i kod antioksidativnosti izmerene metodom FRAP, a to je varijanta ogleda sa enzimskim
preparatom, BDX + CB (Slika 104).
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Slika 101. Promena antioksidativnog kapaciteta uzoraka prevrele komine tokom 21 dan maceracije,
izmerenog testom TEAC

Kao i kod rezultata metode FRAP, zabelezena je pozitivna korelacija sadrzaja ukupnih
fenolnih jedinjenja i vrednosti TEAC (Slika 102-104).
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Slika 102. Pozitivna korelacija sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja i vrednosti TEAC za uzorke
komine varijante ogleda spontane fermentacije
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Slika 104. Pozitivna korelacija sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja i vrednosti TEAC za uzorke
komine varijante ogleda BDX + CB

Rezultati naSeg istrazivanja mogli bi se donekle uporediti sa Ky et al. (2014), koji govore da
semenke iz komine pokazuju vecu antioksidativnost nego pokozica grozda, koliko god trajala
maceracija. Ipak, poredeéi razli¢ito vreme maceracije dve iste sorte (Syrah i Grenache), bolju
antioksidativnost pokazali su uzorci koji su kra¢e macerirali, a najvecu antioksidativnost pokazala
je sorta Alicante ¢ija je maceracija bila najkraca. Veci antioksidativni kapacitet pokazao je uzorak
semenki sorte Grenache koje je maceriralo 15 dana (FRAP: 114,6 uM Fe“*/g suvog uzorka; ABTS:
94,8 UM TE/g suvog uzorka) u odnosu na istu sortu koja je macerirala 16 dana i uzorak sorte Syrah
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¢ija je maceracija trajala 19 dana u odnosu na maceraciju iste sorte od 22 dana. Sve uzorke u radu
Ky et al. (2014) kod kojih je zabeleZena visoka antioksidativnost, prati i visok sadrzaj ukupnih
fenolnih jedinjenja $to je u skladu sa nasim istraZzivanjem. Prema Jara-Palacios et al. (2014), nadeno
je da sadrzaj ukupnih fenola ima visok i1 znacajan stepen korelacije sa antioksidativnim svojstvima
komine grozda belih sorti (R’= 0,818), §to je nizi koeficijent u odnosu na nasu varijantu ogleda sa
enzimskim preparatom, BDX + CB. Jasno je prikazano da sorta Parellada sadrzi najvecu koli¢inu
fenolnih jedinjenja u 100 g suve komine, a to je 3113,29 + 167,95 mg GAE, i da ujedno taj uzorak
komine ima i najveéi antioksidativni kapacitet izmeren metodom ABTS (59 mmol/100g suve
komine). Rezultati istrazivanja de la Cerda-Carrasco et al. (2015), koji su poredili antioksidativni
kapacitet dve bele i dve crne sorte medu kojima je i Cabernet sauvignon, zakljucili su da bolji
antioksidativni kapacitet ima komina belog grozda, jer tu nije sprovedena maceracija. Komina
crnog grozda koja je macerirala 3 dana imala je nizu izmerenu antioksidativnost, ali i sadrzaj
ukupnih fenolnih jedinjenja. Francuske crne sorte Petit verdot i Syrah dale su kominu sa dosta
vec¢im vrednostima antiokisdativnog kapaciteta izmerenog testom TEAC u odnosu na naSe rezultate
(Melo et al., 2015). Te razlike objasnjive su prvenstveno razliitim sortama, lokacijom, klimom,
zemljiStem, vremenom berbe, a naposletku i samim procesom proizvodnje i1 ekstrakcije bioaktivnih
jedinjenja (Wang et al., 2010).
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6. ZAKLJUCAK

Na osnovu postavljenih ciljeva i dobijenih rezultata mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

Grozde, vino i prevrela komina iz razliCitih faza zrelosti (faze Sarka, pune zrelosti i
prezrelosti) ispoljili su razlike u zastupljenosti pojedinih fenolnih jedinjenja. U vinima od
grozda vinove loze sorte Cabernet sauvignon u razli¢itim fazama zrelosti nije ustanovljena
statisticki znacajna razlika u sadrzaju derivata benzoeve kiseline, katehina i epikatehina.
Najveca koncentracija trans-resveratrola nadena je u vinu faze Sarka. Nije nadena znacajna
razlika u sadrzaju kvercetina, naringenina i trans-resveratrola detektovanih u pokozici
grozda. Analizom prevrele komine zaostale nakon proizvodnje vina razli¢itih faza zrelosti,
ustanovljeno je da nema znacajne razlike u sadrzaju derivata benzoeve kiseline, katehina i
epikatehina. Od derivata hidroksicimetne kiseline u komini razli¢itih faza zrelosti nadena je
kafeinska, p-kumarinska i ferulinska kiselina u niskim koncentracijama medu kojima nije
nadena znacCajna razlika. Ni za pokoZi¢ne fenole detektovane u komini nije bilo znacajne
razlike medu uzorcima razli¢itih faza zrelosti.

U vinima od botritiziranog grozda zabeleZen je pad koncentracije epikatehina za 10,90% 1
katehina za 28,51% u odnosu na vino od zdravog grozda. Poredec¢i koncentracije pojedinih
fenolnih jedinjenja u vinima od zdravog i plesnivog grozda nije ustanovljena statisticki
znacajna razlika u njihovom sadrzaju.

Primena razli¢itih pritisaka cedenja prevrele komine imala je znacajan uticaj na fenolni
sastav vina u odnosu na vino proizvedeno od samotoka. Uticaj presovanja prevrele komine
pritiskom 1,5 bar je imao znacajan uticaj na ekstrakciju derivata benzoeve kiseline
(siringinske, galne, p-hidroksibenzoeve, protokatehuinske, vanilinske i elaginske kiseline) u
odnosu na ekstrakciju samotokom. Analizom zaostalih fenolnih jedinjenja u komini nadena
je znacajna razlika izmedu samotoka i preSevina (0,5 bara, 1 bar i 1,5 bara) kada su u pitanju
derivati benzoeve kiseline. Sadrzaj derivata hidroksicimetne kiseline (kafeinska, p-
kumarinska i ferulinska kiselina) nije se znacajno razlikovao u komini od samotoka i
presevina.

Dodatak amonija¢nog hraniva kljuku pokazao je znafajnu razliku u sadrzaju derivata
benzoeve kiseline u odnosu na vino proizvedeno bez dodatka hraniva kvascu. Za ostala
analizirana fenolna jedinjenja nije ustanovljena statisticki znacajna razlika izmedu
ispitivanih varijanti ogleda.

Tokom maceracije u trajanju od 21 dan 1 spontane fermentacije, sadrzaj ukupnih fenolnih
jedinjenja je bio u stalnom porastu. Zasejavanjem kljuka kulturom selekcionisanog vinskog
kvasca Qa23, tokom maceracije primecen je eksponencijalni porast sadrzaja ukupnih
fenolnih jedinjenja tokom 19 dana maceracije, nakon ¢ega je doSlo do opadanja njihovog
sadrzaja usled reakcija kondenzacije, polimerizacije ili degradacije. Ostvarena je znafajna
razlika u sadrZaju ukupnih fenolnih jedinjenja u kontrolnim vinima svih primenjenih ogleda
spontane i inokulisane fermentacije (BDX, FX10, Qa23) i vinima istih varijanti ogleda ali sa
razli¢itim periodima maceracije. Primena inokulisane fermentacije nije dovela do znacajne
promene sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja u odnosu na spontanu fermentaciju. Primena
enzimskih preparata EXV 1 CB nije ostvarila znacajnu promenu u sadrZaju ukupnih fenolnih
jedinjenja u odnosu na vina koja su fermentisala uz kvasac bez enzimskih preparata. Da je
vreme maceracije presudno za veci sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja potvrduje znacajna
razlika u njihovom sadrzaju u kontrolnom vinu i vinima fermentacije kvascem BDX sa
duzim maceracijama uz enzimske preparate EXV, CP i Car.

Poredeci sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u komini zaostaloj posle spontane i u komini
zaostaloj nakon inokulisane fermentacije, jedino je uz kvasac BDX nadena statisticki
znacajna razlika u odnosu na spontanu fermentaciju. Dodatak enzimskih preparata EXV i
CB kljuku nije doveo do znacajne promene u sadrzaju ukupnih fenolnih jedinjenja u
zaostaloj komini u odnosu na kominu zaostalu posle fermentacije samim kvascem BDX.
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Trajanje maceracije znacajno je uticalo na sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja koja su
zaostala u komini posle fermentacije kvascem BDX i kvascem BDX uz dodatak enzimskih
preparata EXVyp16, CP 1 Car. To potvrduje znacajna razlika u njihovom sadrzaju u komini
koja je macerirala 3 1 5 dana u poredenju sa 14 i 21 dan, kao 1 razlika izmedu 7 1 14 dana.
Bitna razlika u sadrzaju ovih jedinjenja nadena je u komini ogleda spontane i inokulisane
fermentacije Cija je maceracija trajala 3 dana i sa druge strane 7 i 14 dana. Ostvarena je
znacajna razlika izmedu ukupnih fenolnih jedinjenja zaostalih u komini koja je macerirala 3
i 7 dana, kao i izmedu 5 i 21 dan u ogledima BDX + EXV 05 i BDX + CB.

Sadrzaj galne kiseline u vinima razli¢itog vremena maceracije, spontane i1 inokulisane
fermentacije je znacajno promenjen u poredenju sa kontrolom. Dodatak enzimskih preparata
CP 1 Car imao je isti uticaj na sadrzaj galne kiseline, dok ostali primenjeni enzimski
preparati nisu bili znacajno razliciti od kontrolnog vina.

Kontrolno vino i vina razli¢itog vremena maceracije ogleda sa i bez kvasaca kao i uz
dodatak enzimskih preparata EXV i CB (2018. godina) kao i Car i CP (2016. godina),
znacajno su se razlikovala po sadrzaju protokatehuinske kiseline.

Dodatak enzimskog preparata EXV tokom maceracije i fermentacije kvascem BDX
znacajno je promenio sadrzaj p-hidroksibenzoeve kiseline u tim vinima u poredenju sa
vinima istih perioda maceracije, fermentacije istim kvascem ali bez dodatog enzimskog
preparata. Vina spontane i fermentacije kvascem Qa23 znacajno su se razlikovala od
kontrolnog vina po sadrzaju p-hidroksibenzoeve kiseline. Isti uticaj na sadrzaj p-
hidroksibenzoeve kiseline imao je i dodatak enzimskih preparata (EXV, CP i Car) u 2016.
godini, dok ogledi uz enzimske preparate EXV i CB u 2018. godini nisu dali iste rezultate.
Primena tri razliCita enzimska preparata (EXV, CP i Car) nije dovela do znacajne razlike u
pogledu sadrzaja kafeinske kiseline u vinima.

Prate¢i dinamiku ekstrakcije u razli¢itim ogledima sa kvascima 1 enzimskim preparatima u
2018. godini, zakljuceno je da se najvisa koncentracija elaginske kiseline ekstrahovala u
vino posle 21 dan maceracije uz kvasac BDX i enzimski preparat EXV.

Sadrzaj katehina i epikatehina nije se znacajno razlikovao u vinu spontane i inokulisane
fermentacije, kao ni u ogledima kvasca sa enzimskim preparatima.

Fermentacija uz kvasce BDX i FX10 i razli¢ito vreme maceracije znacajno je uticalo na
sadrzaj kvercetina u odnosu na kontrolni uzorak, dok spontana i fermentacija kvascem Qa23
nisu dovele do bitnih promena.

Vina dobijena termi¢kom maceracijom na 60 i 80°C i kontrolna vina klasi¢ne maceracije
nisu se znacajno razlikovala po sadrzaju katehina, epikatehina, trans-resveratrola, kvercetina
i kemferola. Jedino je primenjena maceracija na 80°C znacajno uticala na sadrzaj derivata
hidroksicimetne i benzoeve kiseline u poredenju sa klasichom maceracijom. Karbonska
maceracija nije ostvarila znacajan uticaj na sadrzaj ispitivanih fenolnih kiselina, a sadrzaj
ukupnih fenolnih jedinjenja je bio visi primenom klasi¢ne maceracije.

Zakljuceno je da postoji statisticki znacajna razlika za sve oglede bistrenja u poredenju sa
kontrolom, kao 1 u slu¢aju medusobnog poredenja istih sredstava u razli¢itim dozama.
Koncentracija derivata benzoeve Kiseline (galna, protokatehuinska, p- hidroksibenzoeva,
siringinska, vanilinska i elaginska kiselina) bila je znaajno smanjena tretiranjem zelatinom
u visoj koncentraciji (10 g/hl) ribljim mehurom (10 1 20 g/hl), kalijum kazeinatom (10 g/hl i
15 g/hl) i albuminom (5 g/hl i 10 g/hl).

Dodatak askorbinske kiseline nije znafajno uticao na promenu koncentracije derivata
benzoeve i hidroksicimetne kiseline, trans-resveratrola, kvercetina, naringenina, katehina i
epikatehina. Kada je u pitanju uticaj slobodnog SO, na fenolni sastav vina, utvrdeno je da
kolicine od 43 i 55 mg/l slobodnog SO, znacajno uticu na sadrzaj derivata benzoeve i
hidroksicimetne kiseline, katehina, epikatehina, trans-resveratrola, kvercetina i naringenina
u odnosu na kontrolu koja je sadrzala 15 mg/l slobodnog SO».
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Sadrzaj derivata hidroksicimetne kiseline u vinima posle primenjene malolaktiCke
fermentacije bio je priblizno isti kao njihov sadrzaj u kontrolnom uzorku. Primenjena
pasterizacija vina nije dovela do znacajne promene fenolnog sastava vina.

Poredenjem 12 istih fenolnih jedinjenja kvantifikovanih u vinu proizvedenom po istoj
tehnologiji proizvodnje 2016. 1 2018. godine, zakljuceno je da postoji statisticki znacajna
razlika u sadrzaju galne, elaginske, p-kumarinske, p-hidroksibenzoeve, protokatehuinske,
siringinske i vanilinske kiseline.

Tokom dvogodis$njeg odlezavanja vina u inoks sudu i u staklenoj boci (buteljci), nadena je
znacajna razlika u sadrzaju katehina 1 epikatehina.

Nadena je viSa koncentracija fenolnih jedinjenja u vinima od grozda iz starog zasada
(visedecenijska eksploatacija) u poredenju sa mladim zasadom vinograda i ta razlika je bila
znacajna.

Sadrzaj trans-resveratrola, rutina, katehina, epikatehina i p-kumarinske kiseline nije se
znacajno menjao u komini zaostaloj nakon spontane i inokulisane fermentacije i maceracije
od 3,5, 7, 14 1 21 dan. Primena enzimskih preparata nije imala uticaja na sadrzaj ovih
jedinjenja zaostalih u komini posle maceracije. Na sadrzaj vanilina u prevreloj komini samo
je primena kvasca Qa23 dala znacajnu promenu u odnosu na spontanu fermentaciju. Komina
koja je macerirala 14 i 21 dan sadrzala je statisticki visu koli¢inu trans-resveratrola u odnosu
na kominu koja je odvojena nakon 3, 5 1 7 dana maceracije. U pogledu sadrzaja vanilina
znacajno se razlikovala komina koja je odvojena nakon 3 dana i nakon 21 dan maceracije,
dok je za p-kumarinsku kiselinu znac¢ajno bilo vreme maceracije od 7 dana u odnosu na 3, 5
i 21 dan maceracije. Za pomenuta jedinjenja dominantne su bile reakcije desorpcije od 3. do
14. dana maceracije. Katehin i epikatehin su bila najdominantnija jedinjenja nadena u
komini grozda i to onoj koja je macerirala kra¢i vremenski period pa je zakljuceno da je
vreme maceracije znacajno uticalo na sadrzaj pojedinih jedinjenja u komini.

Konstantovano je da vreme maceracije znacajno uti¢e na anti-DPPH radikalsku aktivnost
vina, dok izbor inokulisane ili spontane fermentacije i dodatak enzimskih preparata (EXV i
CB) nije bio znacajan. U eksperimentu kvasca BDX sa enzimskim preparatima (EXV, CP i
Car), najniza anti-DPPH radikalska aktivnost dobijena je za uzorak koji je macerirao 3 dana
uz enzim Car (40,66%), a produZenom maceracijom do 21. dana uz isti enzimski preparat
dobijeno je vino sa najvisom anti-DPPH radikalskom aktivnoscu (5,8%). Inokulacija kljuka
razli¢itim kvascima znacajno je uticala na antioksidativnost merenu metodom FRAP, u
odnosu na antioksidativnost vina spontane fermentacije. U istim ogledima ustanovljena je
razlika kontrole i vina koja su macerirala duze od 5 dana. Primena pojedinih enzimskih
preparata tokom maceracije je znac¢ajno uticala na antioksidativni kapacitet vina (vrednosti
TEAC i FRAP). Vrednosti dobijene metodom FRAP za kontrolni uzorak vina zna¢ajno su se
razlikovale od rezultata za vina koja su macerirala 21 dan, uz primenu enzimskih preparata
EXV2016, CP i Car, dok je uz enzimske preparate EXV 3015 i CB znacajno bilo vreme duze od
7 dana.

Odredivanjem antioksidativnog kapaciteta uzoraka komine (FRAP i TEAC) zaostale nakon
spontane i inokulisane fermentacije (FX10 i BDX), utvrdeno je da nema znacajne razlike
niti je dodatak enzimskog preparata CB (uz BDX kvasac) imao zna¢ajan uticaj. Zajednicki
zakljucak, koji se moze izvesti, na osnovu rezultata metode FRAP i testa TEAC jeste da sa
produzetkom vremena maceracije dolazi do smanjenja antioksidativnog kapaciteta zbog sve
manje koncentracije fenolnih jedinjenja koja zaostaju u komini.

Dobijeni rezultati dinamike sadrzaja pojedinih fenolnih jedinjenja u vinima kao i prevreloj
komini otvaraju moguénost za proizvodnju vina sa visokim sadrzajem bioloski aktivnih
komponenti kao i potencijalnom iskoriséenju komine koja zaostaje kao nuz proizvod.
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8. PRILOG

Hromatogrami pojedinih fenolnih jedinjenja dobijeni LC-MS/MS tehnikom
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(Molimo da zaokruzite samo jednu od Sest ponudenih licenci.

Kratak opis licenci je sastavni deo ove izjave).

Potpis autora

U Beogradu,
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1. Autorstvo. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saopstavanje dela, i prerade, ako se
navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence, ¢ak 1 u komercijalne svrhe.
Ovo je najslobodnija od svih licenci.

2. Autorstvo — nekomercijalno. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saopstavanje dela, i
prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova
licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela.

3. Autorstvo — nekomercijalno — bez prerada. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno
saopStavanje dela, bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se navede ime
autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca ne dozvoljava
komercijalnu upotrebu dela. U odnosu na sve ostale licence, ovom licencom se ograni¢ava najveci
obim prava koriS¢enja dela.

4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju
1 javno saopsStavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili
davaoca licence i ako se prerada distribuira pod istom ili slicnom licencom. Ova licenca ne
dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i prerada.

5. Autorstvo — bez prerada. Dozvoljavate umnoZzavanje, distribuciju i javno saopStavanje dela, bez
promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se navede ime autora na nacin odreden
od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca dozvoljava komercijalnu upotrebu dela.

6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno
saopStavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca
licence i ako se prerada distribuira pod istom ili slicnom licencom. Ova licenca dozvoljava
komercijalnu upotrebu dela 1 prerada. Sli¢na je softverskim licencama, odnosno licencama
otvorenog koda.
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