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Uvod

1. UvVOD

Vino je proizvod dobiven potpunim ili djelomi¢nim alkoholnim vrenjem masulja ili mosta
od grozda.' Najstariji, do sada poznati, dokazi o spravljanju vina sezu 5000 do 5400 godina

prije Krista, a nadeni su na podrucju danaSnjeg sjevernog Irana.?

U proizvodnji bijelih vina, prvi korak nakon runjenja i muljanja je postupak presanja. Taj
postupak razdvaja ¢vrste dijelove (kozicu, sjemenke i eventualno peteljke) iz soka i sok se

tada fermentira odvojeno.

U proizvodnji crnih vina, fermentacija se provodi na masulju dobivenom poslije runjenja i
muljanja 1 preSanje se izvodi nakon maceracije. Maceracija omogucéava ekstrakciju
komponenti, prisutnih u kozici i sjemenki, u fermentiraju¢i most. Na slici 1.1 prikazana je

proizvodnja vina.

Na kvalitetu vina utjecu brojni kemijski spojevi poput polifenola. Polifenolni spojevi
potjecu iz razli¢itih dijelova biljke vinove loze (Vitis vinifera L.) i ekstrahiraju se tijekom
vinifikacije. Polifenoli se dijele na flavonoide (antocijani, flavan-3-oli i flavonoli), fenolne
kiseline (hidroksibenzojeve kiseline, hidroksicimetne kiseline) i stilbene. Antocijani su
skupina polifenola izravno povezana s bojom u grozdu 1 mladim vinima. Odredivanje sastava
pojedinacnih antocijana u vinu moze posluZziti za provjeru autenti¢nosti i starosti proizvoda.3
Flavan-3-oli (monomerni katehini i proantocijanidini) druga su najveca skupina polifenola,
uglavnom odgovorna za astrigenciju, gor¢inu 1 strukturu vina. Posljednja skupina flavonoida
su flavonoli koji utjeCu na gor¢inu, boju crnog vina i antioksidacijsku aktivnost. Fenolne
kiseline unato¢ niskim koncentracijama utjeCu na senzorna svojstva vina. Sastav polifenola
znafajno S€ mijenja tijekom starenja vina. Na njihov sastav u vinu znacajno utjecu

oy - . . . . .- .. .. 4
ampelotehnicki zahvati u vinogradu, sorta vinove loze, klima te nacin vinifikacije.

Pojedini fenoli, poput stilbena, odgovorni su za pozitivne u¢inke konzumacije vina na
zdravlje ljudi. Zahvaljujuc¢i njihovim jakim antioksidacijskim svojstvima, vezanju radikala,
keliranju metalnih iona, moguénosti stabiliziranja te delokaliziranja nesparenih elektrona, oni
Stite stani¢nu gradu od oksidacijskih oStecenja i1 ograniCavaju rizik razvoja degenerativnih
oboljenja povezanih s oksidativnim stresom.® Flavonoidi i veéina fenolnih kiselina u vinu
izvrsni su kromofori te ih je jednostavno detektirati u UV-Vis podruéju dok flavan-3-oli imaju

fluorescirajuca svojstva. Polifenolne sastavnice u vinu mogu biti odijeljene, identificirane i

3
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kvantificirane u jednom koraku pomocu tekuéinske kromatografije visoke djelotvornosti uz

UV-Vis ili fluorescencijske detektore.

Vino sadrzi brojne razliCite kemijske sastavnice koje utjeu na njegova senzorna
svojstva. Od 1989. godine pojavio se odreden broj bijelih vina s neugodnom, atipicnom
aromom okarakteriziranom kao miris naftalena, mokre vune ili akacije u cvatu.® Taj neugodan
miris nazvan je netipiénom aromom starenja vina (engl. UnTypical Aging off-flavor, UTA).
Tijekom kontrole pustanja u promet, 20 % bijelih vina bilo je odbijeno zbog UTA-e §to je
dovelo do ogromnih ekonomskih gubitaka. UTA se razvija par mjeseci poslije fermentacije i
sulfitiranja u mladim vinima. Godine 1993. 2-aminoacetofenon (engl. 2-AminoAcetoPhenone,
2-AAP) je identificiran kao uzroénik UTA-e u vinu ve¢ pri mirisnom pragu detekcije od 0,5
ng L' IstraZivanja mehanizma nastajanja 2-AAP tijekom vinifikacije pokazala su da
oksidacijskom razgradnjom indol-3-octene kiseline (engl. Indole-3-Acetic Acid, 1AA),
fitohormona koji se prirodno pojavljuje u grozdu, uz prisutnost superoksidnih radikala
nastalih sulfitiranjem, nastaje 2-AAP.%” UTA nije detektirana u crnim vinima zbog
polifenolnih sastavnica koje sprjecavaju oksidacijsku razgradnju IAA u 2-AAP. Odredivanje
2-AAP analiticki je zahtjevan postupak s obzirom na vrlo niske koncentracije u vinu te

kompleksnost vina kao matrice.
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Vinograd

CRNO VINO
Muljanje/Runjanje
A 1 Masulj
o o Fermentacija
TjeStenje/PreSanje
Most
Fermentacija Pretakanje/TaloZenje
Pretakanje/TaloZenje Bistrenje
Centrifugiranje
Bistrenje Filtriranje
Centrifugiranje
Filtriranje
Dozrijevanje/starenje
Dozrijevanje/starenje Punjenje boca

Punjenje boca

Slika 1.1. Proizvodnja vina, od grozda do gotovog proizvoda
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1.1. Svrharada

Cilj ovog istrazivanja bio je razvoj i validacija metode istodobnog odredivanja 32
spoja, ukljucujuci pojedinacne polifenole i indol-3-octenu kiselinu (tablica 1.1), u vinu
tekuc¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti uz UV-Vis i fluorescencijski detektor.
Radi lakSe identifikacije i to¢nije kvantifikacije spojeva cilj je bio usporediti rezultate
direktnog injektiranja uzoraka vina u kromatografski sustav s rezultatima analize spojeva
ekstrahiranih iz vina na ¢vrstoj fazi uz primjenu razlic¢itih komercijalno dostupnih sorbensa
poput oktadecilsilicijevog dioksida, ionskih izmjenjivaca i N-vinilpirolidon divinilbenzenskih
kopolimera. Analizom vina dobivenih od razli¢itih sorata vinove loze Zeljelo se prosiriti
saznanja 0 utjecaju ampelotehnickih zahvata, poput solarizacije, na sastav polifenola i
koncentraciju indol-3-octene Kkiseline. Zadatak ovog rada bio je razvoj i optimizacija
odredivanja 2-aminoacetofenona u vinima vezanim sustavom plinska kromatografija-
spektrometrija masa (GC-MS) uz prethodnu mikroekstrakciju analita na ¢vrstoj fazi. Po prvi
su put utvrdene razine 2-aminoacetofenona u vinima iz Hrvatske. Temeljem dobivenih
rezultata zeljela se utvrditi povezanost sadrzaja polifenola u vinu s koli¢inom indol-3-octene

kiseline i 2-aminoacetofenona.
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Tablica 1.1. Analizirani spojevi u ovom radu

Spoj

IUPAC ime

2-Aminoacetofenon

2-amino-1-feniletanon

Cijanidin-3-O-glukozid

[2-(3,4-dihidroksifenil)-5,7-
dihidroksikromenilij-3-il]-f-D-
glukopiranozid

Delfinidin-3-O-glukozid

[2-(3,4,5-trihidroksifenil)-5,7-
dihidroksikromenilij-3-il]-f-D-
glukopiranozid

Epigalokatehin

(2R,3R)-3,5,7-trihidroksi-2-(3,4,5-
trihidroksifenil)kroman

Epikatehin

(2R,3R)-3,5,7-trihidroksi-2-(3,4-
dihidroksifenil)kroman

Epikatehin galat

(2R,3R)-5,7-dihidroksi-2-(3,4-
dihidroksifenil)kroman-3-il-3,4,5-
trihidroksibenzoat

Ferulinska kiselina

(E)-3-(4-hidroksi-3-metoksifeni)propen-
kiselina

Galna kiselina

3,4,5-trihidroksibenzojeva kiselina

Indol-3-octena kiselina

indol-3-iloctena kiselina

Izoramnetin

3,5, 7-trihidroksi-2-(4-hidroksi-3-
metoksifenil)-4H-kromen-4-on

Kafeinska kiselina

(E)-3-(3,4-dihidroksifenil)propen-kiselina

Kaftarna kiselina

(2R,3R)-2-[(E)-3-(3,4-
dihidroksifenilpropenoiloksi)]-3-
hidroksibutan-dikiselina

Katehin (2R,39)-3,5,7-trihidroksi-2-(3,4-
dihidroksifenil)kroman
Kemferol 3,5, 7-trihidroksi-2-(4-hidroksifenil)-4H-
kromen-4-on
Kvercetin 5,7-trihidroksi-2-(3,4-dihidroksifenil)-4H-
kromen-4-on

Kvercetin-3-0O-galaktozid

[5,7-trihidroksi-2-(4-hidroksifenil)-4H-
kromen-4-on-3-il]-4-D-galaktopiranozid
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Tablica 1.1. — nastavak

Spoj

IUPAC ime

Kvercetin-3-O-glukozid

[5,7-trihidroksi-2-(4-hidroksifenil)-4H-
kromen-4-on-3-il]-#-D-glukopiranozid

Kvercetin-3-O-rutinozid

[5,7-trihidroksi-2-(4-hidroksifenil)-4H-
kromen-4-on-3-il]-p-rutinopiranozid

Malvidin-3-O-(6-acetil)-glukozid

[2-(4-hidroksi-3,5-dimetoksifenil)-5,7-
dihidroksikromenilij-3-il]-6-O-acetil-$-D-
glukopiranozid

Malvidin-3-O-(6-p-kumaril)-glukozid

[2-(4-hidroksi-3,5-dimetoksifenil)-5,7-
dihidroksikromenilij-3-il]-6-O-[(E)-3-(4-
hidroksifenil)propenoil]-4-D-glukopiranozid

Malvidin-3-O-glukozid

[2-(4-hidroksi-3,5-dimetoksifenil)-5,7-
dihidroksikromenilij-3-il]-f-D-
glukopiranozid

Miricetin

3,5, 7-trihidroksi-2-(3,4,5-trihidroksifenil)-
4H-kromen-4-on

Peonidin-3-O-(6-acetil)-glukozid

[2-(4-hidroksi-3-metoksifenil)-5,7-
dihidroksikromenilij-3-il]-6-O-acetil-$-D-
glukopiranozid

Peonidin-3-O-(6-p-kumaril)-glukozid

[2-(4-hidroksi-3-metoksifenil)-5,7-
dihidroksikromenilij-3-il]-6-O-[(E)-3-(4-
hidroksifenil)propenoil]-4-D-glukopiranozid

Peonidin-3-0O-glukozid

[2-(4-hidroksi-3-metoksifenil)-5,7-
dihidroksikromenilij-3-il]-f-D-
glukopiranozid

Petunidin-3-O-glukozid

[2-(3,4-dihidroksi-5-metoksifenil)-5,7-
dihidroksikromenilij-3-il]-f-D-
glukopiranozid

p-Kumarinska kiselina

(E)-3-(4-hidroksifenil)propen-kiselina

Procijanidin B1

cis,trans"-4,8"-bi-(3,5,7-trihidroksi-2-(3,4-
dihidroksifenil)kroman)

Procijanidin B2

cis,cis”-4,8"-bi(3,5,7-trihidroksi-2-(3,4-
dihidroksifenil)kroman)

Siringinska kiselina

4-hidroksi-3,5-dimetoksibenzojeva kiselina

trans-Cimetna kiselina

(E)-3-fenilpropen-kiselina

trans-Resveratrol

5-[(E)-2-(4-hidroksifenil)etenil]rezorcinol

Vanilinska kiselina

4-hidroksi-3-metoksibenzojeva kiselina
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2. Literaturni pregled

2.1. Polifenoli u vinu

Polifenoli se nalaze u gotovo svim biljkama i namirnicama biljnog podrijetla. Mogu
djelovati kao signalne molekule, sudjeluju u hormonskoj regulaciji rasta biljaka, Stite ih od
infekcija mikroorganizmima, djeluju kao zastita od UV-zrafenja, privlae opraSivaée i

pridonose pigmentaciji biljaka.?

Izraz fenoli ili polifenoli opisuje spojeve koje imaju benzenski prsten supstituiran s jednom ili
viSe hidroksilnih skupina (-OH). Njihovoj reaktivnosti pridonosi kiseli karakter fenolne
skupine i nukleofilni karakter benzenskog prstena. Polifenole dijelimo na flavonoide, fenolne
kiseline i stilbene. Svaka se skupina dalje dijeli u nekoliko skupina prema strukturi i

svojstvima (slika 2.1).

Grozde sadrzi brojne polifenole koji ne pripadaju flavonoidima i to uglavnom u mesu,
dok su flavonoidi sadrzani u kozici, sjemenkama i stabiljci. Fenolni sastav vina uvjetovan je
sortom vinove loze i drugim faktorima koji utje¢u na razvoj grozda (bobica) poput tla,
geografske lokacije i vremenskih uvjeta.® Takoder, tehnika vinifikacije ima vaznu ulogu u
ekstrakciji polifenola iz grozda te u daljnjoj stabilnosti vina. Na fenolni sastav vina utjece
duljina maceracije i fermentacije u kontaktu s kozicom i sjemenkama, presanje, dozrijevanje,

bistrenje i starenje u boci.
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POLIFENOLI

UVINU

e

)

-l .

g | I

FENOLNE KISELINE FLAVONOIDI STILBENI
ANTOCUANI FLAVAN-3-OLI FLAVONOLI

Slika 2.1. Glavne skupine polifenola u vinu

2.1.1. Flavonoidi

Flavonoidi su kemijski spojevi s benzenskim prstenom koji imaju jednaku gradu C6-
C3-C6. Sastoje se od dva benzenska prstena (A i B) povezana heterociklickim piranskim
prstenom (C-prsten) (slika 2.2). Medu njima se razlikuje nekoliko klasa spojeva koji se
baziraju na oksidacijskom stanju C-prstena.®*

Slika 2.2. Osnovna struktura flavonoida
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Flavonoidi su temeljeni na 2-fenilbenzenopironskoj strukturi karakteriziranoj dvostrukom
vezom izmedu ugljika C2 1 C3 i ketonske skupine C4. U grozdu su predstavnici flavonoli.
Flavonoidi u Sirem smislu predstavljaju skupinu spojeva koji se medusobno razlikuju prema

modifikaciji njihove osnovne grade C6-C3-C6 $to ukljucuje:

= hidroksilaciju

=  metilaciju

= glikozilaciju

= aciliranje alkoholne hidroksilne skupine

= polimerizaciju

Flavonoidi grozda su hidroksilirani na ugljicima C5 i C7 prstena A i na polozaju C4" prstena

B. Takoder mogu biti hidroksilirani na polozaju 3 ili 3".

13
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2.1.1.1. Antocijani

CUANIDIN: R;=0OH; R,=H

R,
OH PEONIDIN: R;=OCH; R,=H
HO o ‘ DELFINIDIN: R;=OH; R,=OH
~ Rz
A RO OH PETUNIDIN: R,=OH; R,=OCH,
0
OH 0 oH MALVIDIN: R;=OCH; R,=OCH,
OR
Rs= -CO-CH, -acetil -CO-CH:CH—@-OH p-kumaril _CO_CH=CH_Q;OH kafeoil
H

Slika 2.3. Antocijani iz vrste Vitis vinifera L.

Antocijani (slika 2.3.) sadrzani su u kozici grozda. Antocijani identificirani u kozici
grozda i vinu iz vrste Vitis vinifera L. su 3-O-monoglukozidi i 3-O-acilirani monoglukozidi
pet antocijanidina: delfinidin, cijanidin, petunidin, peonidin i malvidin, koji se medusobno
razlikuju po broju i polozaju hidroksilnih i metoksi skupina smjestenih na prstenu B
molekule.® Acilirani derivati nastaju esterifikacijom s octenom, p-kumarinskom i kafeinskom
kiselinom na polozaju C-6 molekule glukoze. Raspodjela i koncentracija antocijana u grozdu
ovisi o kultivaru, zrelosti 1 klimatskim uvjetima. Glavni antocijanidin u grozdu je malvidin.
Koli¢ina aciliranih antocijana uvelike je uvjetovana sortom, pa tako naprimjer u kultivaru

Pinot crni ne postoje acilirani antocijani.™

Profil antocijana moze se Koristiti kao kemotaksonomijski kriterij za utvrdivanje
razlika izmedu sorti. Odnos izmedu pojedinacnih ili ukupnih koncentracija razlicitih
antocijana predlozen je za karakterizaciju kultivara. Taj je odnos povezan s enzimskom
aktivno$¢u flavonoid-3-hidroksilaze i o-dihidrobifenol-o-metiltransferaze. Druga vrsta

klasifikacije temeljena je na prisutnosti i relativnoj zastupljenosti antocijana aciliranih s
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octenom i p-kumarinskom kiselinom.*? Sastav antocijana ne ovisi samo o sortnom profilu ve¢
i 0 maceraciji i vinifikaciji. Maceracija koja omogucava difuziju antocijana i ostalih fenolnih
sastavnica iz &vrstog dijela grozda u most moze se pojaviti i prije fermentacije.® Koncentracija
antocijana smanjuje se nakon postizanja maksimalne razine u pocetnoj fazi fermentacije, kao
posljedica adsorpcije na stani¢ne stijenke kvasaca, precipitacije u obliku koloida s tartaratima
i eliminacijom tijekom filtracije i bistrenja. Reakcije hidrolize kao i reakcije kondenzacije s

. . .. .. .. cpe e .. . 13,14
drugim fenolima tijekom vinifikacije takoder modificiraju sastav antocijana u vinu.

Unato¢ progresivnom snizavanju koncentracije antocijana tijekom starenja, boja crnog
vina je zadrzana. Novi i puno stabilniji pigmenti nastaju reakcijom antocijana s drugim
sastavnicama u vinu.'®> Antocijani su uobiGajeno u obliku crvenog flavilijevog kationa, a boja
vina se mijenja od narancaste prema ljubicastoj kako broj supstituenata na prstenu B raste.
Otapanjem flavilijevog kationa u vodi dolazi do prijenosa hidronijevog iona i reakcije
hidratacije te nastaju plave kinonoidne baze i bezbojni hemiketali (karbinoli). Nastajanje tih
spojeva odredeno je pH vrijednosc¢u. Flavilijev oblik prisutan je u jako kiselim otopinama (pH
manji od 2). Pri pH vina (pH=3,0 do 3,5), antocijani grozda pojavljuju se uglavhom kao
bezbojni, u hidriranom hemiketalnom obliku. Crvena boja je postojana kroz dva
stabilizacijska procesa: pretvorba antocijana u druge pigmente i mehanizimima asocijacije
nazvanih skupnim nazivom kopigmentacija.**'® Obojeni antocijani (crveni flavilijev kation ili
plava kinonoidna baza) planarne su strukture koje mogu reagirati s drugim planarnim
molekulama (kopigmentima) kako bi nastala molekulska stupica (stog) iz koje je iskljuc¢ena
voda. Flavilijev kation je tada u stupici, zasti¢en od hidratacije te je ravnoteza pomaknuta od
bezbojnog hidratiziranog oblika prema crvenom flavilijevom kationu, a potom prema plavoj

kinonoidnoj bazi. To je vrlo vazno pri pH vina gdje prevladavaju. hidratizirani oblici."’

Mehanizmi nastajanja pigmentiranih polimera su sljede¢i:
e Direktne kondenzacijske reakcije: antocijan-tanin, tanin-antocijan, antocijan-

vinilfenol*>8

e Cikloadicijske reakcije koje uzrokuju transformaciju antocijana praveci novi
piranski prsten u strukturi vezanjem razli¢itih sastavnica prisutnih u vinu na
ugljik na polozaju C4 i hidroksilnu grupu na polozaju C5. Te sastavnice su
piruvi¢na kiselina, glioksilna kiselina, acetaldehid, 4-etilfenol, 4-etilgvajakol,
dimerni i monomerni procijanidini i aceton. Nastali spojevi nazivaju se

piroantocijani.'**>1018
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Derivirani pigmenti antocijana pokazuju Sirok spektar boja od narancaste do plave.
Cikloadicijske reakcije uzrokuju hipsokromni pomak maksimuma u vidljivom dijelu spektra
antocijana, pri ¢emu se boja vina mijenja prema narancastim nijansama. Adukti tanin-
antocijanin su crveni kao i njihov prekursor (apsorpcijski maksimumi pri valnim duljinama
A=515 nm i A=526 nm). Piroantocijani su narancasti (apsorpcijski maksimumi pri valnim
duljinama 2=480 nm i 4=510 nm) dok su pigmenti premosceni etilnom skupinom ljubicaste
boje (apsorpcijski maksimumi pri valnim duljinama 2=528 nm i 4=540 nm). Nedavne studije
su pokazale da piroantocijani mogu reagirati s drugim sastavnicama u vinu, poput vinil-
flavanola nastalog cijepanjem etilnih veza flavanolnih oligomera i antocijan-etil-flavanol
oligomera. Nastala komponenta zove se portisin s apsorpcijskim maksimum na oko A=575 nm
te se boja vina mijenja u plavu.’® Te reakcije uzrokuju batokromni pomak u vidljivom
apsorpcijskom spektru antocijana, praveéi nove pigmente plavo crvene nijanse u vinu. Svi
navedeni pigmentirani polimeri su puno otporniji na nukleofilni napad sumporovog dioksida,

nego li njihov prekursor malvidin-3-O-glukozid.****
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2.1.1.2. Flavan-3-oli

Flavan-3-oli predstavnici su flavanola u grozdu (slika 2.4). Nalaze se u razli¢itim
tkivima biljke vinove loze, liS¢u, drvetu, peteljkama 1 plodu. Najzastupljeniji su u
sjemenkama i kozici. U vinu potjecu iz sjemenke 1 kozice te su odgovorni za gor¢inu i mogu
utjecati na astrigenciju. Na sastav flavan-3-ola u vinu utjeCe vrijeme ekstrakcije, tj. vrijeme

maceracije, temperatura i koncentracija alkohola u vinu.2°

Flavan-3-oli mogu biti monomeri, oligomeri i polimeri. Glavni monomeri flavan-3-ola su (+)-
katehin i njegov izomer (-)-epikatehin te ester galne kiseline i (-)-epikatehina, epikatehin-3-O-
galat.®

Oligomeri i polimeri flavan-3-ola nazivaju se kondenzirani tanini ili proantocijanidini.
Proantocijanidini se razlikuju po duzini lanca i prirodi interflavanske veze. Oligomeri su
najveca molekula u smjesi koja se moze individualno identificirati, a to su proantocijanidini
sa stupanjem polimerizacije (engl. mean Degree of Polymerization, mDP) izmedu 2 i 5
jedinica. Kao polimeri oznacavaju se molekule s mDP > 5 jedinica koje se ne mogu posebno
odrediti 1 izdvojiti zbog velikog broja mogucih izomera. Postoje dva tipa proantocijanidina
prema svojstvima interflavanske veze (slika 2.5): tip B sastoji se od flavanola kao
konstituirajuce jedinice povezane vezama C4-C8 i/ili C4-C6 s mogucnoséu razgranate
strukture i tip A proantocijanidina uz veze C4-C8 i C4-C6 ima jo$ i veze C2-O-C7 i C2-O-C5.
Proantocijanidini sudjeluju u kemijskim i enzimskim oksidacijskim reakcijama rezultat kojih
je posmedenje i zamucenje bijelih vina te u reakcijama s proteinima kao i u brojnim

kondenzacijskim reakcijama tijekom dozrijevanja i starenja vina.
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(+)-katehin

(-)-epikatehin

CH
L T
HO O 2 . i 7w
AR INEIN A H'”J‘.__-’//-i .ﬂ
= S
P 3,,rm _4_-0 H H
OH
(-)-epigalokatehin
OH
HO X /O\Z.~~“\
3"OH
OH

(+)-katehin: R=H, R;=0H, R,=H
(-)-epikatehin: R=H, R;=H, R,=0OH

(-)-epikatehin-3-galat: R=H, R;=H,
RZZO‘G

(-)-epigalokatehin: R=0OH, R;=H,
RZZO‘G

Slika 2.4. Strukturne formule flavan-3-ola
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TIP B PROCIJANIDINA

TIP A PROCIJANIDINA

; ( A
.‘_F.f"‘m J/‘J
) A
B A0 T f
R Y C2-0-C7veza N
OH A
JJ/ :J oH
C4-C% veza C4-Co veza . s
HO

e

o

Slika 2.5. Strukture procijanidina
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2.1.1.3 Flavonoli

CH

HO O

OH O R

KEMFEROL: R;=R,=H; R;=GLUKOZA, GALAKTOZA,

GLUKURONSKA KISELINA

KVERCETIN: R;=0OH;R,=H; R3=GLUKOZA,

GALAKTOZA, GLUKURONSKA KISELINA

MIRICETIN: R;=0H;R,=0H; R;=GLUKOZA,

GALAKTOZA, GLUKURONSKA KISELINA

IZORAMNETIN: R;=0CHs;;R,=0OH; R3=GLUKOZA,

GALAKTOZA, GLUKURONSKA KISELINA

Slika 2.6. Strukturne formule flavonola

Flavonoli (slika 2.6) se u grozdu nalaze u kozici i lis¢u. Imaju zastitnu ulogu od UV -

zradenja.”® Flavonoli su Zuti pigmenti koji se nalaze uglavnom u vakuolama epidermnog

tkiva. U grozdu vrste Vitis vinifera L. postoje u 3-O-glikozidinom obliku cetiri glavna

aglikona: miricetin, kvercetin, kemferol i izoramnetin.?* Glukoza je uobitajeni Seéer vezan na

ugljiku C-3 flavonola. Medutim nadena je i glikozidna veza izmedu glukuronske kiseline i

kemferola, kvercetina i miricetina te nemetoksiliranih flavonola. Kvercetin je u grozdu naden

i kao 3-O-ramnozilglukozid, 3-O-glukozilgalaktozid i 3-O-glukozilksilozid. Identificirani su

jos 1 kemferol-3-O-glikozidi koji su ukljucivali i 3-O-glukozilarabinozide i 3-O-galaktozide.

Izoramnetin je metoksilirani produkt kvercetina. Metoksilirani produkt miricetina na polozaju

C-37 je laricitrin, dok se 3°,5’-dimetoksi derivat miricetina naziva siringetin. Laricitrin i

siringetin su u crnom grozdu i vinu iz vrste Vitis vinifere L. utvrdeni u svega nekoliko

istraiivanja.z’5

Profil flavonola u vinu razlikuje se od profila u grozdu zbog dodatno prisutnih aglikona,

nastalih hidrolizom tijekom vinifikacije, starenja i dozrijevanja vina.
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Biosinteza flavonola ovisna je o svjetlosti. Visok sadrzaj flavonola zabiljezen je u grozdu i
njegovu vinu koje je jace bilo izlozeno suncevoj svijetlosti. Visoke razine flavonola povezane
su sa kultivarima koji imaju tanju kozicu ili s dobrom ekstrakcijskom tehnikom prilikom

vinifikacije.?®

Flavonoli izravno utjeu na boju bijelih vina, dok su u crnim vinima maskirani
antocijanima. Izoramnetin i miricetin te laricitrin i siringetin nalaze se samo u crnim, a

kemferol i kvercetin u bijelim i crnim vinima.”’

2.1.2. Fenolne kiseline i stilbeni

2.1.2.1. Hidroksicimetne kiseline

KAFEINSKA KISELINA: R,=OH; R,=H; Ry=H

CO ORS KAFTARNA KISELINA: R,=OH; R,=H; Rs=vinska kiselina

= p-KUMARINSKA KISELINA: R,=H; R,=H; Ry=H

p-KUTARNA KISELINA: R;=H; R,=H; R3=vinska kiselina

FERULINSKA KISELINA: R;=0OCH3;; R,=H; R3=H

H2 H1 FERTARNA KISELINA: R;= OCH3; R,=H; R;=vinska kiselina

OH SINAPINSKA KISELINA: R;=OCHs; R,=OCHj;; R3=H

Slika 2.7. Strukturne formule hidroksicimetnih kiselina u vinu

Hidroksicimetne kiseline (slika 2.7) imaju gradu C6-C3 i formalno pripadaju skupini
fenilpropanoida. U groZzdu se nalaze u vakuolama koZice 1 mesu u obliku estera vinske
kiseline.”® U vinu su hidroksicimetne kiseline sadrzane u malim koli¢inama u slobodnom
obliku, dok su esteri L-(+)-vinske kiseline dominantni. Uglavnom prevladavaju trans-izomeri,
dok su cis-izomeri zastupljeni u malim koli¢inama. Hidroksicinamati se nalaze u crnim

vinima i najzastupljenija su skupina fenola u bijelim vinima. Uz estere vinske kiseline postoje
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i etilni esteri kafeinske i p-kumarinske kiseline kao i etilni esteri kaftarne Kkiseline.

Hidroksicinamati vazni su konstituenti aciliranih antocijana u crnom vinu. %%

2.1.2.2. Hidroksibenzojeve kiseline

GALNA KISELINA: R;=H; R,=0H; R3=0H; R4;= OH

0 GENTIZINSKA KISELINA: R,=OH; R,=H; Rs=H; R,= OH

R p-HIDROKSIBENZOJEVA KISELINA: R,=H; R,=H; R;=OH; R,= H
2

HO PROTOKATEHINSKA KISELINA: R,=H; R,=OH; R;=OH; R,= H

R R 3 SIRINGINSKA KISELINA: R,=H; R,=OCHs; R;=OH; R,= OCH;
4

VANILINSKA KISELINA: R;=H; R,=OCH3; R;=OH; R,= H

Slika 2.8. Strukturne formule hidroksibenzojevih kiselina

Hidroksibenzojeve kiseline (slika 2.8) imaju karakteristicnu gradu C6-C1. Oshovna
struktura razlikuje se prema polozaju hidroksilnih i metoksi skupina na benzenskom prstenu.?
Cetiri  hidroksibenzojeve kiseline:  4-hidroksibenzojeva, vanilinska, ~siringinska i
protokatehinska konstituensi su lignina.*® U vinu su nadene razli¢ite hidroksibenzojeve
kiseline u slobodnoj formi. Galna kiselina jedna je od najzastupljenijih i u najvisim

koncentracijama u vinu, a moze nastati hidrolizom tanina.

2.1.2.3. Stilbeni

Stilbeni pripadaju skupini fitoaleksina. Fitoaleksini se akumuliraju u liS¢u i grozdu
vinove loze kao odgovor na patogene poput Plasmopara viticola, sive plijesni Botrytis
cinerea te se mogu pojaviti kao odgovor na abioticki stres poput UV-zraéenja ili prisutnost

teskih metala.*> Stilbeni mogu biti prisutni kao monomeri, oligomeri i polimeri (slika 2.9).
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Oligomerni i polimerni oblici se nazivaju viniferini. Identificirani su dimerni resveratrol (e-
viniferin), trimerni resveratrol (o-viniferin) i tetramerni oblici resveratrola.*3*3>%37 GJavni
predstavnici stilbena u vinu su trans- i cis-resveratrol. Oni se nalaze u kozici grozda u
glikoziliranom obliku. Kako UV-zratenje pospjeSuje sintezu cis-resveratrola, njegova

prisutnost u vinima izravno je povezana s vremenskim prilikama.*

R OH OH
HO O HO
9% )-or % (_)-om
o o 7
i 1R OH 2R OH s 5

3R OGlc 4R OGlc

HyCQ

H,CO

Slika 2.9. Kemijske strukture stilbena: (1) trans- resveratrol, (2) cis- resveratrol, (3) trans-
resveratrol glukozid, (4) cis- resveratrol glukozid, (5) 3',4',3,5-tetrahidroksi-trans-stilben, (6)
3',5'-dimetoksi-4-stilbenol, (7) trans-5-viniferin, (8) trans-e-viniferin, (9) a-viniferin, (10)

tetramerni resveratrol
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2.2. Sadrzaj polifenola u vinu

Crno vino moZe sadrzavati od 1000 mg L™ do 4000 mg L™ ukupnih fenola, dok bijela vina
sadrze od 200 mg L™ do 400 mg L™.* Crna vina sadrze vise polifenolnih sastavnica od bijelih
vina. Uz vinifikaciju na sadrzaj polifenola utjece i sam kultivar grozda, geografski polozaj te
ampelotehnicke mjere u vinogradu. Opcenito, smatra se da vina iz podrué¢ja hladnijih klima
imaju nize $ecere i niske masene koncentracije polifenola od vina iz podrugja toplijih klima.*
Ampelotehnic¢ke mjere primjenjuju Se u vinogradu kako bi se unaprijedila kvaliteta grozda i
vina. Jedne od najznacajnijih ampelotehni¢kih mjera u vinogradu su prorjedivanje trsa i
micanje listova tzv. defolijacija. Di Porfio i suradnici ** postavili su pokuse u vinogradu i
tijekom vinifikacije s enoloskim enzimima. Prorjedivanje trsova kombinirano s defolijacijom
ili bez defolijacije najvise je utjecalo na sadrzaj ukupnih antocijana u vinu. Sadrzaj nekoliko
pojedinacnih antocijana povecao se primjenom defolijacije. Ti rezultati upucuju da poveéanje
svjetlosti ili poviSenje temperature u okolini ploda direktno utjeCe na sintezu fenolnih
sastavnica. Tretmani enoloSkim enzimima nisu rezultirali nikakvim promjenama u
polifenolnom sastavu. Price i suradnici*® izlagali su grozdove Pinota crnog izravno suncevoj
svjetlosti te pratili razine kvercetina, trans-resveratrola i kaftarne kiseline u kozici i vinu.
Sadrzaj trans-resveratrola, kvercetina i ostalih flavonola znacajno se povecao i u kozici i u

vinu, a sadrzaj kaftarne kiseline se u kozici povecao, ali u vinu smanjio.

U tablicama od 2.1 do 2.6 usporedene su masene koncentracije polifenolnih spojeva
odredenih u bijelim i crnim vinima proizvedenim u razli¢itim dijelovima svijeta u proteklih 10

godina.
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Tablica 2.1. Masene koncentracije fenolnih kiselina u crnim vinima proizvedenim u
razli¢itim zemljama

Masena koncentracija / mg L™

Cile™ Spanjolska® saD™
FENOLNE Merlot | Cabernet | Merlot | Cabernet |Tempranillo| Merlot Cabernet
KISELINE Sauvignon Sauvignon Sauvignon
Galna 82,12 63,49 15,29 13,69 14,17 6,49 do 12,41 do
9,79 26,44
Protokatehinska| 10,76 5,92 0,81 1,47 1,25
Vanilinska 4,15 10,58 2,35 1,34 1,24
Kafeinska 15,40 21,17 0,41 0,26 0,42 4,10 do 7,08 do
12,69 16,22
Siringinska 6,91 7,05 2,60 4,93 4,26
p-Kumarinska 9,94 19,23 0,99 0,17 0,31 1,30do | 1,11do 2,76
2,31
Kaftarna 2,15 4,09 0,72
Kutarna 0,8 1,12 0,77

Tablica 2.2. Masene koncentracije fenolnih kiselina u bijelim vinima proizvedenim u
razli¢itim zemljama

Masena koncentracija / pgL™
FENOLNE Spanjolska®’ Srbija’’ Portugal”™ Greka®
KISELINE (n=10) (n=3) (n=17) (n=26)
Galna 0,2do6,2 8,4do 35,2 1,9do 84,7
Protokatehinska 0,5do 2,2 n.d.
Vanilinska 1,9do 3,9
Kafeinska 2,2do 5,26 1,6 do 7,7 7,7 do 114,9 5,9 do 206,7
Siringinska n.ddo3,3
p-Kumarinska 0,3 do 0,60 0,7do 2,0 3,5do 33,8 2,5do 58,7
Kaftarna 16,0 do 51,7 7,6 do 22,0 2,4 do 99,7
Kutarna 2,4do7,5 1,4do 3,7
Ferulinska 0,5do0,9 1,3do6,9 n.d.do 7,7
Fertarna 1,1do 5,4 5,0do 39,8

n= broj uzoraka

n.d.= nije detektirano
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Tablica 2.3. Masene koncentracije antocijana u crnim vinima kultivara Pinot crni, Merlot i
Cabernet Sauvignon proizvedenim u razli¢itim zemljama

Masene koncentracije / ug Lt

Malvidin-3-0 -(6-p-

Madarska® Italija®® Spanjolska®’ Italija*
(n=4) (n=20) (n=3) (n=18)
ANTOCIJANI Pinot crni Merlot Cabernet Sauvignon
Delfinidin-3-0- 43,2 18,1do 40,9 10,4 do 13,1 15,2 do 26,9
glukozid
Cijanidin-3-0-glukozid n.d. 2,4do 5,7 n.d. 0,5do 2,6
Petunidin-3-0- 39,9 27,0do 47,4 18,8do 17,7 23,2do 31,3
glukozid
Peonidin-3-0- 48,1 21,6do 45,7 2,58 do 5,63 5,4do 18,1
glukozid
Malvidin-3-0-glukozid 316,2 267,8do 370,5 157,0 do 184,0 283,3 do 394,0
Peonidin-3-0-(6- 9,3do 24,0 621do7,4 5,4do 14,8
acetil)-glukozid
Malvidin-3-0-(6- 83,9do 139,8 94,9 do 106,0 110,8 do 166,1
acetil)-glukozid
Peonidin-3-0-(6-p- 5,6 do 10,14 0,85do 1,25 2,0do 7,2
kumaril)-glukozid
36,6do 72,7 13,4do 16,8 33,2do 66,9

kumaril)-glukozid

n= broj uzoraka

n.d.= nije detektirano
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Tablica 2.4. Masene koncentracije flavan-3-ola u a) crnim i b) bijelim vinima proizvedenim u
razli¢itim zemljama

a) Crnavina
Masena koncentracija / mg L™
FLAVAN-3-OLI | 3Spanjolska® Italija” Francuska® Madarska® Brazil™
(n=8) (n=11) (n=6) (n=67) (n=9)
Katehin 15,5do 41,7 5,5do 99,0 16,9do36,3 | 21,3do 89,1 n.d. do 74,7

Epikatehin 9,8do 34,3 |31,7do136,0 | 19,2do 25,7 | 11,7do126,0 | 50do 43,6
Epikatehingalat n.d.do 1,7
Epigalokatehin n.d.do 1,2
ProcijanidinB1 | 4,9 do 16,0 8,1do 127,5 | 13,1do 23,6
ProcijanidinB2 | 6,8 do 18,1 17,5do81,0 | 13,5do 18,5

b) Bijela vina

Masena koncentracija / mgL™
FLAVAN-3-OLI | Madarska® | Spanjolska® Francuska®’ Italija”
(n=4) (n=8) (n=4) (n=3)
Katehin 1,4do 3,3 7,0do17,1 1,7do 2,3 0,1do 4,9

Epikatehin | 16,6 do 22,6 | 1,7do28,7 0,6 do 3,6 0,6 do 2,8
Epikatehingalat n.d. n.d.do0,3 nd.do1,3
Epigalokatehin n.d. n.d.
Procijanidin B1 n.d. 11,9do 25,3 n.d.do 2,3
Procijanidin B2 n.d. 4,5do 30,7 n.d.do 0,9

n= broj uzoraka

n.d.= nije detektirano
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Tablica 2.5. Masene koncentracije flavonola u a) crnim i b) bijelim vinima proizvedenim u

razli¢itim zemljama

a) Crnavina
Masena koncentracija / mg L™
FLAVONOLI Australija®! Spanjolska®*®* Gréka™
(n=121) (n=10) (n=10)
Kvercetin 3,5do 37,4 Ispod granice
odredivanja do
25,9
Miricetin 2,7 do 28,8 Ispod granice
odredivanja do
13,1
Izoramnetin n.d.do 18,1
Kemferol n.d. do 2,5 Ispod granice
odredivanja do 3
Kvercetin-3-0- n.d. do n.g. 0,5do 6
glukozid
Kvercetin-3-0- n.d. do 6,5 8do 10,6
galaktozid
Kvercetin-3-0- n.d. do 39,7 0,8do 3,6
glukuronid
Kvercetin-3-0- n.d. n.d. 7,9 do 47,3
rutinozid

n= broj uzoraka

n.d.= nije detektirano
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b) Bijela vina

Masena koncentracija / mg L™

FLAVONOLI Australija”’ Spanjolska®’
(n=44) (n=10)
Kvercetin n.d. do 2,0
Miricetin n.d.
lzoramnetin n.d.
Kemferol n.d. do ispod granice
odredivanja
Kvercetin-3-O-glukozid n.d. do ispod granice 0,4do 3,8
odredivanja
Kvercetin-3-O-galaktozid n.d.
Kvercetin-3-0-glukuronid n.d. do ispod granice
odredivanja
Kvercetin-3-O-rutinozid n.d. 1,9do7,1
Kverectin-3-0O-ramnozid n.d. 0,3do1,4

n= broj uzoraka

n.d.= nije detektirano
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Tablica 2.6. Masene koncentracije stilbena u a) crnim i b) bijelim vinima proizvedenim u

razli¢itim zemljama

a) Crnavina
Masena koncentracija / mg L™ ]
STILBENI Kanada® Francuska®' Hrvatska®’ Spanjolska®’ Portugal”®
(n=15) (n=19) (n=20) (n=4) (n=34)
trans- 0,5do1,9 0,9do3,8 0,1do6,7 Ispod granice n.d.do 3,9
Resveratrol odredivanja
do1,4

0,4do3,7 n.d.do0,9 0,1do21 Ispod granice 0,7do 4,0

cis-
odredivanja

Resveratrol
do0,2
Ukupni 1,0do 7,0 0,1 do 26,0 0,1do2,3 n.d do 50,6
resveratrol-
glukozid
b) Bijela vina
Masena koncentracija / mg L™
STILBENI Francuska™ Portugal”® Hrvatska®’ Greka™ Madarska®
(n=30) (n=50) (n=14) (n=18) (n=3)
trans- n.d.do 0,2 n.d.do 2,1 0,1do0,5 0,01do0,6 0,2do0,8
Resveratrol
cis- n.d.do 0,1 n.d. do 1,7 0,02do0,3
Resveratrol
Ukupni n.d. do 2,9 n.d. do 5,8 2,7do6,3
resveratrol-
glukozid

n= broj uzoraka

n.d.= nije detektirano
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U svim crnim vinima dobivenim od grozda iz vrste Vitis vinifera L. antocijanidin-3-
glukozidi  najzastupljenija su skupina pigmenata, a malvidin 3-O-glukozid je
najdominantniji.***** Casavecchia i suradnici *° utvrdili su antocijanski profil sicilijanskih
mladih vina sorti Cabernet Sauvignon, Merlot i Syrah. Masene koncentracije pojedina¢nih
antocijanidin-3-glukozida u Merlotu i Syrahu sljedile su niz: malvidin-3-O-glukozid >
petunidin-3-O-glukozid > peonidin-3-O-glukozid > delfinidin-3-O-glukozid > cijanidin-3-O-
glukozid. Kod Cabernet Sauvignona masene koncentracije antocijanidin glukozida snizavale
su se sljede¢im redoslijedom: malvidin-3-O-glukozid > petunidin-3-O-glukozid > delfinidin-

3-O-glukozid > peonidin-3-O-glukozid > cijanidin-3-O-glukozid.

Monagas i suradnici *’ prouavali su utjecaj razli¢itih sojeva kvasca Saccharomyces
cerevisiae na sastav polifenolih sastavnica u vinima Cabernet Sauvignon i $panjolskog
kultivara Tempranillo. Utvrden je antocijanski profil tih dvaju kultivara. Odredivani su
antocijanidin-3-glukozidi, antocijanidin-3-O-(6-acetil)-glukozidi, antocijanidin-3-O-(6-p-
kumaril)-glukozidi, cis-izomer malvidin-3-O-(6-p-kumaril)glukozida i malvidin-3-O-(6-
kafeoil)-glukozid te piroantocijanidini. Cabernet Sauvignon sadrzavao je vise acetiliranih
(33,7 %), a manje cimetnih (6,2 %) glukozida, dok su vina Tempranillo sadrzavala vise
cimetnih (12,7 %) nego acetiliranin (8,1 %) glukozida. Kvasci vrste Saccharomyces
cerevisiae sadrze pektinaze koje kataliziraju hidrolizu pektina u kozici grozda §to pospjesuje

ekstrakciju antocijana.*®

Sadrzaj flavonola u crnim vinima odreden je duljinom maceracije. Pokazalo se da
postupna ekstrakcija aglikona i glikozida flavonola tijekom kontakta macerata s
fermentiraju¢im mostom, doseze vrhunac u periodu od 8 do 14 dana.*® Tretmani nakon
fermentacije poput bistrenja s kazeinom, bentonitom, polivinilpirolidinom i aktivnim
ugljenom uzrokuju znacajno smanjenje sadrzaja flavonol-aglikona i flavonol-glukozida u

vinima Sherry.*

Jeffery i suradnici °' istrazivali su sadrzaj flavonola u australskim crnim
komercijalnim vinima. Dominirali su aglikoni flavonola, a najzastupljeniji su bili miricetin i
kvercetin. Vrijednosti njihovih masenih koncentracija bile su od 2,78 mg L™ do 28,78 mg L™
za miricetin te od 3,49 mg L™ do 37,36 mg L™ za kvercetin. Od glikozida, najzastupljeniji je
bio kvercetin-3-O-glukuronid. Rezultati upucuju da je glukuronid najstabilniji kvercetin-O-

glikozid u crnim vinima. Istrazivanja su takoder pokazala da sadrzaj flavonola nije bio
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povezan s kultivarom ili regijom, ali u vinima Pinot crni glikozidi kvercetina nisu uopce

detektirani ili su bili sadrzani u tragovima.

Hermozin-Gutierrez i suradnici®® koristili su sadrzaj flavonola u grozdu i vinu za
odredivanje autenti¢nosti pojedinih kultivara. Njihovo istrazivanje pokazalo je da su derivati
3-O-glukuronida i siringetina najotporniji na hidrolizu. Glavni flavonoli u crnim vinima bili
su miricetin i njegovi derivati (od 33,3 % do 50,6 %) i kvercetin i njegovi derivati (od 20,0 %
do 46,6 %).

Revilla i suradnici®® proucavali su utjecaj nekoliko komercijalnih pektolitickih enzima
na sastav flavan-3-ola u vinu. Dodatak pektolitickih enzima uobicajena je praksa u vinarijama
kako bi se povecao sadrzaj polifenola u vinima, pogotovo sadrzaj antocijana. Vina tretirana
pektolitickim enzimima imala su visok sadrzaj katehina u usporedbi s epikatehinom. Od
oligomera, najzastupljeniji su bili dimeri. Starenjem vina masene su se koncentracije
pojedina¢nih flavan-3-ola postupno snizavale, a uoceno je poviSenje koncentracije tetramera
flavan-3-ola. Opcenito, flavan-3-ol-monomeri zastupljeni su u vinu u viSim masenim
koncentracijama od dimera. Koncentracija (+)-katehina visa je od koncentracije (-)-

epikatehina.

Dias i suradnici >* odredivali su vrijednosti katehina i epikatehina u brazilskim crnim
vinima s podru¢ja Sao Francisco, Bahia. = Masene koncentracije katehina bile su od 7,51 mg
L™ do 73,20 mg L™, a epikatehina od 5,08 mg L™ do 43,32 mg L™. Visoke koncentracije

mogu se objasniti prisutnos¢u sjemenki tijekom postupka maceracije.

Najzastupljenije  skupine fenola u crnim vinima poslije flavonoida su
hidroksibenzojeve kiseline i njihovi derivati, hidroksicimetne kiseline i njihovi derivati te

fenolni alkoholi.*® 23

Galna kiselina najzastupljenija je hidroksibenzojeva kiselina odredena u crnim vinima i ¢ini
36 % svih benzoata, a slijedi je siringinska i vanilinska kiselina.®® %® % %8 Hernandez i
suradnici®® prougavali su utjecaj pojedinih sojeva kvasaca tijekom malolakti¢ne fermentacije
na fenolne kiseline u crnim vinima s podrucja La Rioje. Masene koncentracije galne kiseline
bile su do 41,6 mg L™
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Glavna komponenta fenolnih kiselina u crnim vinima je trans-kaftarna kiselina, a
slijedi ju trans-kutarna. Ginjom i suradnici® pratili su koncentracije fenolnih spojeva tijekom
razli¢itih etapa vinifikacije 1 dozrijevanja crnih vina (Cabernet Sauvignon i Shiraz). Masene
koncentracije kaftarne i kutarne kiseline kao i produkata njihove hidrolize (kafeinske i
kumarinske Kkiseline) povisavale su se tijekom vinifikacije. Nakon skladiStenja vina u
hrastovim ba¢vama, koncentracije kaftarne i kutarne kiseline postupno su se snizavale, dok su
se masene koncentracije kafeinske i p-kumarinske kiseline lagano povisavale. Prisutnost
kafeinske i p-kumarinske kiseline u fermentiraju¢em vinu dokazuje da hidroliza kaftarne i
kutarne kiseline nije ograniCena samo na proces starenja vina nego se dogada i u mladim

vinima.

Koncentracija resveratrola u crnom vinu varira ovisno o vise faktora: kultivaru grozda,
geografskom podrijetlu, agronomskim faktorima, klimatskim faktorima, stresu kojem je
izlozena biljka te enolokoj praksi.”* Tesko je predvidjeti koli¢inu resveratrola u vinu jer jako
puno faktora utjeCe na njegovu biosintezu. Koncentracije mogu biti od tragova do visokih
vrijednosti od vise od 10 mg L™. Visoke koncentracije su obi¢no u vinima s produljenom
maceracijom. Dva razli¢ita tipa reakcija vode do nastajanja derivata stilbena iz trans-
resveratrola ovisno o kultivaru vinove loze. Postoje kultivari koji su osjetljive na plamenjacu
(peronospora), bolest vinove loze koju uzrokuje gljivica Plasmopara viticola i one koje su
rezistentne na tu bolest. U osjetljivim se kultivarima vinove loze trans-resveratrol sintetizira u
velikim koli¢inama, ali brzo glikozilira u netoksi¢ni trans-resveratrol-glukozid. U
rezistentnim se sortama u velikim koli¢inama sintetizira trans-resveratrol, koji vrlo brzo

% prvi su objavili podatke o

okisidira u toksi¢ne viniferine.®? Landrault i suradnici
koncentraciji oligomernih spojeva u komercijalnim vinima s juga Francuske. Koncentracija
viniferina u crnim i slatkim bijelim vinima proizvedenim od grozda zahvacenog plemenitom
plijesni Botrytis cinerea bila je od 0,1 mg L™ do 1,63 mg L. Tetramer resveratrola (engl.
Pallidol) naden je u crnim vinima kod kojih je maceracija obuhvacala i peteljke, a masene

koncentracije bile su od 0,38 mg L™ do 2,22 mg L™
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Suha i slatka bijela vina rezultat su alkoholne fermentacije Cistog mosta. U bijelim
suhim vinima ukupni sadrzaj polifenola u rasponu je od 50 mg L™ do 450 mg L™ &to je 10 %
od sadrzaja u crnim vinima.** Mogtevi i vina bijelih kultivara sadrze hidroksibenzojeve i
hidroksicimetne kiseline, katehine, procijanidine i flavonole. Tirosol (p-hidroksifeniletil-
alkohol) glavna je fenolna sastavnica u razliitim bijelim vinima. Nastaje iz tirozina
djelovanjem kvasaca i sadrzan je u koncentracijama od 1 mg L™ do 25 mg L™. * Bijela vina
sadrze p-kumarinsku i kafeinsku kiselinu s tragovima ferulinske kiseline. Nalazimo ih u
izvornom obliku i u kombinaciji s vinskom kiselinom u obliku kutarne, kaftarne odnosno
fertarne kiseline. Najzastupljenija je kaftarna kiselina. Sadrzaj katehina opcenito je visi od
sadrzaja epikatehina. U vinima u kojima katehin i epikatehin nisu detektirani, pretpostavlja se
da su se obje sastavnice oksidirale obzirom da lako podlijezu oksidaciji.®® Koncentracije
polifenolnih spojeva u bijelim vinima proizvedenim iz grozda zahvac¢enog s Botrytis cinerea

su nize obzirom na razgradnju fenolnih sastavnica koju uzrokuje navedena plijesan.®®

Hernanz i suradnici® pratili su utjecaj temperature i duljine maceracije na fenolni
profil bijelih vina. Istrazili su utjecaj trajanja kontakta kozice s mostom (2 h, 6 h, 12 hi 24 h) i
razli¢itih temperatura maceracije (5 °C, 10 °C i 20 °C) na laboratorijskoj (600 L) i
industrijskoj (30 000 L) razini proizvodnje. Vina kod kojih je bio produljen kontakt s kozicom
znacajno su se razlikovala u polifenolnom sastavu u odnosu na kontrolna vina. U svim
slucajevima sadrzaj fenola se povecao. U industrijski proizvedenim vina utvrden je visi
sadrzaj hidroksicimetnih kiselina, prvenstveno kafeinske i kaftarne kiseline, i nizi sadrzaj

epikatehina i kvercetin-3-O-rutinozida.

Badeschneider i suradnici®® detektirali su kvercetin-3-O-glukuronid i kemferol-3-O-
glukozid u vinima Rizling. lako je uvrijezeno misljenje da bijela vina sadrze samo kemferol i
kvercetin te njihove derivate u vrlo niskim koncentracijama, nedavna istrazivanja potvrduju
da sadrze i izoramnetin i njegove derivate. Potvrdena je prisutnost 3-O-glukozida i 3-O-
galaktozida kemferola, kvercetina i izoramnetina te 3-O-glukuronida kemferola i kvercetina u
bijelim kultivarima grozda.?®® Jefferey i suradnici®® analizirali su 44 bijela vina u kojima su

najzastupljenijii bili kvercetin i izoramnetin-3-heksozid.

Koncentracije trans-resveratrola u bijelim su vinima nize nego u crnim, i te vrijednosti se

kreéu oko su 0,3 mg L™,
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U Hrvatskoj se svega nekoliko skupina istrazivaa bavilo polifenolima u vinu.
Katalini¢ i suradnici®” istrazivali su prisutnost i odnos monomera trans- i cis-resveratrola u
vinima karakteristi¢nih dalmatinskih kultivara. Rastija i suradnici® prvi su objavili studiju o
pojedina¢nim polifenolnim spojevima (sedam fenolnih Kiselina, sedam flavonoida i trans-

resveratrol) u komercijalnim vinima iz Hrvatske.

Iz podataka u tablicama 2.7 i 2.8 mozemo vidjeti polifenolni sastav bijelih i crnih vina
proizvedenih u Hrvatskoj. Na sastav polifenola u vinima utjee geografsko podrijetlo, tj.
vinogradarska regija koja se u Hrvatskoj dijeli na kontinentalnu i primorsku. Naime, vina s
podru¢ja primorske regije bogatija su polifenolima od vina s podrué¢ja kontinentalne regije.
Svjetlo omoguéava fotosintezu u listu, odnosno nastajanje organske tvari neophodne za razvoj
loze. Pri manjoj koli¢ini svjetla grozde slabije dozrijeva. Koli¢ina svjetla izrazava se zbrojem
suncanih sati tijekom vegetacije. Najveci je broj suncanih sati tijekom vegetacije u juznim
krajevima, Dalmaciji. Blizina mora povecava ukupno osvjetljenje vinogradarskog polozaja

zbog reflektirajuce svj etlosti.

Tablica 2.7. Masene koncentracije ukupnih polifenola u bijelim vinima Hrvatske

Broj uzoraka Masena koncentracija / Lit. ref.
mg L™
2 252 92
14 161 do 424 87
11 228 do 345 91
3 191 do 652 88
4 292 do 402 89
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Tablica 2.8. Masene koncentracije ukupnih polifenola i ukupnih antocijana u crnim vinima

Hrvatske

Masena koncentracija/ mg L™

Broj uzoraka Ukupni fenoli Ukupni antocijani Lit.ref.
6 2372 do 3183 68,7 do 398 89
4 1455 do 2718 291 do 377 90
9 1156 do 2619 Nije odredivano 88
20 825 do 3068 88 do 551 87

2.3.  Analiza ukupnih polifenola u vinu

Fenolne sastavnice u vinu mogu se odredivati rutinski spektrofotometrijskim metodama
koje su jeftine i brze te sluze za pracenje promjena tijekom vinifikacije ili starenja vina.

Najéesce se primjenjuju metode za odredivanje ukupnih fenola,® antocijana® i flavan-3-ola.

Ukupni fenoli

Ukupni fenoli obi¢no se kvantificiraju pomocu Folin-Ciocalteuovog reagensa. Ta se
metoda koristi u vinarskoj industriji, ali se rutinski primjenjuje i u laboratorijima u kojima se
istrazuju antioksidacijska svojstva prehrambenih namirnica. Metoda se temelji na oksido-
redukcijskim reakcijama Folin-Ciocalteuovog reagensa s fenolima. Folin-Ciocalteuov reagens
kompleks je fosfomolibdata i fosfovolframata zute boje. Reagens oksidira fenole te se
molibden (V1) reducira u molibden (V) sto rezultira promjenom Zute boje kompleksa u plavu.
Oksidirani fenoli pokazuju svoj apsorpcijski maksimum u podruéju izmedu 2=725 nm i =765

nm. Uvjet za oksidaciju fenola su alkalni uvjeti pri pH=10.
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Ukupni antocijani

Sadrzaj ukupnih antocijana moze se odredivati metodom izbjeljivanja natrijevim
bisulfitom koju su razvili Ribereau-Gayon i Stonestreet.”® Dodatkom natrijevog bisulfita
mijenja se apsorpcija monomernih antocijana, a apsorpcija polimernih pigmenata ostaje ista.
Sumporov dioksid reagira kao elektrofil na atomu C-4 antocijana te nastaje bezbojni adukt
antocijan-sulfonska kiselina (slika 2.10). Polimerni pigmenti ne reagiraju s bisulfitom s

obzirom da je polozaj C-4 blokiran.

HSO:
—_—
—-—
]'aka kiselina OH S0.H
Flavilijev kation (crvene Bezbojni adukt antocijan-
boje) sulfonska kiselina

Slika 2.10. Reakcija flavilijevog kationa s bisulfitom prilikom spektrofotometrijskog

odredivanja ukupnih antocijana

Ukupni flavan-3-oli

Ukupni flavan-3-oli odreduju se pomocu vanilina. Odredivanje flavan-3-ola temelji se
na reakciji B-prstena (slika 2.2) s vanilinom. Nastali adukt crvene je boje s apsorpcijskim
maksimumom na A=500 nm, a relativno je stabilan pri visokim koncentracijama sumporne ili
klorovodi¢ne kiseline.®>®® Reakcija obuhvaéa katehin, epikatehin te proantocijanidine.
Reakcija je prikazana na slici 2.11.
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OH
OH

OH

Katehin

Slika 2.11.

2.4.

OH
H+
—_—
(o] H
Adukt katehina i
vanilina
o
OH |
Vanilin

Reakcija katehina s vanilinom

Priprava uzoraka vina za kromatografsku analizu

Koncentracije polifenola u vinu relativno su visoke, pogotovo u crnim vinima. Zbog

izuzetno slozenog polifenolnog sastava vina, razvijeni su brojni postupci priprave uzoraka za

kromatografsku analizu polifenola u vinu. Priprava uzorka treba omoguciti §to djelotvornije

izdvajanje ciljanih analita iz matrice uzorka uz istovremeno uklanjanje S§to veceg broja

interferiraju¢ith spojeva. Nacin priprave vina za analizu polifenola ponajprije ovisi o

tehnikama analize, a zatim o skupinama polifenola koje se zeli analizirati i opremljenosti

laboratorija.
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2.4.1. Direktno injektiranje uzorka u kromatografski sustav

U posljednje vrijeme sve je veca primjena direktnog injektiranja uzoraka vina bez
prethodne priprave u sustav HPLC-a. Postupak se sastoji od prethodne filtracije uzorka vina
kroz politetrafluoroetilenski membranski filtar veli¢ine pora 0,22 pm ili 0,45 pm."%%
Gomez-Alonso i suradnici® identificirali su i kvantificirali 48 fenolnih sastavnica u vinu

direktnim injektiranjem u sustav HPLC-a uz primjenu dvaju razli¢itih detektora.

2.4.2. Ekstrakcija tekude-tekuce

Ekstrakcija tekuce-tekuce (engl. Liquid Liquid Extraction, LLE) obi¢no se Koristi za
frakcioniranje flavonoida iz vina. Vino se ekstrahira dietil-eterom ili etil-acetatom.’® S dietil-
eterom ekstrahiraju se flavanol-monomeri i flavonol-aglikoni, dok antocijani, flavonol-
glikozidi i proantocijanidini zaostaju u vodenoj fazi. Etil-acetatom ekstrahiraju se flavanol-

monomeri i oligomeri zajedno s flavonolima.****%

LLE ima Siroku primjenu U protustrujnoj
kromatografiji (engl. Counter Current Chromatography, CCC). Nedostatak ove metode je

nepotpuni polifenolni profil vina.'®®

2.4.3. Ekstrakcija na ¢vrstoj fazi

Ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (engl. Solid-Phase Extraction, SPE) ima niz prednosti u
usporedbi s ekstrakcijom tekuce-tekuce, jer je brza, zahtjeva manju koli¢inu organskih
otapala, omogucuje visoku koncentraciju analita u konacnom ekstraktu, a moguca je i
automatizacija postupka. Klju¢ni korak prilikom ekstrakcije na ¢vrstoj fazi pravilan je izbor
sorbensa. Najcesce se koristi oktadecilsilicijev dioksid Cig (U sustavu obrnutih faza) i ionsko-
izmjenjivacka faza. Zadnjih par godina na trzistu su dostupni novi sorbensi od polimernih

materijala i sorbensi mjesovitog tipa s dvije razli¢ite vrste funkcionalnih skupina.

SPE na oktadecilsilicijevu dioksidu C;g omogucava odjeljivanje polifenolnih sastavnica u
vinu na Cetiri frakcije: fenolne kiseline (frakcija 1), katehine, procijanidine i monomere
antocijana (frakcija 2), flavonole (frakcija 3) i polimerne proantocijane (frakcija 4). Koriste se
tri razlic¢ita eluensa: dietil-eter, etil-acetat i metanol. Svaka frakcija se zasebno analizira

HPLC-om. Prije ekstrakcije na ¢vrstoj fazi, vino je potrebno zaluziti (pH=7).lO4’105’106
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Gel-filtracijskom kromatografijom na Toyopearl® 40 (S) smoli kao nepokretnoj fazi
frakcioniraju se polimerne fenolne sastavnice u vinu, posebice proantocijanidini. Kao eluens

najcesée se koristi smjesa metanola i vode ili etanola i vode. **

Pinelo i suradnici'® razradili su metodu za odjeljivanje polimernih i nepolimernih
fenola pomo¢u SPE. Separacijom na stupcu Cyg pripravljene su tri frakcije: fenolne kiseline
(frakcija 1), katehini, flavonoli i antocijani (frakcija 2) te polimerna frakcija (frakcija 3).
Uzorak vina se prethodno dealkoholizira i zaluzi (pH=7) te se nanosi na kolonu koja je
prethodno kondicionirana s metanolom i vodom. Fenolne kiseline se ne adsorbiraju na
hidrofobnu stacionarnu fazu te se skupljaju u prvoj frakciji. Matrica na koloni se zakiseli
pomoéu 0,01 mol L™ HCI te se etil-acetatom eluira frakcija 2. Smjesom acetona, vode i

metanola u razli¢itim omjerima ispiru se polimerne frakcije.

Nedostaci separacije fenolnih sastavnica u vinu na sorbensu Cig su niski analiticki
povrati jako polarnih sastavnica poput hidroksibenzojevih i hidroksicimetnih Kiselina i
njihovih derivata. Alkohol ¢esto mora biti uklonjen iz uzorka jer smanjuje zadrZavanje

hidroksibenzojevih kiselina.

Polimerni sorbensi poput polistiren-divinilbenzena jae vezu polarne komponente
nego sorbens Cyg. Chilla i suradnici*®” koristili su kolonice s polistiren-divinilbenzenom za
ekstrakciju i koncentriranje fenolnih kiselina iz vina. Fenolne kiseline eluirane su sa sorbensa
tetrahidrofuranom (THF).

U novije vrijeme sve Siru primjenu u podru¢ju analize polifenola u prehrambenim
namirnicama imaju polimerni sorbensi s otiskom molekule analita (engl. Molecularly-
Imprinted Polymers, MIPs) koji sluZe kao strukturno selektivni sorbensi u SPE. Zeljeni analit
koji sluzi kao predlozak ulazi u interakcije sa svojom komplementarnom funkcionalnom
skupinom odgovaraju¢eg funkcionalnog monomera. Te interakcije se ‘zamrznu’
polimerizacijom koja se izvodi u otopini s visokom koncentracijom sredstva za umreZavanje.
Nakon uklanjanja Zeljenog analita ekstrakcijom, nastaje mjesto vezivanja na sorbensu.'%®
Molinelli i suradnici'® prvi su primjenili MIPs za selektivnu ekstrakciju i koncentriranje
kvercetina u Merlotu. MIPs za kvercetin bio je pripravljen termi¢kom polimerizacijom
koristec¢i 4-vinilpiridin kao funkcionalni monomer i etilen-glikol-dimetakrilat kao sredstvo
umrezenja. U tablici 2.9 prikazane su razlicite vrste SPE-sorbensa koje se primjenjuju u

analizi fenolnih sastavnica u vinu.
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Tablica 2.9. Postupak ekstrakcije na razli¢itim vrstama sorbensa primijenjenih u analizi
fenolnih sastavnica vina

Naziv Vrsta sorbensa Postupak ekstrakcije : Ekstrahirani spojevi Lit.

RP-105 Polistiren- a)3 mL CHsOH Hidroksicimetne kiseline 111
divinilbenzen 3 mLH,0 i derivati,
hidroksibenzojeve
b)2 mL vina kiseline i derivati te
furaldehidi

¢) ¢( 0,1 mol LY Hcl,
CH30H )=9:1, susenje
u struji dusika

d)10 mL dietil-etera,
upareno do suhai
otopljeno u pokretnoj
fazi
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Tablica 2.9. -nastavak

Naziv Vrsta sorbensa Postupak ekstrakcije* Ekstrahirani spojevi Lit.
ref.
Oasis MijeSoviti oblik a) 5 ml CH;0H Frakcija 1: Flavonoli, 24
MCX kationskog 5 mL H,0 flavan-3-oli, derivati
izmjenjivaca i hidroksicimetnih
kopolimera b) 5 mL vina zakiseljenog s kiselina
N-vinilpirolidon- 0,1 mol L™ HCl Frakcija 2: Antocijani
divinilbenzena
¢) 5mL0,1 mol L'* HCL
5 mL H,0
d) 3x5 mL CH30H (frakcija
1), 3x5 mL smjese otapala
W(NH,OH, CH30H,
H,0)=2:80:8 (Frakcija2)
Frakcija 1 uparena do suhai
otopljena u pokretnoj fazi
Oasis N-vinilpirolidon- a) 3 mL CH;OH Flavan-3-oli, 113
HLB divinilbenzen 3 mL sintetskog vina hidroksicimetne
kiseline,

b)2 mL vina

¢) 5 mL smjese otapala
Y (CH3O0H, sintetsko
vino)=12:88

d) 1 mL smjese otapala
(CH3CN, CH3;COOH)=10:90
(frakcija 1) te 1 mL smjese
otapala
¢ ( CH3CN, NH,OH)=98: 2
Frakcije spojene, uparene
do suhai otopljene u 0,5 mL
smjesi otapala
¢ (CH5CN, H,0)=20:80

hidroksibenzojeve
kiseline i benzaldehidi
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Tablica 2.9. -nastavak

Naziv Vrsta sorbensa Postupak ekstrakcije* Ekstrahirani spojevi Lit.
ref.
Nexus Stiren- a) 1 mL CHsOH Rutin, trans-resveratrol, 114
ABS divinilbenzen 1 mL acetatni pufer 0,05 miricetin, kvercetin i
Elut metakrilat mol L™ (pH=3,6) kemferol
kopolimer
b) 1 mL razrijedenog vina
¢) 2 mL 0,05 mol L*
acetatnog pufera
d) 1 mL CH;OH
upareno do suhai
otopljeno u 1 mL smjese
otapala
Y( CH30H , acetatni
pufer)=30:70
Oasis N-vinilpirolidon- a) 3 mL CH3;0OH 33 fenolne sastavnice: 115
HLB divinilbenzen 3 mLH20 hidroksibenzojeve

kopolimer

b) 2,5 mL zakiseljenog vina
50,5 mol L' HS0,4

c) 5mLH,0

d) 5 mL etil-acetata
(frakcija 1), a zatim 5 mL
CH3OH (frakcija 2)
obje frakcije uparene do
suha, ostatak otopljen u
smjesi otapala
¢ ( CH30H ,H,0)=20:80 i
frakcije spojene

kiseline i derivati,
hidroksicimetne kiseline
i derivati, stilbeni,
fenolni alkoholi, flavan-
3-oli, flavonoli

*Postupak ekstrakcije obuhvaca :

a) kondicioniranje sorbensa u kolonici

b) propustanje uzorka

c) ispiranje sorbensa-uklanjanje matrice uzorka

d) ispiranje analita sa sorbensa
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2.5. Kuvantitativna i kvalitativna analiza polifenola u vinu

Za analizu pojedinac¢nih polifenola u vinu najcesc¢e se rabe kromatografske metode kao Sto
su tankoslojna kromatografija (engl. Thin Layer Chromatography, TLC) i tekucinska
kromatografija visoke djelotvornosti (engl. High Performance Liquid Chromatography,
HPLC) te kapilarna elektroforeza (engl. Capillary Electrophoresis, CE).

2.5.1. Analiza tekué¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti

Od svih kromatografskih tehnika tekudinska kromatografija visoke djelotvornosti ima
najsiru primjenu u analizi pojedinac¢nih polifenola. Odabir metode ovisi o nacinu priprave
uzoraka vina, skupini spojeva koji se Zele analzirati te opremljenosti laboratorija. Za
odredivanje antocijana, proantocijanidina, flavonola i fenolnih kiselina najcesce se
primjenjuju sustavi obrnutih faza uz oktadecilsilicijevu (Cg) ili njoj ekvivalentnu nepokretnu
fazu. U zadnje vrijeme za analizu polifenola u grozdu i vinu su se kao alternativa kolonama
Cis pojavile kolone s monolitnim nepokretnim fazama. Te su kolone napravljene od poroznog
materijala u jednom komadu koji nastaje u kapilari polimerizacijom monomera. Razli¢itim
dodacima i promjenom uvjeta polimerizacije mogu se varirati dimenzije pora i svojstva o
kojima ovisi odjeljivanje analita. Specifi¢na struktura monolitnih kolona omogucuje veci
protok pokretne faze, krace vrijeme analize i brze uravnoteZzavanje kromatografskog sustava
izmedu injektiranja. Nekoliko je istrazivanja pokazalo prednosti monolitne kolone u analizi
polifenolnih sastavnica u vinu. Castellari i suradnici*’ usporedili su obi¢ajene Cig-kolone s
monolitnom te pokazali da monolitna kolona podnosi veci protok pokretne faze te da je pad
tlaka duz kolone manji, a vrijeme ispiranja i uravnotezenja kolone krace. Postignuto je brzo
razdvajanje monomernih fenola te je poboljsan omjer signala osnovne linije i Suma. Liazid i
suradnici'*® razvili su brzu metodu za razdvajanje 13 uobigajenih polifenolnih sastavnica u
vinu na monolitnoj Cig koloni u vremenu od 8 minuta u kojem je postignuto odvajanje i
kvantifikacija. Rezultati kvantitativnog odredivanja bili su reproducibilni, a razlucivanje

pikova visoko.

Vergare i suradnici**® koristili su novu vrstu kolona s mjesovitom nepokretnom fazom
koja ima hidrofobna i ionsko-izmjenjivacka svojstva. Ta specificna nepokretna faza sadrzi
osnovne grupe s pozitivnim nabojem ugradene u hidrofobni lanac, a pokazala se dobrom za

separaciju antocijana i prooantocijana sadrzanih u mladim i starim vinima Cabernet
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Sauvignona. U usporedbi s klasicnom Cjg-kolonom, redoslijed ispiranja antocijana i
proantocijana s kolone se promijenio, a drugacija je i selektivnost. Unato¢ vremenski duzoj
analizi, ova vrsta kolone omogucava jasno odjeljivanje prvo monoglukozidinih antocijana,
zatim njihovih acetiliranih derivata te na kraju kumarilnih derivata. Proantocijani se eluiraju
izmedu kumarilnih derivata, a zadnji pik u kromatogramu je pik polimerne sastavnice sto je
povezano sa kultivarom i staro$¢u vina. Specijalne kolone s nepokretnom fazom koju Cine
nanocCestice sastavljene od Cvrste jezgre Silikagela oblozene poroznim slojem polimera (engl.
Core Shell), koristile su se prilikom analize polifenola u grozdu, soku i vinu medukriznih
kultivara kao alternativa analizi tekuéinskom kromatografijom ultravisoke djelotvornosti
(engl. Ultra High Performance Liquid Chromatography, UHPLC). Tehnologija Core shell
razvijena je za primjenu na klasi¢nim HPLC-instrumentima. Manns i Mansfield'?® primjenili
su kolone core shell kako bi poboljsali analizu atipi¢nih fenolnih komponenata, antocijan-
diglukozida. Pokazalo se da core shell kolone C;g i PFP (pentafluorfenil) omogucuju znac¢ajno
poboljsanje selektivnosti i razluCivanja te postizanje niske granice detekcije i visoke

reproducibilnosti. Takoder, smanjena je potrosnja otapala.

Osim odabira kolone, vrlo je vazan i odabir pokretnih faza i nacina eluiranja. Najcesce
se primijenjuje gradijentno eluiranje uz uporabu dvaju sustava otapala, jednog polarnog kao
Sto je vodena otopina octene, perklorne, fosforne ili mravlje kiseline te drugog manje
polarnog otapala, najcesée zakiseljenog metanola ili acetonitrila. Takoder se primijenjuju
sustavi s tri ili Cetiri otapala koji ponekad mogu sadrzavati soli. Trajanje analize obi¢no je od
30 min do 150 min, dok je protok pokretne faze od 0,10 mL min™® do 1,8 mL min™
Temperature kolone su od 20 °C do 50 °C, a obujam injektiranog uzorka od 10 uL do 20
uL.122

Tekuéinska kromatografija obrnutih faza prikladna je za analizu razlic¢itih grupa
fenolnih spojeva u vinu, ali su mogucnosti njene primjene za analizu polimernih spojeva
ograniCene. Kennedy i Waterhouse® predlozili su upotrebu tekuéinske kromatografije
normalnih faza (engl. Normal Phase-Liquid Chromatography, NP-LC) za analizu
proantocijana u prisutnosti antocijana. Nepokretna faza bila je silikagel, a koristili su
gradijentno eluiranje uz cetiri pokretne faze: diklormetan, metanol, mravlju kiselinu i
heptansulfonsku Kiselinu. Metoda nije obuhvacala prethodno proc¢is¢avanje uzorka. Fenoli su
se eluirali s kolone prema rastu¢oj molekulskoj masi. Ta metoda najcesce je korisStena za

kvantifikaciju polimera s obzirom da se mogu odvojiti polimeri razli¢itih molekulskih masa.
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Pri analizi polifenolnih sastavnica u vinu HPLC-om Koriste se razli¢iti na¢ini detekcije
analita. Najcesc¢e se primjenjuje UV-Vis-detekcija jer fenolni spojevi apsorbiraju svjetlo u
UV-podru¢ju. Antocijani imaju dva apsorpcijska maksimuma u podru¢ju od 1=265 nm do
A=275 nm i od A=520 nm do A=546 nm. Glikozilacija poti¢e hipsokromni pomak
apsorpcijskog maksimuma, a aciliranje s hidroksicimetnom kiselinom rezultira pojavom
karakteristicnog ramena oko 2=310 nm za p-kumarinsku kiselinu i 4=325 nm za kafeinsku
kiselinu. Flavanoli imaju apsorpcijske maksimume na 4=210 nm i /=270 nm.'* Ta svojstva
omogucavaju detekciju i kvantifikaciju fenola pomoc¢u UV-Vis-detektora. U analizi polifenola
korisiti se i fluorescencijski detektor (engl. Fluorescence Detector, FLD). Kombinacijom

1'2% istovremeno

detektora s nizom dioda i fluorescencijskog detektora, Porgali i Buyuktunce
su odredili 14 fenolnih sastavnica u crnom vinu. Prema literaturi kombinacija UV-detekcije
(4=320 nm) i fluorescencijskog signala (A¢=280 nm, Aem=320 nm) sluzi za selektivnu
detekciju flavan-3-ola i hidroksicimetnih kiselina. Epikatehin galat i procijanidin B2-galat
mogu se identificirati pri Ae=270 nm, Aem=377 nm. Valne duljine ekscitacije i emisije

polifenolnih spojeva prikazane su u tablici 2.10.

Tablica 2.10. Valne duljine ekscitacije i emisije polifenolnih spojeva‘?*

SASTOJAK Aol NM Aem/nNM
Galna Kiselina 278 366
Prokatehinska kiselina 270 358
Prokatehinski aldehid 265 360
(+)-Katehin 278 360
2,5-Dihidroksibenzaldehid 278 360
Vanilinska kiselina 278 360
Kafeinska kiselina 262 426
Siringinska kiselina 278 360
(-)-Epikatehin 278 360
Siringaldehid 260 422
p-Kumarinska kiselina 260 422
Ferulinska Kiselina 260 422
trans-Resveratrol 330 374
Miricetin 268 370
Kvercitrin 260 426
Kvercetin 264 420
Kemferol 268 422
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Analiza polifenola HPLC-om ograni¢ena je na male i jednostavne molekule, a to je
samo manji udio ukupnih flavonoida u vinu. Analizom proantocijanidina HPLC-om postize se
slabo razlucivanje 1 teSko je identificirati pojedine komponente. Prosje¢ni sastav
proantocijanidina u grozdu i vinu moze se odrediti nakon kataliziranog cijepanja kiselinom u
prisutnosti nukleofila. NajéeSce se kao nukleofili koriste benzilhidroksisulfid, floroglucinol i
cisteamin. Te metode omogucuju odredivanje sadrzaja proantocijanidina u frakciji tanina
zbrajanjem koncentracije oslobodenih jedinica kako bi se odredio prosje¢ni stupanj
polimerizacije. Tioliza se takoder pokazala korisnom za analizu deriviranih tanina. Tiolizom
ckstrakata crnog vina oslobadaju se benziltioeterski derivati nekoliko antocijanin-flavanol

adukata, pokazujuci da su takve strukture bile vezane za proantocijanidine.

Vezni sustav HPLC-a i spektrometra masa omogucava nedvojbenu identifikaciju
struktura sastavnica nastalih starenjem crnog vina reakcijom antocijana s drugim
sastavnicama, te karakterizaciju procijanidina, proantocijanidina i tanina. Koriste se blage
tehnike ionizacije analita poput ionizacije elektrorasprsenjem (engl. ElectroSpray lonization,
ESI) ili kemijske ionizacije pri atmosferskom tlaku (engl. Atmospheric Pressure Chemical
lonization, APCI). Analiza crnog vina pomocu sustava HPLC-ESI-MS prvi put je
primijenjena 1996. godine te su detektirana dva nova pigmenta molekulskih masa (M= 609 i

M, =755), fenilpiranomalvidin-3-O-glukozid i njegov p-kumarilni derivat. > %

Antocijani se najbolje detektiraju uz pozitivhu ionizaciju elektroraspr§enjem, u kiselom
mediju (100 %-tna mravlja kiselina). Uz negativnu ionizaciju elektrorasprSenjem postize se
najbolja detekcija nenabijenih flavonoida poput flavanola, flavonola i dihidroflavonola te
deriviranih pigmenata antocijana koji imaju karboksilnu skupinu. Tandemna spektrometrija
masa (engl. Mass spectrometry-Mass spectrometry, MS/MS) te spektrometrija masa
primjenom stupice iona (engl. lon Trap Mass Spectrometry) omogucuju fragmentiranje
odabranog iona te u vezanim sustavima s HPLC-om sve vise zamjenjuju klasi¢ne kvadrupolne

spektrometre masa.'?> 1%

2.5.2. Ostale metode analiza

U posljednje vrijeme kapilarna elektroforeza pokazala se kao brza, ucinkovita i

relativno jeftina metoda analize polifenola u vinu.*?®

Analiza kapilarnom elektroforezom ne
zahtjeva uobicajenu sloZenu pripravu uzoraka te smanjuje volumene uzorka potrebne za
analizu na manje od 1 uL. Metodom otiska prsta i primjenom umjetnih neuronskih mreza

moguce je iz dobivenih elektroferograma s velikom to¢noS¢u utvrditi sortu vina 1 godinu
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berbe. Micelarna elektrokineti¢ka kapilarna kromatografija (engl. Micellar Electrokinetic
Capillary Chromatography, MECC) vrsta je kapilarne elektroforeze koja omogucava
razdvajanje neutralnih analita pod utjecajem elektricnog polja. Princip razdvajanja temelji se
na razli¢itoj raspodjeli analita izmedu micela dodane povrSinski aktivne tvari Kkoje
predstavljaju nepokretnu fazu i vodene faze koje ih okruzuje. Medudjelovanje izmedu
flavonoida i micela je snazno, pa se selektivnost razdvajanja moze modificirati

koncentracijom micela.'?’

Jedna od najjednostavnijih i najjeftinijih tehnika odredivanja polifenola u vinu je
tankoslojna kromatografija (engl. Thin-Layer Chromatography, TLC). U tu svrhu najcescée se
upotrebljavaju  TLC-plo¢e presvucene slojem silikagela. Polifenoli apsorbiraju u
ultraljubi¢astom dijelu spektra, pa se nakon prskanja ploca s polietilen-glikolom ili 1%-tnom
alkoholnom otopinom aluminijeva klorida uglavnom detektiraju pod UV-svjetlom pri valnim
duljinama od 1=250 nm do 4=260 nm ili 2=350 nm do 1=360 nm. Kvantitativna analiza

uzoraka provodi se pomocu skenirajuéeg denzitometra.'?®

Vinas i suradnici'® razvili su metodu odredivanja polifenola u vinu mikroekstrakcijom
na ¢vrstoj fazi (engl. Solid Phase MicroExtraction, SPME) uz analizu analita sustavom GC-
MS. Polifenoli su ekstrahirani iz vina uranjanjem poliakrilatnog SPME-vlakna direktno u
uzorak, a zatim je vlakno postavljeno u pare iznad otopine derivatizirajueg reagensa,
bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida, BSTFA, kako bi se polarne nehlapljive sastavnice prevele
u hlapljive derivate. Ova osjetljiva metoda razvijena je za odredivanje cis- i trans-
resveratrola, 3'4',3,5-tetrahidroksi-trans-stiloena, katehina i epikatehina. Interpretacija
rezultata na temelju fragmenta zabiljeZzenih u spektrima masa je kompleksna i teSka zbog

prethodne derivatizacije analita.
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2.6. Netipi¢na aroma starenja

Netipi¢na aroma starenja prvi put je opisana 1989. godine u bijelim vinima ¢iji je miris
podsjecao na miris mokrog krzna psa ili miris akacije u cvatu. UTA se moze pojaviti u boci ili
tanku u svega nekoliko mjeseci. Kod tipi¢nog starenja vina oksidacija je spora te se promjene
specifiéne arome odvijaju tijekom nekoliko godina Guvanja vina. Rapp i suradnici*** su 1993.
godine u vinu detektirali 2-aminoacetofenon (2-AAP), spoj odgovoran za miris UTA-e.
2-Aminoacetofenon moze biti uzrok nepozeljnih mirisa u mlijenim proizvodima i

proizvodima kukuruza. Nastajanje 2-AAP povezano je s metabolizmom triptofana.

Fitohormoni auksini su organski spojevi odgovorni za izduzivanje (elongaciju) stanice.
Medu najpoznatijim prirodnim auksinima kod vecine biljaka je indol-3-octena kiselina (IAA),
koja se sintetizira iz triptofana ili indola, ponajprije u lisnim primordijima i mladom 1i8¢u, te
rastu¢im sjemenkama. Prenosi se iz stanice u stanicu, uglavnom kambijem, a prijenos prema
korijenu najvjerojatnije ukljucuje i floem.**? U biljkama je IAA uglavnom u konjugiranom
obliku. Uloga konjugata je visestruka: IAA-konjugati ukljuceni Su u prijenos, ¢uvanje i zastitu
IAA od enzimske razgradnje. Konjugati mogu kontrolirati razine IAA u stanici
(homeostati¢ni mehanizam) te mogu omoguciti i katabolizam IAA. Triptofan se moZe izravno
razgraditi triptofanazom na indol ili pomocu odredenih mikroogranizama do skatola.
Enzimska razgradnja triptofana odvija se putem formilkinurenina i kinurenina do antranilne
kiseline. Potrebno je naglasiti da se triptofan i njegovi metaboliti mogu razgraditi i ne-
enzimski. Takvi mehanizimi igraju kljuénu ulogu u nastajanju nepozeljnih mirisa u
prehrambenim proizvodima. IAA u vinu je prisutna u slobodnom i konjugiranom obliku. IAA
je vrlo nestabilna komponenta koja se vrlo lako razgraduje enzimskim ili neenzimskim
mehanizmima u 2-AAP ili druge metabolite triptofana tijekom starenja vina. Sulfiti su jedine
komponente koje se dodaju u vino tijekom vinifikacije kako bi se postigle dovoljne razine
slobodnog sumporovog dioksida u vinu. U vino se dodaju kao otopine sumporovog dioksida
ili kao bisulfit u koncentracijama od 50 mg L™ do 100 mg L™. Time se vino stabilizira i ititi

od mikroorganizama te se postizu redukcijski uvjeti tj. sprjecava se oksidacija vina.*3* 134 1%

2-Aminoacetofenon poznat je kao produkt razgradnje oksidacijskih procesa. Eksperimenti u
kojima je modelna otopina visoke koncentracije IAA u 10 %-tnom etanolu tretirana s
kalijevim bisulfitom pokazali su tipicnu pojavu UTA nakon 14 dana pri sobnoj temperaturi.

IAA se brzo raspada istovremeno s oksidacijom sulfita u sulfate. Superoksidni (Oy),
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hidroksilni ("OH) i sulfitni radikal (SO3) mogu generirati od rezidualnog kisika reakcijama
oksidacije sa sulfitima. Ti su radikali odgovorni za Sirenje reakcijskih lanaca sulfit-kisik te
uzrokuju kooksidaciju biljnih konstituenata poput 1AA.
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Slika 2.12. Mehanizam nastajanja 2-aminoacetofenona iz indol-3-octene kiseline™

Hoenicke i suradnici®®* proucavali su mehanizam nastajanja 2-AAP-a u modelnim
otopinama fermentacije i sulfuracije u koje su dodani kinurenin i indol-3-octena kiselina kao
potencijalni prekursori 2-AAP-a. Na slici 2.12 prikazan je potencijalni mehanizam nastajanja
2-AAP. Intenzitet UTA-e se pojacava ukoliko je vino proizvedeno od grozda koje je bilo

izlozeno susi ili prekomjernoj opskrbi dusikom, kao i uslijed prevelike rodnosti ili preranog
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roka berbe. Isti autori tvrde da je isklju¢ivo slobodni oblik IAA odgovoran za sintezu 2-AAP,

s obzirom da nije zabiljeZena korelacija s esterificiranim ili s amidinim oblikom IAA.

Hoenicke i suradnici‘®* navode da je u mostevima kultivara Kerner izmjereno manje od 3 pg
L slobodne IAA, dok je razina vezane IAA bila znacajno visa: od 12 pug L™ do 120 pg L™. U
odgovarajuc¢im vinima iste sorte izmjerena je znacajno visa razina slobodne IAA (od 3 ug Lt
do 90 ug L'l) te niza razina vezanog oblika IAA (<40 pg L'l). Autori ovakvo stanje tumace ili
neosintezom slobodne IAA od strane kvasca ili hidrolizom vezane IAA tijekom fermentacije.

Ipak, ukupna koncentracija IAA (slobodne i vezane) u mostu i vinu bila je sli¢na.

Istrazivanja istih autora nadalje su pokazala da je ukupna koncentracija IAA bila visa u mostu
i vinu kasnijih rokova berbe, ali je razina slobodne IAA bila niza. UTA se pojavila u vinima
ranog roka berbe, ali ne i u vinima kasnog roka berbe. Pojava UTA-e nije povezana s vi$im

razinama prekursora IAA u mostu ili vinu.

Linsenmeier i suradnici** prouavali su u vinima proizvedenim izmedu 1996. i 1999. godine
povezanost koncentracija 2-AAP s dusi¢nom gnojidbom. Dusi¢na gnojidba povecéava razine
2-AAP u vinu.

Mattivi i suradnici*®’ pratili su razine slobodne IAA u vinima kultivara Chardonnay s dva
razliCita lokaliteta razlicite kvalitete tla. Masene koncentracije slobodne IAA bile su se

izmedu 12 ug L™ i 58 ug L™,

Vazno je napomenuti da UTA jo§ uvijek nije detektirana u crnim vinima, Sto navodi na
zakljuak da polifenoli u crnom vinu sprjeavaju oksidacijsku razgradnju IAA. Prema

138

literaturi, samo su Creasy i suradnici = odredivali IAA u crnim vinima, a srednje vrijednosti

masenih koncentracija bile su oko 838,3 ug L™.

Antioksidansi, pogotovo hvataci superoksidnih radikala, mogu smanjiti tendenciju nastajanja
UTA-e. Gessner i suradnici ** pokazali su da je nastajanje 2-AAP iz IAA smanjeno nakon

dodatka fenolnih sastavnica u most prije alkoholne fermentacije.

Tocni mirisni prag detekcije 2-AAP u vinu tesko je definirati (otprilike od 0,5 pg L'do1,5 ug
L™) s obzirom da na miris moze utjecati i neka druga komponenta maskirajuéi pritom miris

UTA-e. Jake voéne arome u mladim vinima mogu maskirati miris 2-AAP.*

51



Literaturni pregled

2.6.1. Odredivanje indol-3-octene kiseline i 2-aminoacetofenona

Uz triptofan i ostale metabolite triptofana, IAA se najcesc¢e odreduje tekucinskom
kromatografijom visoke djelotvornosti obrnutih faza. Uzorak vina ili mosta prethodno se
procis¢ava pomocu ekstrakcije na ¢vrstoj fazi uz anionske izmjenjivace ili na sorbensu Cig.
Postupak ekstrakcije na anionskom izmjenjiva¢u sastoji se od kondicioniranja kolonice
ispiranjem s metanolom i smjesom octene kiseline, acetonitrila i vode, nanoSenja uzorka koji
je prethodno zaluzen do pH 7 te eluiranja neutralnih komponenti poput triptofana smjesom
acetonitrila i vode, a zatim kiselih komponenti koje ukljucuju IAA smjesom octene kiseline i
acetonitrila. Eluat se analizira HPLC-om na Cig-koloni, naj¢es¢e uz UV ili fluorescencijski
detektor. Indoli obi¢no pokazuju dva apsorpcijska maksimuma, na A4=219 nm i 1=279 nm.
Zbog prirodnog svojstva IAA da fluorescira, puno osjetljivijom pokazala se detekcija FLD-
om pri valnim duljinama /=225 nm i 2en=365 nm. Mattivi i suradnici*®’ razvili su metodu
odredivanja [AA, triptofana, triptofola, skatola 1 drugih indola u vinu uz prethodno
frakcioniranje uzorka primjenom SPE. Usporedili su djelotvornost ekstrakcije analita na
polistiren-divinilbenzenskim i Cig sorbensima. Polimerni sorbensi pokazali su se puno
boljima zbog toga $to uzorak vina nije bilo potrebno prethodno razrjedivati kako bi se smanjio
sadrzaj alkohola. Analiti su eluirani smjesom fosfatnog pufera i metanola u volumnom omjeru
1:1.

U laboratoriju za grozde, most i vino Agronomskog fakulteta u Zagrebu razvijena je
metoda odredivanja TAA i triptofana u vinu ekstrakcijom na sorbensu MAX (engl. Mixed
mode Anion exhange, MAX) mjesanoj ¢vrstoj fazi koju ¢ini anionski izmjenjiva¢ i N-
vinilpirolidin-divinilbezenski kopolimer. Nakon kondicioniranja kolone s metanolom i vodom
i propustanja uzorka, ispiranjem sorbensa s 5 %-tnom otopinom amonijaka uklanjaju se
interferencije. Triptofan se eluira metanolom, a 1AA eluira 2 %-tnom mravljom kiselinom u

metanolu (v/v).

Dollman i suradnici**° kvantificirali su IAA u mostu uz unutarnji standard **Cg-indol-3-
octenu kiselinu oznacen izotopom. U uzorak mosta, neposredno prije SPE na sorbensu Cysg,
dodan je unutarnji standard. Identifikacija i kvantifikacija IAA provedena je sustavom HPLC-

ESI-MS/MS. Ta se metoda pokazala izuzetno osjetljivom i selektivnom.
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Analiza 2-AAP u vinu zahtjevna je zbog slozenosti matrice i vrlo niskih koncentracija.
Svega nekoliko istrazivackih skupina odredivalo je 2-AAP u vinu. Taj se spoj zbog svoje
termicke stabilnosti i dovoljne hlapivosti odreduje plinskom kromatografijom, kojoj prethodi
ekstrakcija analita i pro¢iS¢avanje ekstrakta. Ekstrakcija je klju¢ni korak analize. Devedesetih
godina proslog stoljeca te poCetkom ovog stoljeca primjenjivana je ekstrakcija tekuce-tekuce s
otapalima poput triklorfluormetana, n-pentana, diklormetana te smjesa n-pentana |

diklormetana u razli¢itim volumnim omjerima.

Schmarr i suradnici *

! primijenili su SPE na sorbensu etilvinilbenzen-divinilbenzen
kopolimeru (Lichrolut EN). Volumen od 50 mL vina propustili su kroz prethodno
kondicionirani sorbens, a zatim eluirali analit s 1 mL diklormetana. Eluat je ispran otopinom

natrijeva hidrogenkarbonata te susen na natrijevu sulfatu.

" . . 142
KoSmerl 1 suradnici

primijenili su za odredivanje 2-AAP u vinu ekstrakciju
mijesalom na koje je nanesen sloj sorbensa (engl. Stir Bar Sorptive Extraction, SBSE). SBSE
tehnika se sastoji od postupka ekstrakcije i desorpcije. Ekstrakcija se provodi izravnim
uranjanjem magnetskog mijesala presvucenog polimerom PDMS, u otopinu ili izlaganjem
mjeSala parama iznad otopine. Desorpcija moze biti termicka ili otapalom. Termicka
desorpcija iskljucuje upotrebu otapala te se najéeScée korisiti u plinskokromatografskoj analizi
uz termicko-desorpcijsku jedinicu koja je vrlo skupa.'*® Postupak odredivanja 2-AAP koji su
koristili Kogmerl i suradnici** sastojao se od direktnog uranjanja mijesala u zaluZeno vino i

desorpcije analita u termic¢ko-desorpcijskoj jedinici.

Od modernijih tehnika ekstrakcije, koristi se mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi. Tehnika
ukljucuje izlaganje vlakna presvucenog tankim filmom ¢&vrste faze parama iznad otopine
uzorka ili izravno uranjanje vlakna u otopinu. Vlakno je naj¢e$¢e nacinjeno od je taljenog
silicijevog dioksida i presvuc¢eno tankim filmom jedne ili viSe polimernih faza. Postupak
ukljucuje dva koraka: raspodjelu analita izmedu ekstrakcijske faze na vlaknu i uzorka te
desorpciju analita s vlakna. SPME se rutinski koristi u kombinaciji s plinskom
kromatografijom za odredivanje hlapljivih i poluhlapljivih organskih sastavnica u uzorcima
hrane. Prednosti SPME tehnike su brzina ekstrakcije, nekoristenje organskih otapala te

poboljianje razina detekcije. *** 1%

Fan i suradnici **® primijenili su SPME za odredivanje 2-AAP u vinu. Postupak se sastojao od

izravnog uranjanja vlakna u vino te analize sustavom GC-MS.
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U zadnje vrijeme sve se ¢eS¢e u analizi mirisa Koristi metoda izotopnog razrjedenja
koja znacajno pridonosi pouzdanosti kvantitativnih rezultata s obzirom na identi¢na kemijsko-
fizicka svojstva analita i izotopom obiljezenog unutarnjeg standarda.’*’ U analizi 2-AAP
koristi se d;-AAP kao unutarnji standard koji se dodaje u vino neposredno prije postupka

ekstrakcije.

Za analizu 2-AAP-a plinskom kromatografijom upotrebljavaju se nepolarne kolone sa
nepokretnom fazom poput 5% fenil- 95 % dimetil-polisiloksana stacionarne faze i polarne
kolone u kojima je nepokretna faza 100% polietilen-glikol. Temperaturni program
zagrijavanja plinskokromatografske kolone najcesc¢e ukljucuje nekoliko koraka s razli¢itim
brzinama porasta temperature.

Schmarr i suradnici *** primjenili su za analizu 2-AAP u vinu tehniku visedimenzijsku plinsku
kromatografiju koja znacajno poboljSava razluCivanje analita kvantitativnim i ponovljivim
prijenosom malih frakcija pokretne faze s nerazdvojenim spojevima iz prve u drugu kolonu na
kojoj se njihovo razdvajanje poboljsava. Prva je kolona bila polarna, a druga nepolarna te je

na taj nacin 2-AAP uspjesno odvojen od interferirajuc¢ih spojeva u vinu poput laktona.
Prilikom plinskokromatografskog odredivanja 2-AAP u vinu koristi se spektrometar masa uz

pracenje odabranih iona (engl. Selected lon Monitoring, SIM) i detektori selektivni za spojeve

dusika kao $to su dusik-fosfor i kemiluminiscencijski detektor.
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2.7. BioloSki uéinci vina

2.7.1. Vino i zdravlje

Ve¢ od davnih vremena vino je cijenjeno kao ,najzdravije i najhigijenskije” pice
(Pasteur). Naime, vino ima baktericidno djelovanje, Sto je bilo od izrazite vaznosti u
vremenima kad izvori pitke vode nisu mogli biti mikrobioloski provjeravani. Dokazano je da
umjerena konzumacija vina blagotvorno djeluje na funkcioniranje di$nih organa, srca i
krvotoka te da pospjeSuje probavu i pridonosi boljem iskoriStenju hrane u probavnom

traktu.'4®

Pocetkom ranih devedesetih godina proslog stolje¢a mediji su popratili ,,francuski
paradoks” i time popularizirali prednosti konzumacije crnog vina u SAD-u te potaknuli
znanstvenike da istraze i objasne nove poveznice izmedu vina i zdravlja. ,,Francuski
paradoks” temeljen je na epidemioloSkim studijama koje su pokazale niZe stope oboljenja od
bolesti srca i krvozilnog sustava u Francuskoj, unato¢ konzumaciji visoke razine zasi¢enih
masti u tradicionalnoj prehrani. Umjerena dnevna konzumacija crnog vina smatra se

objasnjenjem tog paradoksa.'*®

Umjerena dnevna konzumacija vina povezana je s blagotovornim ucincima na
homeostazu lipida. Vino povisuje razine HDL-kolesterola (engl. High Density Lipoproteins,
HDL) u organizmu koji je vazan za oslobadanje tijela od viska kolesterola. Vino snizava
razine LDL-kolesterola (engl. Low Density Lipoproteins, LDL) §to je povezano s prehranom
namirnicama visokog udjela masti. Konzumacija vina uz obrok smatra se idealnom jer se

kolesterol uklanja iz tijela prije njegovog transporta na nezeljene lokacije u tijelu.150

Promjene upalnih biomarkera u ljudskom tijelu sugeriraju da je crno vino sposobno
Stititi od mnogih poremecaja u imunosustavu, stimuliraju¢i urodene i ste¢ene imuno odgovore

te reducirajuci upalu.

Mehanizmi odgovorni za ucinke vina na zdravlje vrlo su kompleksni. Alkohol i
polifenolne sastavnice vina istrazivani su vrlo iscrpno te postoje mnoge rasprave na temu koja
je komponenta bitnija. U svjetskoj literaturi dobro je dokumentirano da umjereno uzimanje
alkoholnih pi¢a pozitivno utjeCe na antioksidanse, lipide i trombocite. Pojedine studije
pokazale su da vino ima korisna svojstva neovisno o sadrzaju alkohola te da su ona povezana

s polifenolima.’**? Poznato je da polifenoli mogu biti antioksidansi. Cano i suradnici'®®
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istrazivali su antioksidacijsku aktivnost indolnih sastavnica u vodenom i alkoholnom mediju.
Istrazivanje je pokazalo da indol-3-octena kiselina i njezini derivati mogu u vinu takoder imati

antioksidacijsku ulogu.
2.7.2. Antioksidansi

Radikali su atomi ili skupine atoma koje posjeduju nespareni elektron. Radikali ostec¢uju
razli¢ita mjesta u stanici (membrane, citoplazmu i jezgru). Oksidacijski stres definira se kao
pomak ravnoteze u stani¢nim oksidacijsko-redukcijskim reakcijama u smjeru oksidacije.
Rije¢ je o stanju prekomjernog nastajanja radikala Kisika ili dusika, pri ¢emu se narusava
ravnoteza izmedu nastajanja radikala i moguénosti neke stanice da ih razgradi §to rezultira

promjenama vezanim uz oStecenje stanica.

Glavni reaktivni spojevi kisika (engl. Reactive Oxygen Species, ROS) i reaktivni spojevi
dusika (engl. Reactive Nitrogen Species, RNS) koji uzrokuju oSteCenje glavnih

makromolekula u fizioloSkom 1 hranidbenom sustavu Su:

1.) superoksidni anion (O,")

2.) vodikov peroksid (H205)
3.) peroksilni radikal (ROO")
4.) hidroksilni radikal (HO")

5.) singletni kisik (*O,)

6.) peroksinitrit (ONOQ)

7.) nitrozil-kation (NO™)

8.) dusikasta kiselina (HNO,)
9.) dusikov(II) oksid (NO")

10.)  dusikov(IV) oksid (NO")
11.) alkilperoksinitrit (ROONO)

Antioksidansi su molekule koje reagiraju s radikalima i tako prekidaju lanCane reakcije koje
mogu oStetiti vitalne stani¢ne molekule. Antioksidansi se mogu podijeliti u dvije skupine:
primarne tj. one koji prekidaju lancane reakcije i sekundarne ili preventivne. Sekundarni
antioksidansi su molekule koje usporavaju oksidaciju. To se moze posti¢i na razlicite nacine,
primjerice uklanjanjem supstrata ili ,,gasenjem” singletnog kisika. Primarni antioksidansi, kad

su prisutni u tragovima, mogu odgoditi ili inhibirati korak inicijacije reagiraju¢i S lipidnim
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radikalom ili inhibirati propagacijski korak reagiraju¢i s peroksilnim ili alkoksilnim

radikalom:
L'+AH—>LH+A’
LOO + AH — LOOH + A’
LO'+AH — LOH + A’

Radikal nastao od antioksidansa moze dalje interferirati s lan¢anim propagacijskim

reakcijama praveci pritom peroksi antioksidans:
A"+ LOO" — LOOA
A +LO —LOA

Djelotvornost antioksidansa povecava se sa smanjenjem jakosti veze A—H.

2.7.3. Metode odredivanja antioksidacijske aktivnosti polifenola

U posljednjih dvadeset godina enormno je porastao interes za istrazivanje antioksidansa
u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji. Na Prvom medunarodnom kongresu o metodama
odredivanja antioksidansa (First International Congress on Antioxidant Methods), odrzanom
2004. godine u Orlandu na Floridi predlozeno je da se razmotri standardizacija sljedecih triju
metoda: ORAC-metode, TEAC-metode i Folin-Ciocalteuove metode. ORAC-metoda
predstavlja reakcijski mehanizam prijenosa vodika, najceSc¢eg u biologiji Covjeka. Folin-
Ciocalteuova metoda i TEAC-metoda temeljene su na prijenosu elektrona.™>* U posljednje
vrijeme razvijene su visokorezolucijske metode za brzo odredivanje antioksidansa u
multikomponentnoj matrici. Naj¢es¢e se koriste obojeni, relativno stabilni radikali poput 2,2-
difenil-1-pikril-hidrazila  (engl. DiPhenylPicrilHydrasil, DPPH) i 2,2'-azinobis-3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonske  kiseline  (engl.  2,2'-Azino-Bis(3-ethylbenzThiazoline-6-
Sulphonic acid, ABTS), koji se dodaju u pokretnu fazu na izlazu iz tekué¢inskokromatografske
kolone te se antioksidansi detektiraju smajnjenjem apsorbancije u vidljivom dijelu spektra,
uzrokovane provodenjem radikala u bezbojan reducirani oblik.™® Metode koje se najéeice
koriste u analizi vina su: TBARS-metoda (engl. Thiobarbituric Acid Reactive Substance,
TBARS), TEAC-metoda (engl. Trolox Equivalent Antioxidant Capacity, TEAC), DPPH-
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metoda, ORAC-metoda (engl. Oxygen-Radical Absorbing Capacity, ORAC), Folin-
Ciocalteuova metoda i PCL-metoda (engl. PhotoChemiLuminescence, PCL)

TBARS-metoda

Tiobarbiturna kiselina kao reaktivna supstancija naj¢es$¢e se koristi u testiranju lipidne
peroksidacije. Kao rezultat lipidne peroksidacije nastaje malondialdehid koji reagira s
tiobarbiturnom kiselinom prave¢i ruzicasti pigment s apsorpcijskim maksimumom na 1=532
nm. Reakcija nije specificna. Mnoge druge komponente ukljucujuéi ugljikovodike, proteine,
saharozu i ureu mogu reagirati s tiobarbiturnom kiselinom. Jardine i suradnici®>® su prvi
istrazivali glavne produkte TBARS reakcije LC-MS-om. Linolenska kiselina posluzila je kao
model lipida, a oksidacija je izazvana Cu**-ionima. Nastali ruziasti pigment kondenzacijski

je produkt tiobarbiturne kiseline i malondialdehida u molarnom omjeru 2:1.

TEAC-metoda

Tijekom posljednjih dvadeset godina, testiranje antioksidacijskog kapaciteta izrazenog
u ekvivalentima troloksa, najcesée se Koristi za odredivanje antioksidacijske aktivnosti in
vitro. Miller i suradnici*®® su 1993. godine razvili ovu metodu za praéenje antioksidacijskog
statusa u nedonos$cadi. Koristili su aktivnost peroksidaze u metmioglobinu za oksidaciju 2,2'-
azinobis-3-etilbenzotiazoline-6-sulfonske kiseline (ABTS) u prisutnosti vodikovog peroksida
i pri tome se formirao dugo Zivuéi radikal kation ABTS*" s apsorpcijskim maksimumima na
A=650 nm, 734 nm i 820 nm. U prisutnosti antioksidansa reducensa i donora vodika,
apsorbancija ABTS*"se smanjuje. Za standardizaciju metode autori su koristili Trolox, analog
vitaminu E, topljiv u vodi. Apsorbancija je mjerena na 4=734 nm nakon to¢no Sest minuta
nakon pocetka oksidacije. U ovoj reakciji preklapaju se dva mehanizama. Neki antioksidansi
odgadaju nastajanje ABTS*", drugi ,,gase” nastali radikal-kation, a neki su sposobni i jedno i
drugo. Alonso i suradnici razvili su metodu temeljenu na ubrzanoj elektrokemijskoj oksidaciji
ABTS-a. Konstantne struje od 10 mA primijenjene su na smjesu uzorka i otopine ABTS-a te
su konstantno biljezene apsorbancije na A=414 nm i A=734 nm. Klju¢ni trenutak testa je
pocetak oksidacije ABTS-a. U tom trenutku pojavljuju se u spektru radikal-kationa ABTS™
apsorpcijski maksimum na A=414 nm i A=734 nm te omjer aporbancija izmjerenih na valnim

duljinama tih maksimuma postaje konstantan. TEAC-metoda najceS¢e se Kkoristi pri
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ispitivanju antioksidacijske aktivnosti alkoholnih i bezalkoholnih pi¢a, a moze se primijeniti i

na lipofilne antioksidanse uz male modifikacije priprave otopine ABTS-a.

DPPH-metoda

Radikal DPPH’ ima apsorpcijski maksimum na A=515 nm, koji nestaje nakon
redukcije s antioksidansom. Antioksidacijska aktivnost definira se kao koli¢ina potrebnog
antioksidansa da smanji poéetnu koncentraciju DPPH" na 50 %.

AO (mol L™1)

ECs0 = 5ppie tmol =1

Snaga antioksidansa (engl. AntiRadical Power, ARP) se definira kao 1/ECso.”>" Bandoinen i
suradnici*® razvili su metodu za odredivanje antioksidacijske aktivnosti DPPH-metodom on-
line pomo¢u HPLC-a. Nakon separacije polifenola u sustavu obrnutih faza i UV-detekcije
analita na 1=280 nm zapocinje poslijekolonska reakcija s otopinom DPPH" u metanolu.
Nestajanje DPPH" detektira se kao negativni pik na A=515 nm. Duljina kapilare za
poslijekolonsku reakciju i protok reagensa prilagodeni su tako da se postigne vrijeme reakcije

od 0,6 minuta.

ORAC-metoda

ORAC-metodom mijeri se inhibicija oksidacije peroksilnog radikala antioksidansom
¢ime se prekida lancana reakcija prijenosom H-atoma. Peroksilni radikal reagira s
fluoresciraju¢im reagensom formirajuéi pritom nefluoresciraju¢i reagens. U pocetku se kao
reagens koristio B-fikoeritrin, protein izoliran iz crvene alge vrste Porphyridium cruentum, ali
je zbog svojih nedostataka poput nekonzistentnih rezultata, fotoosjetljivosti prilikom izlaganja
ekscitacijskom svjetlu te vezivanja proantocijanidina nespecificnim proteinskim vezivanjem,

u danasnje vrijeme zamijenjen s fluoresceinom ili diklorfluoresceinom.

Folin-Ciocalteuova metoda

Folin Ciocalteuova metoda poznata je jo§ od 1927. godine i prvotno je bila namjenjena

za analizu proteina. Singelton i Rossi®® su je Sezdesetih godina primijenili za odredivanje
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ukupnih fenola u vinu. U danasnje vrijeme koristi se i kao standardizirana metoda za
odredivanje antioksidacijskog kapaciteta. Glavni mehanizam su oksido-redukcijske reakcije te

se mjeri reducirajuci kapacitet uzorka.

PCL-metoda

Fotokemiluminiscencijska metoda (engl. PhotoChemoLuminescence, PCL) temelji se
na fotokemijskom generiranju radikala u kombinaciji s osjetljivom detekcijom pomocéu
kemiluminiscencije. Reakcija se inducira optickom ekscitacijom s fotosenzibilizatorom S §to

rezultira generiranjem superoksidnih radikala O~
S+hv+0; — (S*¥0p) — S™ + 0"

Radikali se vizualiziraju s kemiluminscencijskim reagensom, luminolom koji ujedno sluzi i
kao fotosenzibilizator. Potpuni mehanizam nije do kraja poznat.™ Reakcija se provodi

pomoéu instrumenta Photochema® tvrtke Jena, Njemagdka.
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3.

Materijali i metode

3.1. Kemikalije, instrumenti i pribor

Kemikalije

>

Kemikalije stupnja ¢isto¢e pro analysi: natrijev karbonat, kalijev peroksodisulfat,
natrijev hidroksid, natrijev klorid, 25 %-tni amonijak, 36,5 %-tna klorovodi¢na
kiselina, 96 %-tni etanol, 96 %-tna sumporna Kkiselina, volumetrijska otopina
natrijevog hidroksida 1 mol dm?, dietil-eter i etil-acetat proizvodi su Kemike, Zagreb.

» Kemikalije stupnja Cistoce puriss.: 85%, -tna ortho-fosforna kiselina, L-(+)-vinska
kiselina, mravlja kiselina i amonijev acetat nabavljeni su od tvrtke Riedel-de Haén,
Seelze, Njemacka.

> Natrijev metabisulfit i 99 %-tni vanilin proizvodi su tvrtke Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, SAD.

> 2,2-Azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) je od tvrtke Sigma, St. Louis,
MO, SAD.

» 2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil proizvod je tvrtke Aldrich, St. Louis, MO, SAD.

» 5-Amino-2,3-dihidro-1,4-ftalazindion proizvod je tvrtke Acros Organics, Geel,
Belgija.

» Otapala HPLC C¢isto¢e: metanol i acetonitril pribavljeni su od tvrtke J. T. Baker,
Deventer, Nizozemska.

» Helij visoke ¢istoce, 5.0 (99,999 %) proizvod je tvrtke Messer Croatia plin, Zagreb.

Standardi

» Delfinidin-3-O-glukozid, cijanidin-3-O-glukozid,  peonidin-3-O-glukozid,
malvidin-3-O-glukozid, epigalokatehin, procijanidin B1, procijanidin B2,
kvercetin-3-O-rutinozid, kvercetin-3-O-galaktozid i miricetin nabavljeni su od
tvrtke Extrasynthese iz Genay Cedex, Francuska.

» Kafeinska kiselina, p-kumarinska kiselina, trans-ferulinska kiselina, kaftarna
kiselina, trans-cimetna kiselina, (-)-epikatehin, (+)-katehin, epikatehin galat,
trans-resveratrol, 2-aminoacetofenon te 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-

karboksilna kiselina proizvodi su tvrtke Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD.
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» Kemferol, izoramnetin, kvercetin proizvodi su tvrtke Fluka, Steinheim,
Njemacka

» Kuvercetin-3-O-glukozid, vanilinska Kkiselina, siringinska kiselina, galna
kiselina, indol-3-octena kiselina proizvodi su tvrtke Sigma, St. Louis, MO,
SAD.

» 2-Nitroacetofenon proizvod je tvrtke Merck, Darmstadt, Njemacka.

Instrumenti i pribor

Y VY

YV V VYV V

Spektrofotometar ,,Specord 400”, AnalytikJena, Jena, Njemacka

Tekucinski kromatograf visoke djelotvornosti s automatskim uzorkivacem ,,Agilent
1100” opremljen detektorom s nizom dioda i fluorescencijskim detektorom serije
Agilent 1200, Agilent Technologies, Palo Alto, CA, SAD

Plinski kromatograf ,,HP 6890 vezan sa spektrometrom masa ,,Agilent 5973N”,
Agilent Technologies, Palo Alto, CA, SAD

Analiti¢ka vaga Sartorius CP225D, Sartorius, Goettingen, Njemacka

Ultrazvucna kupelj ,,Sonorex RK 100H”, Bandelin, Berlin, Njemacka

Rotacioni upariva¢ ,,HEI-VAP Advantage”, Heidolph Instruments, Schwabach,
Njemacka

Vakuumska stanica za ekstrakciju na Cvrstoj fazi za deset uzoraka, Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, SAD

Drza¢ vlakna za mikroekstrakciju na ¢vrstoj fazi, Supelco Analytical, Bellefonte, PA,
SAD

Aluminijsko postolje za posudice za mikroekstrakciju na ¢vrstoj fazi, Supelco
Analytical, Bellefonte, PA, SAD

Magnetna mjeSalica ,,RCT basic”, IKA, Staufen, Njemacka

50/30um DVB/CAR/PDMS, 2 c¢m vlakno za mikroekstrakciju na ¢vrstoj fazi, Supelco
Analytical, Bellefonte, PA, SAD

Membranski filtri od PTFE veli¢ine pora 0,22 um, Phenomenex, Torrance, CA, SAD
Vodena kupelj ,,WBU 45”, Memmert, Schwabach, Njemacka

Sustav za filtriranje mobilne faze, Supelco Analytical, Bellefonte, PA, SAD
Membranski filtri, celulozni, za filtriranje mobilne faze, veliCine pora 0,45 pm,
Advantec, Japan

pH-metar ,,Lab 850, Schott Instruments, Mainz, Njemacka
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> kolonice za ekstrakciju na ¢vrstoj fazi trgovackih naziva Oasis MAX (3 mL/60 mg),
Oasis HLB (3 mL/60 mg) tvrtke Waters, Milford, MA, SAD, Strata X (6 mL/ 500 mg)
tvrtke Phenomenex, Torrance, CA, SAD te Cig (6 mL/500 mg) i SampliQ SAX (3
mL/500 mg) tvrtke Agilent Technologies, Palo Alto, CA, SAD.

3.2. Uzorci vina
3.2.1. Solarizacija vinove loze

Pokus je postavljen 2008. i 2009. godine na tri lokacije:

e znanstveno-nastavnom pokusaliStu Jazbina Agronomskog fakulteta SveuciliSta u
Zagrebu, vinogorje Zagreb, regija Kontinentalna Hrvatska, podregija Prigorje-
Bilogora

e U Brtonigli, vinogorje Zapadna Istra, regija Primorska Hrvatska, podregija Istra

e na poloZaju Rota, vinogorje Peljesac, regija Primorska Hrvatska, podregija Srednja i

Juzna Dalmacija.

Slika 3.1. Postavljanje Vitexol folije izmedu trsova
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Pokus je postavljen po sluc¢ajnom bloknom rasporedu u tri ponavljanja. Reflektirajuca
folija crvenog plasti¢nog tkanja postavljena je na tlo, neposredno uz trsove sa obje strane reda
u trenutku Sare grozda (slika 3.1). Kao kontrolna varijanta posluzio je dio vinograda koji nije
tretiran folijom, dakle bez solarizacije. Berba je obavljena ru¢no, u trenutku tehnoloske
zrelosti grozda. Grozde se bralo u plasticne kasete, odvojeno po repeticijama unutar tretmana,
tako da je u konacnici svaki kultivar bio zastupljen s po Sest uzoraka. Kasnije se grozde isto
tako odvojeno i preradivalo. Vina bijelih 1 crnih kultivara na kojima je istrazen utjecaj

solarizacije prikazana su u tablici 3.1.
Vinifikacija crnih kultivara

Nakon muljnja i runjenja grozda elektricnom mulja¢om-runjacom marke ,,Vaslin®,
masulj iz svakog tretiranja smjeSten je u inoks tankove za mikrovinifikaciju zapremine 15 L,
te je tretirano s 5 %-tnom sumporastom kiselinom tako da kona¢na masena koncentracije
slobodnog sumporovog dioksida iznosi 50 mg L™. Uzorci mosta za analizu uzeti su odmah
nakon muljanja i runjenja grozda. Nakon 24 sata masulj je inokuliran selekcioniranim sojem
kvasaca Saccharomyces cerevisiae Lallemand 245 tvrtke Lallemand, Kanada, te je pokrenuta
alkoholna fermentacija. Istovremeno s fermentacijom odvijala se i maceracija u trajanju od
osam dana, na temperaturi od 25 °C do 28 °C. Nakono sam dana masulj je ispreSan pomocu
ru¢ne mehanicke prese, a alkoholna fermentacija se nastavila do trenutka kad je sav Secer
profermentirao. Uzorci vina za analize uzimani su 24 sata nakon zavrSetka alkoholne

fermentacije i pohranjeni do provedbe analiza na -20 °C.
Vinifikacija bijelih kultivara

Na bijelom grozdu je provedena tradicionalna vinifikacija za bijela vina. Nakon
muljanja 1 runjanja, masulj je ocijeden na koSu pneumatske preSe. Talozenje samotocne
frakcije mosta odvijalo se na temperaturi od 15°C, u trajanju od 24 sata uz sulfitiranje s 5 %-
tnom sumporastom kiselinom do kona¢ne masene koncentracije slobodnog sumporovog
dioksida od 50 mg L™ Nakon toga pokrenuta je alkoholna fermentacija selekcioniranim

sojem kvasca EC1118 (Saccharomyces cerevisiae) u staklenim bocama od 10 L.
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Tablica 3.1. Uzorci vina bijelih i crnih kultivara na kojima je primijenjena tehnika

solarizacije
Kultivari Polozaj Godina berbe
Bijeli kultivari
GraSevina Jazbina 2008.
Traminac Jazbina 2008.
Manzoni Jazbina 2008.
Crni kultivari
Pinot crni Jazbina 2008.
Cabernet Sauvignon Jazbina 2009.
Merlot Jazbina 2008.
Teran Brtonigla 2009.
Plavac mali Peljesac 2009.

3.2.2. Utjecaj kvasaca na pojavu netipi¢ne arome starenja u uzorcima vina Rizling

rajnski

Eksperiment je proveden 2009. godine na znanstveno-nastavnom pokusalistu Jazbina
Agronomskog fakulteta u Zagrebu, Zagrebacko vinogorje, regija Kontinentalna Hrvatska. Na
grozdu je provedena tradicionalna vinifikacija za bijela vina. TaloZenje samoto¢ne frakcije
mosta odvijalo se na temperaturi od 15 °C, u trajanju od 24 sata uz sulfitiranje s 5 %-tnom
sumporastom kiselinom do kona¢ne masene koncentracijeslobodnog sumporovog dioksida od
50 mg L. Nakon toga pokrenuta je fermentacija u staklenim bocama od 10 L s &etiri razligita
soja komercijalnih kvasaca: Uvaferm CEG (Saccharomyces cerevisiae), Lalvin Cross
Evolution (Saccharomyces cerevisiae), Anchor VIN 13 (Saccharomyces cerevisiae hibrid),
Anchor Exotics SPH (Saccharomyces cerevisiae x Saccharomyces paradoxus hibrid). Svi su
kvasci nabavljeni od tvrtke Lallemand, Kanada. Svaka fermentacija pracena je bez dodatka i
uz dodatak 0,3 g L™ amonijevog sulfata kao hrane za kvasce. Svaki tretman proveden je u tri
ponavljanja. Po zavrSetku fermentacije obavljen je pretok uz sulfitiranje. Popis uzoraka

prikazan je u tablici 3.2.
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Tablica 3.2. Popis uzoraka vina Rizlinga rajnskog tretiranih s razli¢itim sojevima kvasaca i

dodatkom hranjiva (NH,4)>SO, (svi tretmani su u tri ponavljanja)

Uzorci vina Rizling rajnskog Tretman
RR A Uvaferm CEG (Saccharomyces cerevisiae)
RR B Uvaferm CEG (Saccharomyces cerevisiae) +(NH,4),SO,
RR C Cross Evolution (Saccharomyces cerevisiae)
RR D Cross Evolution (Saccharomyces cerevisiae)+(NH,4),SO,
RR E Anchor VIN 13 (Saccharomyces cerevisiae hibrid)
RRF Anchor VIN 13 (Saccharomyces cerevisiae hibrid)+(NH,),SO,
RR G Anchor Exotics SPH (Saccharomyces cerevisiae x Saccharomyces

paradoxus hibrid)

RR H Anchor Exotics SPH (Saccharomyces cerevisiae X Saccharomyces
paradoxus hibrid)+(NH,),SO,

3.3. Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih fenola, flavan-3-ola i antocijana u vinu

te antioksidacijske aktivnosti vina
3.3.1. Priprava standardnih otopina

Standardne otopine galne kiseline, (+)-katehina i malvidin-3-O-glukozida posluzile su
za izradu bazdarnih krivulja za odredivanje ukupnih fenola, ukupnih flavan-3-ola odnosno
ukupnih antocijana. Standardi su pripravljeni otapanjem izvaganih masa pojedinih spojeva u
12 %-tnoj otopini etanola u vodi (v/v). Standardna otopina Troloxa posluzila je za izradu
bazdarne krivulje za odredivanje antioksidacijske aktivnosti vina ABTS-om (2,2'-azinobis(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina)) i DPPH-om (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil). Otopina

Troloxa pripravljena je otapanjem izvagane mase u metanolu.

U tablici 3.3 prikazane su masene odnosno mnozinske koncentracije standardnih otopina koje
su posluzile za izradu bazdarnih krivulja. Rasponi mnozinskih koncentracija standardnih
otopina Troloxa za odredivanje antioksidacijske aktivnosti ABTS-om i DPPH-om bili su

razli¢iti.
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Tablica 3.3. Koncentracije standardnih otopina za izradu bazdarnih krivulja za
spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih fenola, flavan-3-ola i antocijana u vinu te

antioksidacijske aktivnosti vina

Spoj v/ mg L™ ¢/ pmol L
Galna kiselina 50 do 500
(+)-Katehin 10 do 100
Malvidin-3-O-glukozid 50 do 500
Trolox (DPPH) 40 do 400
Trolox (ABTS) 200 do 800

3.3.2. Odredivanje ukupnih fenola

Odpipetira se alikvot uzorka vina od 1 mL i prenese u odmjernu tikvicu od 100 mL u
koju se doda 60 mL destilirane vode i 5 mL Folin-Ciocaulteuovog reagensa. Reakcijska
smjesa mijeSa Se tocno 8 minuta i 30 sekundi te se nakon toga doda 20 mL Na,SO, (y= 200 g
L™). Otopina se razrijedi do 100 mL s vodom i ostavi stajati u vodenoj kupelji na 20 °C 2
sata. Apsorbancija se mjeri na A=765 nm. Kao rezultat, uzima se njihova srednja vrijednost
triju uzastopnih mjerenja. Rezultat se izrazava u ekvivalentima galne kiseline, GAE/ mg L™.
Crna se vina razrjeduju s destiliranom vodom u volumnom omjeru 1:5 te se krajnji rezultat

mnoZi s faktorom razrjedenja 5.
3.3.3. Odredivanje ukupnih flavan-3-ola

Odpipetira se alikvot uzorka vina od 3 mL i prenese u odmjernu tikvicu od 25 mL u
koju se doda 10 mL 11,5 mol L™* HCI i 5 mL 1 %-tne otopine vanilina u etanolu (v/v).
Otopina se nadopuni do 25 mL s 96 %-tnim etanolom i ostavi stajati 20 minuta. Apsorbancija
se mjeri na 2=500 nm. Kao rezultat, uzima se njihova srednja vrijednost triju uzastopnih
mjerenja. Rezultat se izrazava u ekvivalentima (+)-katehina, CAE/mg L™. Crna se vina
razrjeduju s destiliranom vodom u volumnom omjeru 1:10 te se krajnji rezultat mnoZzi s

faktorom razrjedenja 10.
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3.3.4. Odredivanje ukupnih antocijana

Odpipetira se alikvot uzorka vina od 1 mL i prenese u epruvetu u koju se doda 1 mL
0,1 %-tne HCI u 96 %-tnom etanolu (v/v) i 20 mL 2%-tne HCI u vodi (v/v). Otopina se
podijeli u dvije epruvete tako da se u svaku doda 10 mL. U prvu se epruvetu s otopinom doda
4 mL vodene otopine natrijevog bisulfita (y=150 g L™), a u drugu 4 mL destilirane vode.
Apsorbancije obaju uzoraka mjere se nakon 20 minuta na valnoj duljini od 520 nm.
Apsorbancije uzorka bez dodatka natrijevog metabisulfita oduzima se od apsorbancije uzorka
koji je reagirao s natrijevim metabisulfitom te se iz te razlike prema bazdarnoj krivulji
izraCunava masena koncentracija ukupnih antocijana. Rezultat se izrazava u ekvivalentima
malvidin-3-O-glukozida, MAE/ mg L™.

3.3.5. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti ABTS- metodom

Za odredivanje antioksidacijske aktivnosti uzoraka vina pripravi se otopina radikala
ABTS™, oksidacijom 7 mmol L™ vodene otopine reagensa ABTS s 140 mmol L™ otopinom
kalijevog peroksodisulfata, do konac¢ne koncentracije otopine kalijevog peroksidisulfata od
2,45 mmol L™. Za pripravu izvorne reakcijske otopine potrebno je 88 pL otopine kalijevog
peroksodisulfata koncentracije 140 mmol L™ nadopuniti s otopinom reagensa ABTS
koncentracije 7 mmol L™ do volumena od 5 mL. Buduéi da ABTS i kalijev peroksodisulfat
reagiraju u stehiometrijskom omjeru 1: 0,5, oksidacija nije potpuna te je stoga pripravljenu
otopinu potrebno drzati u mraku i ostaviti 12 do 16 sati na sobnoj temperaturi. Ovako
pripravljena otopina je stabilna najmanje tjedan dana pod uvjetom da se ¢uva u mraku pri
sobnoj temperaturi. Neposredno prije analize pripravi se razrijedena otopina radikala ABTS™

u 96 %-tnom etanolu tako da apsorbancija pri valnoj duljini od 734 nm bude 0,7 + 0,2.

Alikvot od 50 pL uzorka vina pomijesa se s 5 mL otopine radikala ABTS™ u epruveti te se
nakon to¢no 6 minuta izmjeri apsorbancija na 734 nm. Prije mjerenja uzoraka potrebno je
izmjeriti apsorbanciju slijepog uzorka koji se pripravlja tako da se umjesto uzorka pomijesa
voda s istom koli¢inom reagensa. Oduzimanjem apsorbancije uzorka od apsorbancije slijepe
probe dobiva se razlika iz koje se prema bazdarnoj krivulji odreduje antioksidacijska

aktivnost izrazena u ekvivalentima Troloxa, TEAC/ pmol L™,
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3.3.6. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti DPPH- metodom

Alikvot od 50 uL uzorka vina pomije$a se s 2 mL otopine radikala DPPH" koji je
prethodno pripravljen otapanjem u metanolu do konacne mnozinske koncentracije od 0,065
mmol L. Nakon 60 minuta uz mjeSanje pri 25 °C mjeri se apsorbancija na A=515 nm. U
slijepi uzorak se umjesto vina dodaje voda. Oduzimanjem apsorbancije uzorka od
apsorbancije slijepog uzorka dobiva se razlika iz koje se prema bazdarnoj krivulji odreduje
antioksidacijska aktivnost izrazena u ekvivalentima Troloxa, TEAC/ pmol L™, Crna vina se

razrjeduju s destiliranom vodom 1:10 te se dobiveni rezultat mnozi s faktorom razrjedenja 10.

3.4. Teku¢inskokromatografska analiza polifenolnih spojeva i indol-3-octene kiseline u

vinu

Radni wuvjeti tekulinskokromatografske analize uz detektor s nizom fotodioda i

fluorescencijskim detektorom bili su sljedeci:

» kolona Luna Phenyl-Hexyl (Phenomenex, Torrance, CA, SAD):
o nepokretna faza: fenilne grupe vezane preko heksilnih lanaca na silikagel
(slika 2.3)
o duljina kolone: 250 mm
o promjer kolone: 4,6 mm
o veliCina Cestica: 5 um
temperatura kolone: 50 °C
protok pokretne faze: 0,9 mL min™
pokretna faza A: y (fosforna kiselina, voda)= 5: 995
pokretna faza B: y (fosforna kiselina, voda, acetonitril)=5:495:500
gradijentno eluiranje provedeno je prema programu koji je prikazan u tablici 3.4
temperatura automatskog uzorkivaca : 15 °C
volumen injektiranog uzorka: 20 puL
DAD: 4=280 nm, 4=330 nm, A=320 nm, 4=360 nm, /=518 nm
FLD: Aex=225 nm / Aem=320, Aex=225 NM / Aem=365, 1ex=225 nM / Ae,n=392 nm

YV V.V V V V V V VY
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Tablica 3.4. Uvijeti gradijentnog eluiranja za razdvajanje polifenolnih spojeva i indol-3-

octene kiseline u ekstraktima vina teku¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti

Vrijeme /min Pokretna faza A Pokretna faza B
ol % ol %
0 100 0
2 100 0
7 80 20
35 60 40
40 60 40
45 20 80
50 0 100
52 0 100
60 100 0
64 100 0

Kromatogrami su istovremeno biljezeni detektorom s nizom dioda pri razli¢itim valnim

duljinama i fluorescencijskim detektorom na razli¢itm valnim duljinama ekscitacije i emisije.

Istovremeno su snimljeni i UV-Vis spektri pojedinih sastavnica u rasponu valnih duljina od

200 nm do 650 nm. Identifikacija sastavnica vina provedena je usporedbom njihovih vremena

zadrzavanja na kromatografskoj koloni te pripadnih UV-Vis spektara i fluorescencije na

karakteristi¢énim valnim duljinama ekscitacije i emisije s vremenima zadrzavanja, spektrima i

fluorescencijom standardnih spojeva. Masene koncentracije identificiranih spojeva odredene

su pomocu bazdarnih krivulja nacinjenih analizom vanjskog standarda.

,CH,CH, @

Slika 3.2. Shematski prikaz nepokretne faze u koloni Luna Phenyl Hexyl
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3.4.1. Analiza polifenolnih spojeva u vinu bez prethodne obrade uzorka

Volumen od 2 mL vina profiltrira se kroz PTFE-membranski filtar veli¢ine pora

0,22 um u tekuc¢inskokromatografsku kolonu.

3.4.2. Postupak ekstrakcije polifenolnih spojeva i indol-3-octene kiseline iz vina na

¢vrstoj fazi

U ovom su radu za ekstrakciju polifenolnih spojeva i indol-3-octene kiseline testirane

kolonice sa sljede¢im sorbensima (tablica 3.5):

Tablica 3.5. Sorbensi testirani za ekstrakciju polifenolnih spojeva i indol-3-octene kiseline iz

vina na ¢vrstoj fazi

Komercijalni naziv kolonice Sorbens Dimenzije
Veli¢ina ¢estice/um Masa/mg
a) C18 Oktadecilsilicijev dioksid 50 500
b) StrataX kopolimer N-vinilpirolidon- 33 500

divinilbenzen

c) Oasis HLB kopolimer N-vinilpirolidon- 30 200
divinilbenzen
d) Oasis MAX Mijesoviti oblik anionskog 30 150

izmjenjivaca (kvarterni
amin) i hidrofobnog
kopolimera N-
vinilpirolidon-divinilbenzen
e) SampliQ SAX Mijesoviti oblik anionskog 25 do 30 500
izmjenjivaca (kvarterni
amin) i hidrofobnog

sorbensa divinilbenzena

73



a)

b)

Materijali i metode

Postupak ekstrakcije na oktadecilsilicijevom dioksidu (Cs)

Kolonica je kondicionirana ispiranjem s 3 mL metanola i 3 mL vode, a zatim je na
sorbens nanesen 1 mL uzorka zakiseljenog s 0,5 mol L™ H,SO,. Potom je sorbens u
kolonici ispran s 5 mL destilirane vode. Vezane fenolne sastavnice eluirane su sa
sorbensa s 5 mL dietil-etera odnosno s 5 mL etil-acetata, a potom s 5 mL metanola.
Eluati su upareni do suha na rotacionom uparivacu. Suhi ostatak otopljen je u 1 mL

pokretne faze.

Postupak ekstrakcije na Strata X

Kolonica je kondicionirana ispiranjem s 10 mL metanola i 10 mL vode, a zatim je na
sorbens naneseno 5 mL uzorka crnog vina ili 10 mL uzorka bijelog vina. Kolonica je
potom susena pod vakuumom 15 minuta. Analiti su sa sorbensa eluirani sa 40 mL
smjese otapala w(acetonitril, mravlja kiselina)= 95:5. Eluat je uparen do suha na
rotacionom uparivacu. Suhi ostatak otopljen je u 1 mL smjese otapala w(etanol,
mravlja kiselina, voda) = 10:0,1:89,9.

c) Postupak ekstrakcije na Oasis HLB

d)

Kolonica je kondicionirana ispiranjem s 3 mL metanola i 3 mL vode, a zatim je na
sorbens nanesen 1 mL uzorka crnog vina ili 3 mL uzorka bijelog vina. Kolonica je
potom susena pod vakuumom 15 minuta. Analiti su sa sorbensa eluirani s 40 mL
smjese otapala w(acetonitril, mravlja kiselina) = 95:5. Eluat je uparen do suha na
rotacionom upariva¢u. Suhi ostatak otopljen je u 1 mL smjese otapala y(etanol,

mravlja kiselina, voda)= 10:0,1:89,9.

Postupak ekstrakcije na Oasis MAX

Kolonica se kondicionirala sa 3 mL metanola i 3 mL vode, a zatim je na sorbens
nanesen 1 mL uzorka. Kolonica je isprana s 1 mL 25 mmol L™ amonijevog acetata.
Neutralne fenolne sastavnice eluirane su sa sorbensa s 1 mL metanola, kisele s dva
puta po 500 uL 2 %-tne mravlje kiselinom u metanolu. Neutralni i kiseli ekstrakti
upareni su do suha na rotacionom uparivacu, a suhi ostatak je otopljen u 1 mL smjese

otapala y(etanol, mravlja kiselina, voda)= 10:0,1:89,9.
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e) Postupak ekstrakcije pomocu C18/ SAX
Kolonica Cig kondicionirana je s 10 mL metanola i 5 mL vina koje je prethodno
razrijedeno zasi¢enom otopinom NacCl, ¢iji je pH=2 u volumnom omjeru 1:1. Nakon
$to je kolona Cig isprana s 1 mL zasi¢ene otopine NaCl te s 1 mL 0,01 mol L™ HCI
analiti su eluirani sa sorbensa s 0,5 mL metanola. U eluat je potom dodano 2,5 mL
fosfatnog pufera te je otopina nanesena na SAX kolonu koja je prethodno isprana s 10
mL destilirane vode. Sa kolonice SampliQ SAX su potom analiti eluirani u dvije

frakcije, prvu s 1 mL vode i drugu s 1 mL 1 mol L™ HCI.

3.4.3. Priprava standardnih otopina za validaciju metode odredivanja polifenolnih

spojeva i indol-3-octene kiseline u vinu tekuc¢inskom kromatografijom

Priprava sintetskog vina

Odvaze se 3,5 g L-(+) vinske kiseline i prenese u odmjernu tikvicu od 1 L. Vinska
kiselina otopi se u vodi, doda se 120 mL 96 %-tnog etanola i nadopuni do oznake s vodom. U
otopinu se doda 1 mol L™ NaOH do pH=3,5.

Izvorne standardne otopine pojedina¢nih fenolnih spojeva pripravljene su otapanjem
izvaganih masa spojeva u metanolu. Standardne otopine smjese fenolnih spojeva za izradu
bazdarnih krivulja pripravljene su u sintetskom vinu razrjedivanjem pojedinac¢nih izvornih
standardnih otopina. Modelna otopina posluzila je za testiranje SPE kolonica. Rasponi
masenih koncentracija polifenolih spojeva i indol-3-octene kiseline u standardnim otopinama

i modelne otopine prikazani su u tablici 3.6.

75



Materijali i metode

3.4.3.1. Priprava otopine za odredivanje analitickog povrata polifenolnih spojeva i

indol-3-octene kiseline iz vina

Smjesa standarda (otopina A) pripravljena je dodavanjem 0,5 mg standarda i 1,2 mL
etanola u odmjernu tikvicu od 10 mL i soniciranjem 5 minuta. Zatim je u tikvicu dodano 5
mL destilirane vode i otopina je ponovo sonicirana 5 minuta. Nakon toga otopina je
dopunjena do oznake vodom. Volumen od 500 uL otopine A dopunjen je vinom u odmjernoj
tikvici od 5 mL. Kona¢na masena koncentracija standarda u vinu bila je 5 mg L™ Za
usporedbu, pripravljen je uzorak vina koji je u 5 mL umjesto 500 uL otopine A sadrzavao
500 pL 12%-tne (v/v) otopine etanola.
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Tablica 3.6. Masene koncentracije polifenolnih sastavnica i indol-3-octene kiseline u
standardnim otopinama pripravljenim za odredivanje linearnosti odziva detektora te u

modelnoj otopini pripravljenoj za odredivanje analitiCkog povrata spojeva ekstrahiranih iz

vina na razli¢itim ¢évrstim fazama

Spoj Standardne otopine Modelna otopina
yimg L™ y/mg L*
Delfinidin-3-O-glukozid 5do 35 -
Cijanidin-3-O-glukozid 1do10 -
Peonidin-3-0-glukozid 1do 25 -
Malvidin-3-0-glukozid 1 do 250 50
(-)-Katehin 1 do 100 3
(+)-Epikatehin 1do 100 3
Epikatehin galat 1 do 100 5
Epigalokatehin 0,5do5 3
Procijanidin B1 1do20 -
Procijanidin B2 1do78 -
Kvercetin 0,5do 35 7
Kvercetin-3-O-rutinozid 1do 60 10
Kvercetin-3-O-glukozid 0,5 do 25 7
Kvercetin-3-0-galaktozid 1,6 do 16 5
Miricetin 0,5do 20 7
Kemferol 0,5do5 7
Izoramnetin 0,5do 10 7
trans-Resveratrol 0,5do 25 0,5
Kaftarna kiselina 0,5 do 100 10
Kafeinska kiselina 0,5do 10 5
p-Kumarinska kiselina 0,5 do 40 7
trans-Cimetna kiselina 0,5do 10 5
Ferulinska kiselina 0,5do 10 7
Galna kiselina 0,5do 20 7
Vanilinska Kkiselina 0,5do 20 7
Siringinska kiselina 0,5do 20 7
Indol-3-octena kiselina 0,05do 2 1
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3.5. Plinskokromatografska analiza 2-aminoacetofenona u vinu

Radni uvjeti plinskokromatografske analize uz detekciju analita spektrometrijom masa bili su:

YV V. V V V V

Kapilarna kolona od taljenog silicijevog dioksida ZB-5 MS (Phenomenex, Torrance,
CA, SAD):

o Duljina kolone: 30 m

o Unutarnji promjer kolone: 0,25 mm

o Nepokretna faza: poli (5 % difenil - 95 % dimetilsiloksan)

o Debljina filma nepokretne faze: 0,32 um

Temperaturni program kolone: programirano zagrijavanje kolone od pocetnih 40 °C
(sa zadrzavanjem 2 minute na 40 °C) do 250 °C brzinom od 6 °C min™, te izotermno

na 250 °C sljede¢ih 10 minuta

Temperatura injektora: 230 °C

Plin nosilac: helij; protok 1 mL min™

Temperatura meduspoja plinskog kromatografa i spektrometra masa: 280 "C
Temepratura ionskog izvora: 230 °C

Temperatura kvadrupola: 150 °C

Desorpcija SPME-vlakna u staklenom insertu unutarnjeg promjera 0,75 mm tijekom

temperaturnog programa kolone

Molekule su ionizirane elektronima (10 pA), energije 70 eV. Spojevi su mjereni

pracenjem odabranih iona (engl. Selected lon Monitoring, SIM) u razli¢itim vremenskim

razmacima. Biljezeni su ioni pri sljede¢im vrijednostima m/z:

» 2-AAP: m/z 120 (dijagnosticki ion) i m/z 135 (molekulski ion)
» 2-nitroacetofenon (unutarnji standard): m/z 150 (dijagnosti¢ki ion) i m/z 165

(molekulski ion)
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3.5.1. Postupak mikroekstrakcije 2-aminoacetofenona na ¢vrstoj fazi izravnim

uranjanjem SPME-vlakna u uzorak

Postupak mikroekstrakcije 2-AAP izravnim uranjanjem SPME-vlakna u uzorak (engl.
Direct Immersion Solid Phase Microextraction, DI-SPME) proveden je na sljedeéi nacin: 15
mL vina i 3 g natrijevog klorida prenese se u bocicu za ekstrakciju para iznad otopina (engl.
Headspace vial). U bocicu s uzorkom doda se 37,5 pL otopine unutarnjeg standarda 2-
nitroacetofenona (y=400 pg L™). Posudica se &vrsto zatvori ¢epom od PTFE-septuma. Nakon
5 minuta uravnotezavanja otopine na temperaturi 30 °C uz mijesanje na magnetskoj mijesalici
brzinom od 800 okretaja u minuti, SPME-vlakno je kroz PTFE-septum uronjeno u uzorak
(slika 3.3). Nakon 45 minuta, vlakno je izvadeno iz uzorka i na sekundu uronjeno u mlaku
vodu kako bi se s vlakna isprala sol. Vlakno se potom injektira u injektor plinskog
kromatografa.

Slika 3.3. Prikaz tehnike DI-SPME
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3.5.2. Postupak mikroekstrakcije 2-aminoacetofenona na &vrstoj fazi pomognute

ultrazvukom iz para iznad otopine

Postupak mikroekstrakcije 2-AAP pomognute ultrazvukom iz para iznad otopine
(engl. Ultrasound Assisted Headspace Microextraction, UA-HS-SPME) proveden je na
sljede¢i nacin: u boc¢icu za analizu para iznad otopine stavi se 10 mL uzorka vina, 3,5 ¢
natrijeva klorida i 25 uL otopine unutarnjeg standarda 2-nitroacetofenona (=400 pg L™).
Bocica se uroni u ultrazvuc¢nu kupelj na 15 minuta pri temperaturi 50 °C tako da samo uzorak
bude izlozen ultrazvuénom polju od 35 kHz, a vlakno je izlozeno parama iznad otopine

uzorka. Poslije ekstrakcije, vlakno se injektira u injektor plinskog kromatografa.

3.5.3. Priprava standardnih otopina za validaciju metode odredivanja 2-

aminoacetofenona u vinu plinskom kromatografijom

Izvorna standardna otopina 2-AAP masene koncentracije 100 mg L™ pripravljena je
otapanjem izvagane mase spoja u 96 %-tnom etanolu. Izvorna otopina razrijedena je smjesom
w(voda, etanol)=9:1 do masene koncentracije 2-AAP od 500 pg L™. Standardne otopine 2-
AAP pripravljene su iz izvorne otopine razrjedivanjem sintetskim vinom do odgovarajuce
koncentracije. Raspon masenih koncentracija 2-AAP u standardnim otopinama bio je od
0,008 ug L? do 5 pg L™* 2-AAP. Izvorna otopina unutarnjeg standarda 2-nitroacetofenona
masene koncentracije 400 pg L™ pripravljena je otapanjem izvagane mase spoja u 96 %-tnom

etanolu.
3.6. Statisticka obrada rezultata

Statisticka obrada rezultata napravljena je pomoc¢u programa Wolfram Mathematica
(verzija 4.0.1). Rezultati utjecaja solarizacije na sastav polifenola i razine indol-3-octene
kiseline u vinu obradeni su programom ANOVA (analiza varijance). Napravljena je analiza
glavnih komponenti (engl. Principal Component Analysis, PCA) kako bi se utvrdili klasteri
zapazanja i otkrila odstupanja. Regresijskom analizom ispitana je korelacija antioksidacijskih

aktivnosti s polifenolnim sastavnicama.
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4. Rezultati i rasprava

4.1. Odredivanje polifenola i indol-3-octene Kiseline u vinima

U bijelim i crnim vinima iz Hrvatske, analizirane su kvalitativno i kvantitativno
ukupno 32 sastavnice koje su obuhvacale pojedinacne polifenole i indol-3-octenu kiselinu.
Analize su provedene tekuc¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti uz UV-detektor s

nizom dioda i fluorescencijski detektor.

Validacija metode obuhvatila je optimiranje tekucinskokromatografskih uvjeta:
odredivanje linearnosti odziva detektora, granice detekcije i granice odredivanja pojedina¢nih

analita, njihovog analiti¢kog povrata te preciznosti i to¢nosti analiti¢kih rezultata.

Istrazena je djelotvornost ekstrakcije polifenola i indol-3-octene kiseline na ¢vrstoj
fazi primjenom razlicitih sorbensa. Optimirani su uvjeti ekstrakcije pojedinacnih sastavnica
polifenola i indol-3-octene kiseline na N-vinilpirolidon-divinilbenzen kopolimeru. Svi
istrazivani spojevi eluirani su u prvoj frakciji, a polimerni polifenoli i interferirajuéi spojevi
zaostali su na sorbensu. U dostupnoj literaturi*'® pronadeno je da se sorbens kopolimera N-
vinilpirolidon-divinilbenzena Korisiti za ekstrakciju polimernih polifenola na ¢vrstoj fazi u
crnim vinima, ali niti jedan postupak nije obuhvatio istovremenu ekstrakciju i koncentriranje

ovako velikog broja analita.

4.1.1. Validacija metode

Redoslijed ispiranja analita s tekucinskokromatografske kolone utvrden je analizom
standardnih otopina te usporedbom njihovih vremena zadrzavanja s UV-Vis-spektrima i
fluorescencije pri odredenim valnim duljinama ekscitacije i emisije. Razdvojeni spojevi
detektirani su pomo¢u UV-DAD-a, pri valnoj duljini 4=280 nm kvantificirane su
hidroksibenzojeve kiseline, pri 4=320 nm hidroksicimetne Kkiseline, pri 4=330 nm trans-

resveratrol, pri =360 nm flavonoli i pri 2=518 nm antocijani. Apsorpcijski maksimum trans-
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resveratrola je na 4=308 nm, ali je njegov molarni apsorpcijski koeficijent puno veci pri
valnoj duljini od 4=330 nm. Kao dodatna potvrda, detektiran je i pomoc¢u FLD-a pri valnoj
duljini ekscitacije 1ex=225 nm i valnoj duljini emisije Aen=392 nm. Prema literaturnim
podacima uvrijezeno je da se flavan-3-oli uz UV-DAD kvantificiraju pri =280 nm ili pomoc¢u
osjetljivijeg FLD-a na 1&=280 nm i Aen=320 nm. U ovom radu postignuta je najveca
osjetljivost na valnoj duljini ekscitacije 1¢=225 nm i valnoj duljini emisije Aen=320 nm te su
flavan-3-oli kvantificirani pomo¢u FLD-a na navedenim valnim duljinama. Vanilinska i
siringinska kiselina kvantificirane su UV-DAD-om na 1=280 nm, ali su za dodatnu potvrdu
detektirane i FLD-om na valnoj duljini ekscitacije 1&=225 nm i valnoj duljini emisije 1em=365
nm. Na istim valnim duljinama odredivana je i indol-3-octena kiselina. U tablici 4.1 prikazan
je redoslijed ispitivanja  polifenolnin  spojeva i indol-3-octene  kiseline s
tekuc¢inskokromatografske kolone i njihova vremena zadrzavanja, apsorpcijski maksimumi u

UV-Vis spektru i valne duljine na kojima su detektirani UV-DAD-om i FLD-om.

Linearnost odziva UV-DAD-a i FLD-a ispitana je analizom standardnih otopina
prirpavljenih u sintetskom vinu u kojima su koncentracije analita bile u rasponu koji se
ocekuje u uzorcima (tablica 4.2). Odziv detektora bio je za sve spojeve linearan uz

koeficijente korelacije r > 0,996.

Standardi za petunidin-3-O-glukozid, peonidin-3-O-(6-acetil)-glukozid, malvidin-3-O-
(6-acetil)-glukozid, peonidin-3-O-(6-p-kumaril)-glukozid i malvidin-3-O-(6-p-kumaril)-
glukozid ne postoje na trzistu. Ovi su spojevi identificirani temeljem vremena zadrzavanja i
pripadnih UV-Vis spektara te specificnom izgledu kromatograma antocijana zabiljezenog na
/=518 nm pri analizi crnih vina koji su poput otiska prsta. Navedeni spojevi kvantificirani su
prema malvidin-3-O-glukozidu te su njihove koncentracije izrazene u ekvivalentima

malvidin-3-0O-glukozida.

Granica detekcije (GD) najniza je koncentracija analita za koju je odziv detektora
mjerljiv. Granica odredivanja (GO) najmanja je koncentracija analita koja moze biti precizno
odredena. StatistiCki se granice detekcije i odredivanja mogu odrediti temeljem standardne
devijacije signala (s) i nagiba (a) bazdarnog pravca prema jednadzbama: GD = 3,3 s/a,
odnosno GO = 10 s/a.*® Granice detekcije i granice odredivanja ispitivanih spojeva prikazane

su u tablici 4.2.
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Najucinkovitije odjeljivanje ukupno 32 spoja postignuto je pri temperaturi kolone 50 °C, a
analiza je trajala 65 minuta. Prednosti primjenjene fenil-heksilne kolone u odnosu na klasi¢nu
kolonu C;g su mogucénosti zadrZzavanja analita putem viSe mehanizama, a to su n-t interakcije
kod preklapanja delokaliziranih elektrona analita i fenilne grupe nepokretne faze |

razdjeljivanje analita izmedu pokretne faze i hidrofobne aril-alkil-faze.
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Tablica 4.1. Redoslijed ispiranja analiziranih spojeva s tekucinskokromatografske kolone s pripadaju¢im
vremenima zadrZavanja i njihovim koeficijentom varijacije, valne duljine pri kojima su spojevi detektirani
pomo¢u UV-DAD-a i FLD-a te valne duljine apsorpcijskih maksimumima u UV-Vis-spektru

Redni
broj

=

o No oM

11.
12.

13.
14.

15.

16.

17.
18.

19.

20.

21.

22.

23.
24.

25.
26.
27.
28.
29.
30.

31.
32.

Spoj

Galna kiselina
Delfinidin-3-O-
glukozid
Cijanidin-3-O-
glukozid
Procijanidin B1
Kaftarna kiselina
Epigalokatehin
Katehin
Petunidin-3-O-
glukozid
Kafeinska kiselina
Vanilinska
kiselina
Procijanidin B2
Peonidin-3-0O-
glukozid
Epikatehin
Siringinska
kiselina
Malvidin-3-O-
glukozid
p-Kumarinska
kiselina
Ferulinska kiselina
Kvercetin-3-0O-
rutinozid
Kvercetin-3-O-
galaktozid
Kvercetin-3-0O-
glukozid
Peonidin-3-O-(6-
acetil)-glukozid
Malvidin-3-O-(6-
acetil)-glukozid
Epikatehin galat
Indol-3-octena
kiselina
Miricetin
Peonidin-3-0-(6-
p-kumaril)-
glukozid
Malvidin-3-0-(6-
p-kumaril)-
glukozid
trans-Resveratrol
trans-Cimetna
kiselina
Kvercetin
Kemferol
Izoramnetin

n= broj injektiranja

Vrijeme
zadrZavanja/
tg/Min

89
12,4

13,5
14,4
14,9
15,0
15,9
16,6

17,7
18,2

19,0
19,3

19,4
20,0

20,4
23,9

28,1
28,7

29,8
30,5
30,7
31,6

30,6
34,9

38,7
40,5
41,2
434
473
47,8

50,1
50,7

CVI %
zatg
(n=10)

0,52
0,20

0,21
0,20
0,10
0,23
0,14
0,22

0,56
0,29

0,12
0,34

0,10
0,24

0,43
0,47

0,44
0,18

0,10
0,14
0,30
0,32

0,19
0,09

0,25
0,29
0,32
0,08
0,16
0,20

0,15
0,18

DAD
Alnm

280
518
518
280
320
280
280
518

320
280

280
518

280
280

518

320

320
360

360

360

518

518

280
280

360
518
518
330
320
360

360
360

FLD
Jex I NM
Aem/ NM

225, 320

225, 320
225, 320

225, 365

225, 320

225, 320
225, 365

225, 365

225, 392

A max/ NM

272,3
525

530
265
298, 328
278
277
525

298, 327
271

265
516

277
272.3

528
298,310

313
353

353
353
525
528
278

266, 304, 375
523

530

306 do 316

254, 369
265, 364
254, 358
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Tablica4.2. Linearnost odziva FLD-a i DAD-a, granice detekcije i granice odredivanja
polifenolnih spojeva i indol-3-octene kiseline

Spoj Raspon Jednadzba Koeficijent ~ Granica Granica
masenih regresijskog pravca  korelacije  detekcije/  odredivanja/
koncentracija r mg L™ mg L™*

u
standardnim

otopinama/
mg L™
Galna kiselina 0,5do 20 y=53,38250x-7,600 0,9999 0,5 1,8
Delfinidin-3- 5do 35 y=24,706x+47,919 0,9978 4 12
O-glukozid
Cijanidin-3-O- 1do 10 y=64,907x+23,359 0,9957 0,3 1
glukozid
Procijanidin 1do 35 y=16,67x+37,943 0,9995 0,3 0,9
Bl
Kaftarna 1 do 100 y=69,294x+27,535 0,9978 1 3
kiselina
Epigalokatehin 1do20 y=24,148x+93,3737 0,9993 0,3 0,9
Katehin 5do 75 y=112,42815x+9,325 1 0,7 2,1
Kafeinska 0,5do 10 y=110,78795x+0,928 0,9990 0,8 2,4
kiselina
Vanilinska 0,5 do 20 y=40,129x-5,377 0,9998 0,7 2,2
kiselina
Procijanidin 1do 78 y=12,259x-1,086 1 0,4 1,2
B2
Peonidin-3-O- 5do 20,5 y=121,579x+23,998 0,9994 1,3 4
glukozid
Epikatehin 0,5 do 40 y=55,1245x-0,2060 0,9999 1,0 3
Siringinska 0,5do 20 y=61,5106x-5,076 0,9999 0,4 1,2
kiselina
Malvidin-3-O- 5 do 200 y=59,8515x+34,102 0,9999 5 15
glukozid
p-Kumarinska 0,5do 40 y=129,6511x-32,885 0,9990 0,7 2,3
kiselina
Ferulinska 0,5do 10 y=97,7693x-12,045 0,9997 0,5 1,3
kiselina
Kvercetin-3-O- 0,5do 35 y=32,717x-6,287 0,9999 0,6 2
rutinozid
Kvercetin-3-O- 0,5do 20 y=43,6862x-8,63 0,9997 0,6 2
galaktozid
Kvercetin-3-O- 0,5 do 25 y=41,2069x-8,016 0,9999 0,6 2
glukozid
Epikatehin 1do15 y=185.9315x+29.242 0,9994 1 3
galat
Indol-3-octena 0,01 do 2 y=0,1373x+5,3505 0,9998 0,003 0,01
kis
Miricetin 1do20 y=68,122x-15,933 0,9997 2,7 8,3
trans- 0,05 do 25 y=117,386x-9,381 1 0,2 0,7
Resveratrol
trans-Cimetna 0,5do 10 y=163,3013x-9,326 0,9999 0,3 0,9
kiselina
Kvercetin 0,5 do 35 y=69,7599x-38,.323 0,9996 1,7 4,8
Kemferol 0,5do5 y=86,393x-3,566 0,9998 0,3 0,8
Izoramnetin 0,5do 10 y=37,2405x-7,477 0,9997 0,4 1,3
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Rezultati i rasprava

Na slici 4.1 prikazani su kromatogrami smjese standarda u sintetskom vinu zabiljezeni
pomoc¢u FLD-a na valnim duljinama ekscitacije odnosno emisije, (a) 4ex=225 nm i Aem=365
nm i (b) 2ex=225 nm i =320 nm te pomocu UV-DAD-a na valnim duljinama: (c) 2=280 nm,
(d) 2=360 nm i (e) A=320 nm pomo¢u DAD detektora. Iz priloZenog kromatograma je vidljivo
da se vecina spojeva moze detektirati pri A=280 nm, ali da su pikovi pojedinih grupa spojeva
poput flavonola i hidroksicimetnih kiselina izrazeniji pri 4=320 nm odnosno =360 nm.
ex=225 nm i 1»=320 nm, a indol-3-octena, vanilinska i siringinska kiselina detektirane su pri

valnim duljinama Aex=225 nm i Aem=365 nm.
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Slika 4.1. Kromatogrami standardnih otopina polifenola i indol-3-octene kiseline
pripravljenih u sintetskom vinu zabiljeZeni pri a) Aex=225 NM, Aem=365 nm (FLD), b) /=225
nm, Aem=320 nm (FLD) c¢) 1=280nm (DAD), d) 2=360 nm (DAD), e) 2=320 nm (DAD)
(spojevi su numerirani kao u tablici 4.1)
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4.2. U¢inkovitost odvajanja polifenola i indol-3-octene Kiseline ekstrakcijom iz vina

na ¢vrstoj fazi

Kako bi se istrazila prikladnost razlicitih sorbensa za ekstrakciju polifenola i indol-3-
octene kiseline iz vina na c¢vrstoj fazi, pripravljena je modelna otopina standardne smjese
polifenolnih spojeva i indol-3-octene kiseline u sintetskom vinu. Ucinkovitost ekstrakcije i
frakcioniranja pracena je odredivanjem analitickog povrata, odnosno usporedbom masene
koncentracije svakog pojedinog spoja u pojedinim frakcijama eluata s njegovom masenom

koncentracijom u modelnoj otopini.

U tablici 4.3 prikazani su analiticki povrati spojeva ekstrahiranih iz modelne otopine na
¢vrstoj fazi Cig. AnalitiCki povrati analita u standardnoj smjesi bili su od 27 % do 83 %.
Najvise spojeva eluirano je u prvoj frakciji s dietil-eterom. Frakcija eluirana s etil-acetatom
sadrzavala je malvidin-3-O-glukozid i flavonol- glukozide. Malvidin-3-O-glukozid nalazio se
u obje frakcije, a njegov ukupni analiticki povrat bio je 56 %. Frakcija eluirana metanolom
nije sadrZzavala niti jedan analit iz standardne smjese. Najnizi je bio analiticki povrat galne
kiseline od 27 %. Postupak ekstrakcije na ¢vrstoj fazi ponovljen je s uzorkom crnog vina kako
bi se usporedile povrsine kromatografskih pikova antocijana u kromatogramu ekstrakta s
povrSinama kromatografskih pikova antocijana u kromatogramu dobivenim direktnim
injektiranjem uzorka. Ukupan zbroj povrsina kromatografskih pikova malvidin-3-O-glukozida
u kromatogramima svih triju frakcija dobivenih ekstrakcijom iz crnog vina na fazi Cig bio je
49 % povrsine kromatografskog pika malvidin-3-O-glukozida u kromatogramu direktno
injektiranog uzorka crnog vina. Frakcija eluirana metanolom sadrzavala je ostatke
pojedina¢nih  antocijana u  tragovima te  polimerne  polifenole.  Tijekom
tekucinskokromatografske analize polimerni polifenoli ispiru se s kromatografske kolone
izmedu 45 minute i 55 minute te se u tom periodu uocavaju u kromatogramu kao grba (engl.
Hump) i interferiraju s drugim polifenolnim sastavnicama odredivanim pri valnim duljinama
A=320 nm, 330 nm i 360 nm. Primijeceno je da je sorbens Cig u kolonici nakon postupka
ekstrakcije crnog vina i ponovnog kondicioniranja ostao ruzicaste i na dnu kolonice
tamnoljubic¢aste boje od pigmenata crnog vina, $to upuéuje na jako vezanje antocijana i

polimernih polifenola na sorbens.

Ispitana je ucinkovitost ekstrakcije polifenolnih spojeva i indol-3-octene kiseline iz

modelne otopine pomocu sorbensa oktadecilsilicijevog dioksida i mjeSovitog sorbensa koji se
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sastoji od anionskog izmjenjivaca (kvarterni amin) i hidrofobnog polimera divinilbenzena.
Postupak se sastojao od dva koraka. Prvi korak posluzio je za procis§¢avanje i koncentriranje
uzorka na kolonici Cyg, a drugi korak za frakcioniranje uzorka na kisele i neutralne spojeve
pomocu kolonice SampliQ SAX. U tablici 4.4 prikazani su postignuti analiticki povrati
spojeva iz modelne otopine. Ovim postupkom nije iz modelne otopine ekstrahiran niti jedan
flavonol. Ova je metoda ucinkovita za ekstrakciju kiselina, a neutralni spojevi se ekstrahiraju

djelomicno.

U tablici 4.5 prikazani su analiticki povrati polifenola i indol-3-octene kiseline iz
modelne otopine ekstrakcijom na kolonicama Oasis MAX. Ovim postupkom ekstrahirani su

iz otopine svi spojevi s analitickim povratima u rasponu od 72 % do 96 %.

Postupkom ekstrakcije polifenola i indol-3-octene kiseline iz modelne otopine na
kopolimernom sorbensu  N-vinilpirolidon-divinilbenzenu dvaju razli¢itih proizvodaca
postignuti su za sve analite analiti¢ki povrati veci od 93 % (tablica 4.6). Svi analiti eluirani su
sa sorbensa u prvoj frakciji. U ovom su radu za ekstrakciju i koncentriranje polifenolnih
spojeva i indol-3-octene Kiseline iz bijelih i crnih vina koristene kolonice Strata X, koje su se
pokazale dugotrajnijima te je s jednom kolonicom bilo moguce naciniti i do pet ekstrakcija.
Ucinkovitijoj ekstrakciji pridonijela je i ve¢a masa sorbensa u kolonici Strata X od mase

sorbensa u kolonici HLB.
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Tablica 4.3. Analiti¢ki povrati polifenola i indol-3-octene kiseline ekstrahiranih na ¢vrstoj

fazi Cyg iz modelne otopine pripravljene u sintetskom vinu

Spoj ANALITICKI POVRAT / %
(n=3)
Frakcija 1 Frakcija 2 Frakcija 3
Dietil-eter Etil-acetat Metanol

Malvidin-3-O-glukozid 3 53 U tragovima
(-)-Katehin 68 - -
(+)-Epikatehin 57 - -
Epikatehin galat 59 - -
Epigalokatehin 44 - -
Kvercetin 71 - -
Kvercetin-3-O-rutinozid - 73 4
Kvercetin-3-O-glukozid - 76 -
Kvercetin-3-O-galaktozid - 66 -
Miricetin 79 = =
Kemferol 73 - -
Izoramnetin 56 = =
trans-Resveratrol 73 - -
Kaftarna kiselina 69 - -
Kafeinska kiselina 87 - -
p-Kumarinska kiselina 49 - -
trans-Cimetna kiselina 77 - -
Ferulinska kiselina 56 - -
Galna kiselina 27 - -
Vanilinska kiselina 74 - -
Siringinska kiselina 83 - -
Indol-3-octena kiselina 44 - -

n= broj uzoraka
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Tablica 4.4. Analiti¢ki povrati polifenola i indol-3-octene kiseline ekstrahiranih na ¢vrstim

fazama Cyg 1 SampliQ SAX iz modelne otopine pripravljene u sintetskom vinu

Spoj

ANALITICKI POVRAT / %

Malvidin-3-O-glukozid
(-)-Katehin
(+)-Epikatehin
Epikatehin galat
Epigalokatehin
Kvercetin
Kvercetin-3-O-rutinozid
Kvercetin-3-0O-glukozid
Kvercetin-3-0O-galaktozid
Miricetin
Kemferol
Izoramnetin
trans-Resveratrol
Kaftarna kiselina
Kafeinska kiselina
p-Kumarinska kiselina
trans-cimetna kiselina
Ferulinska kiselina
Galna kiselina
Vanilinska kiselina
Siringinska kiselina

Indol-3-octena kiselina

Frakcija 1
H,O

67
73
47
79

Frakcija 2
1 mol L™ HCI

52
23
9
13

42
76
74
79
62
77
69
69
61
73

n= broj uzoraka
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Tablica 4.5. Analiti¢ki povrati polifenola i indol-3-octene kiseline ekstrahiranih na ¢vrstoj
fazi Oasis MAX iz modelne otopine pripravljene u sintetskom vinu

Spoj ANALITICKI POVRAT / %
(n=3)

Suhi ekstrakt frakcije 1 i frakcije 2 otopljen u w(etanol, mravlja
kiselina, voda)= 10:0,1:89,9

Malvidin-3-O-glukozid 88
(-)-Katehin 88
(+)-Epikatehin 83
Epikatehin galat 78
Epigalokatehin 89
Kvercetin 79
Kvercetin-3-O-rutinozid 72
Kvercetin-3-0O-glukozid 81
Kvercetin-3-0O-galaktozid 77
Miricetin 94
Kemferol 96
Izoramnetin 95
trans-resveratrol 87
Kaftarna kiselina 92
Kafeinska kiselina 96
p-Kumarinska kiselina 89
trans-Cimetna kiselina 91
Ferulinska kiselina 87
Galna kiselina 89
Vanilinska kiselina 91
Siringinska kiselina 94
Indol-3-octena kiselina 89

n= broj uzoraka
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Tablica 4.6. Analiti¢ki povrati polifenola i indol-3-octene kiseline ekstrahiranih na
kopolimernom sorbensu N-vinilpirolidon-divinilbenzenu dvaju razli¢itih proizvodaca
(kolonice HLB i Strata X) iz modelne otopine pripravljene u sintetskom vinu

Spoj ANALITICKI POVRAT/ %
(n=3)
HLB StrataX
Malvidin-3-O-glukozid 94 93
(-)-Katehin 100 100
(+)-Epikatehin 98 99
Epikatehin galat 96 97
Epigalokatehin 95 99
Kvercetin 98 97
Kvercetin-3-O-rutinozid 99 99
Kvercetin-3-0O-glukozid 98 99
Kvercetin-3-0O-galaktozid 96 95
Miricetin 99 99
Kemferol 99 98
Izoramnetin 100 99
trans-Resveratrol 100 100
Kaftarna kiselina 98 98
Kafeinska kiselina 99 100
Kumarinska kiselina 99 98
trans-Cimetna kiselina 99 99
Ferulinska kiselina 98 97
Galna kiselina 94 93
Vanilinska kiselina 97 97
Siringinska kiselina 98 98
Indol-3-octena kiselina 97 97

n= broj uzoraka
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4.3. Analiti¢ki postupak odredivanja polifenola i indol-3-octene Kiseline u vinima

Da bi se odredio analiti¢ki povrat analiziranih spojeva te ponovljivost i obnovljivost
rezultata ispitana je djelotvornost analiti¢kog postupka dodatkom poznate koli¢ine standarda u
uzorak vina neposredno prije ekstrakcije na ¢vrstoj fazi. Postupak je opisan u poglavlju
3.4.3.1. Analiticki postupak uklju¢ivao je ekstrakciju na kopolimernom sorbensu N-
vinilpirolidon-divinilbenzenu te tekuc¢inskokromatografsku analizu ekstrakta. Analiticki
povrat antocijana je zbog nedostatne koli¢ine standarda odreden usporedbom povrsina pikova
dobivenih direktnim injektiranjem i ekstrakcijom na ¢vrstoj fazi iz dva uzorka Merlota i tri
uzorka Cabernet Sauvigona (kontrolne varijante od pokusa solarizacije). Raspon analiti¢kih
povrata za malvidin-3-O-glukozid bio je od 90 % do 98 %, a relativna standardna devijacija
bilaje 4 % .

Analiti¢ki povrati polifenola i indol-3-octene Kiseline iz pet paralelno pripravljenih
uzoraka vina (2 bijela vina kultivara Grasevine i 3 crna vina kultivara Cabernet Sauvignona,
kontrolne varijante pokusa solarizacije) prikazani su u tablici 4.7. Relativne standardne
devijacije kao mjera ponovljivosti analize bile su od 1 % za kvercetin-3-O-glukozid i katehin
do 13 % za trans-ferulinsku kiselinu. Raspon analiti¢kih povrata bio je od 65 % do 111 %.
Vidljivo je da su postignuti analiticki povrati 1 pripadajuce relativne standardne devijacije

zadovoljavajuci.

Analiticki postupak ekstrakcije i koncentriranja 31 polifenola i indol-3-octene kiseline
na kopolimernim sorbensu N-vinilpirolidon-divinilbenzenu pokazao se uspjesnim. U prvoj
frakciji dobili smo sve Zeljene analite, a interferencije i polimerni polifenoli zaostali su na
sorbensu. Posebno se ekstrakcija flavonola i indol-3-octene kiseline koje se u vinu nalaze u
vrlo niskim masenim koncentracijama pokazala pogodnom na kopolimernom sorbensu N-

vinilpirolidon-divinilbenzenu.

Na slici 4.2 usporedeni su kromatogrami uzorka crnog vina Cabernet Sauvignona zabiljeZeni
na 2=518 nm nakon direktnog injektiranja vina i analizom ekstrakta vina pripravljenog

ekstrakcijom na ¢vrstoj fazi pomo¢u STRATA X kolonica.
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Tablica 4.7. Analiti¢ki povrati polifenola i indol-3-octene kiseline ekstrahiranih iz

vina na ¢vrstoj fazi STRATA X (2 bijela vina kultivara GraSevine i 3 crna vina
kultivara Cabernet Sauvignona)

Spoj ANALITICKI POVRAT / %
(n=5)
Bijelo Bijelo Crno  Crno Crno Srednja RSD
Vinol Vino2 Vino3 Vino4 Vino5  vrijednost %

(-)-Katehin 101 99 97 100 101 99
(+)-Epikatehin 98 92 96 91 99 96 4
Kvercetin 87 87 109 99 99 96 10
Kvercetin-3-O-rutinozid 81 90 83 84 83 84 4
Kvercetin-3-0O-glukozid 87 85 88 87 86 86 1
Kvercetin-3-0O-galaktozid 83 81 84 80 78 81 3
Miricetin 80 81 83 88 89 84 5
Kemferol 95 96 97 96 93 95 2
Izoramnetin 92 92 89 9 89 91 3
trans-Resveratrol 111 99 94 102 100 101 6
Kaftarna kiselina 90 92 92 88 89 90 5
Kafeinska kiselina 96 97 95 85 95 93 5
p-Kumarinska kiselina 88 76 86 85 83 83 5
trans-Cimetna kiselina 92 88 89 92 93 91 2
Ferulinska kiselina 90 65 89 88 90 84 13
Galna kiselina 74 79 85 83 93 83 9
Vanilinska kiselina 95 99 93 91 89 93 4
Siringinska kiselina 94 93 88 86 94 91 4
Indol-3-octena kiselina 92 89 96 92 94 93 3

n= broj uzoraka
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Odziv detektora / rel.jed.

Odziv detektora / rel.jed.

Rezultati i rasprava
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Slika 4.2. Kromatogrami a) direktno injektiranog uzorka vina i b) ekstrakta vina pripravljenog
ekstrakcijom na ¢vrstoj fazi STRATA X (spojevi su numerirani kao u tablici 4.1)
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4.4. Polifenolne sastavnice i indol-3-octena kiselina u uzorcima vina

Radi poboljsanja kakvoce grozda i vina neprestano se razvijaju iskuSavaju nove
tehnike 1 tehnoloski postupci. Jedna od novijih tehnika je primjena specijalne reflektirajuce
folije Vitexol koja u vinogradu mijenja rezim i intezitet osvjetljenja zone grozda. Time se
utjeCe na proces dozrijevanja grozda ukljucujuéi sadrzaj Secera i ukupnih kiselina i jo$ vise
sintezu polifenolnih i aromatskih spojeva u grozdu. Folija omogucava da se u zonu grozda
reflektira najmanje 20 % vise sunceva svjetla i energije nego $to je to uobicajeno, $to

znacajno unapreduje ukupnost fizioloskih procesa loze.

Od bijelih vina za istrazivanje Su oOdabrana tri kultivara karakteristicna za

kontinentalnu Hrvatsku: Grasevina, Traminac i Manzoni bijeli.

GraSevina je poznata jos i pod sinonimima Talijanski rizling, GraSica, Laski rizling,
Welschriesling. Ova sorta je iz Francuske prenesena u Heidelberg u Njemackoj, odakle se Siri
u Svicarsku i Hrvatsku, a otuda dalje prema istoku. Uzgaja se na velikim povr§inama
Panonske nizine, od Austrije, Slovacke, Madarske, pa sve do Rumunjske.®® U Hrvatskoj je
najzastupljenija bijela sorta grozda te najvazniji kultivar podregije Slavonija. GraSevina je
relativno osjetljivija na sivu plijesan, ¢emu pogoduje zbijen grozd, tanka kozica i1 kasno

dozrijevanje u kombinaciji s kigovitom jeseni.'***%

Traminac je sorta koja potjeCe iz juznog Tirola. Otporna je na niske temperature.
Srednje je rodnosti. Slabo je osjetljiva na sivu plijesan. U Hrvatskoj je preporu¢ena za sva

vinogorja u regiji kontinentalna Hrvatska,'**'%*1%2

Manzoni bijeli kultivar je vinskog grozda kojeg je oplodivanjem Pinota bijelog

peludom Rizlinga rajnskog uzgojio prof. Luigi Manzoni rade¢i na usavrSavanju Kultivara.
Pravilnikom o nacionalnoj listi priznatih kultivara vinove loze sadnja ovog kultivara
preporuca se u svim podregijama regije Kontinentalna Hrvatska, izuzev u podregiji Zagorje-

L 162
Medimurje.

Svi uzorci bijelih vina bili su od kultivara grozda uzgojenih na podrucju vinogorja Zagreb na

znanstveno-nastavnom pokusalistu Jazbina Agronomskog fakulteta Sveucilista u Zagreb.
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Istrazivanje crnih vina provodilo se tijekom 2 godine (2008. i 2009.), na kultivarima
Merlot, Cabernet Sauvignon, Pinot crni, Teran i Plavac mali (Vitis vinifera L.). Pokus je zbog
biolosko-gospodarske razlicitosti istrazivanih Kultivara postavljen na tri lokacije: Jazbina
(vinogorje Zagreb), Brtonigla (vinogorje Zapadna Istra), te Kuna PeljeSka (vinogorje

Peljesac).

Merlot potjece iz Francuske gdje se najviSe i uzgaja. U manjoj se mjeri uzgaja i u
drugim vinorodnim zemljama umjerene klime. Mjestimice se uzgaja i u sjevernim podru¢jima
Hrvatske, s uspjesima koji mogu tek uvjetno zadovoljiti. Prikladan je za podrucje sjevernog
Jadrana. Trazi svjeza, topla tla, na suhim ocijeditim polozajima. Ne podnosi vlagu zbog
truljenja grozda i bujnog razvitka. Prikladan je za umjerenu klimu, ako jesen nije redovito
kigovita, 10 16 162

Teran ili Refosk istarski, Istrijanac (sa zelenom ogrozdinom) tj. Terrano ili Refosco d’
Istria, (Refosco del Carso), Terrano noir, blauer, black, smatra se autohtonim kultivarom Istre
i blizeg kraskog podrucja. Ranije je u Istri to bila glavna sorta u svim vinogradima. Postoji
viSe biotipova koji se razlikuju po veli¢ini i obliku grozdova i bobice, zbijenosti, boji
petelj¢ica i vremenu dozrijevanja te kvaliteti. Prvi opis Terana potjece od istarskog agronoma
kanonika Petra Stankoviéa iz 1825. godine.’® S obzirom na kakvoéu vina prikladnija su za
uzgoj kraska ilovasto pjeskovita ili Sljunana tla na visim polozajima (100 do 150 m
nadmorske visine), juzne ekspozicije. Otpornost prema smrzavicama i gljivicnim bolestima

vrlo je dobra. U vlaznijim uvjetima dosta je osjetljiv na gljiviéne bolesti, naro¢ito Botrytis.

Plavac mali crni (Ssinonimi: Pagadebit crni, Crljenak, Kastelanac, Praskavac, Zeljenjak,

Viska, Cvrstac i dr.) smatra se autohtonim kultivarom Dalmacije. Donedavno se
pretpostavljalo da su Plavac mali, Primitivo crni (Italija) i Zinfandel (Kalifornija) jedan te isti
kultivar, medutim dokazano je kako su Zinfandel i Primitivo jedna, a Plavac mali sasvim
drugi kultivar. Rasprostranjena je jedino u Dalmaciji, pa se stoga smatra kultivarom vrlo
uskog podrucja uzgoja. Najvise je ima na poluotoku Peljescu, otocima Korculi, Hvaru, Visu i
Bradu te na podbiokovskom priobalju i u Kastelima.'®® Za uzgoj su prikladna propusna tla

juznih ekspozicija s tipicnom mediteranskom klimom.

Cabernet Sauvignon jedan je od najpoznatijih vinskih kultivara crnog grozda koji je u

hrvatska vinogorja prenijet iz njegove domovine Francuske (Bordeaux). Ovaj kultivar nastao
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je krizanjem kultivara Cabernet franc x Sauvignon blanc. Kultivar je vjerojatno nastao
spontano u nekom bordoskom vinogradu gdje se roditeljski kultivari uzgajaju stoljec¢ima. Vrlo
je dobro otporan na sivu plijesan. Takoder, ima vrlo dobru otpornost prema niskim
temperaturama. Uzgoj se preporu¢a u podregijama Podunavlje, Slavonija, Moslavina,

Prigorje-Bilogora te u svim podregijama regije Primorska Hrvatska.

Pinot crni ili Burgundac crni potjeCe iz sjeveroistoéne Francuske. U pokrajinama
Burgundije (Bourgogne) i Champagne predstavlja osnovni kultivar vinove loze. Uzgaja se u
kontinentalnim vinogorjima u zemljama Europe poput Njemacke, Svicarske, Austrije,

Slovacke, Madarske, Rumunjske, Slovenije, Hrvatske 1 Srbije.160

Preporuceni je kultivar u
svim vinogorjima regije Kontinentalna Hrvatska, a u regiji Primorska Hrvatska u sva tri

vinogorja podregije Istra.'®?

Ukupan broj uzoraka crnih vina analiziranih u ovom radu bio je 30, a uzoraka bijelih
vina 18. Na temelju analize uzoraka zeljelo se utvrditi polifenolni profil navedenih kultivara i
razine indol-3-octene Kiseline te istraziti utjeCe 1i 1 na koji nacin tehnika solarizacije na

polifenolni sadrzaj u mladim vinima tih kultivara.

Bijela vina

U tablicama od 4.8 do 4.13 prikazani su rezultati analize pojedinacnih polifenolnih
sastavnica i indol-3-octene kiseline u bijelim vinima odredeni teku¢inskom kromatografijom
visoke djelotvornosti i rezultati spektrofotometrijskih mjerenja ukupnih fenola, ukupnih
flavan-3-ola i antioksidacijske aktivnosti pomoc¢u radikala DPPH i ABTS u uzorcima bijelih
vina kultivara Grasevine, Traminca i Manzonija bijelog. Masene koncentracije pojedinaénih
polifenolnih sastavnica i indol-3-octene kiseline izrazene su kao srednja vrijednost dva
ponavljanja. Masene koncentracije ukupnih fenola, ukupnih flavan-3-ola srednja su vrijednost
triju ponavljanja i izraZene su u ekvivalentima galne kiseline (mg L™), katehina (mg L™).
Rezultati mjerenja antioksidacijske aktivnosti takoder su srednja vrijednost tri ponavljanja i

izrazeni Su ekivalventima Troloxa (umol LY.
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Tablica4.8. Masene koncentracije polifenolnih sastavnica i indol-3-octene kiseline u
vinima kultivara GraSevina (GRK=Kkontrolna varijanta, GRS=tretman
solarizacije)

Spoj Masena koncentracija/ mg L™
GRK1 | GRK2 | GRK3 GRS1 GRS2 GRS3
Galna kiselina 3,88 2,73 4,25 5,02 2,41 3,35
Siringinska kiselina 0,17 0,23 0,14 0,36 0,27 0,15
Kafeinska kiselina 7,51 8,02 6,63 6,27 8,14 5,98
Kaftarna kiselina 75,66 83,62 59,34 78,91 71,44 74,33
p-Kumarinska kiselina 1,11 1,55 2,53 2,89 1,25 1,84
Ferulinska kiselina 0,36 0,29 0,41 0,51 0,23 0,28
trans-Resveratrol 0,33 1,65 2,75 1,02 0,97 0,72
Kvercetin-3-O-glukozid n.d. n.d. 0,32 n.d. n.d. 0,48
Kvercetin 0,31 0,28 0,45 0,47 0,31 0,29
Kemferol 0,16 0,19 0,2 0,18 0,18 0,16
Katehin 12,55 15,71 57,52 34,86 35,16 29,08
Procijanidin B1 n.d. 0,42 0,51 n.d. n.d. n.d.
Procijanidin B2 n.d. 0,57 0,59 n.d. n.d. n.d.
Epikatehin 5,44 3,19 9,32 20,86 20,20 14,97
Epikatehin galat 6,80 8,57 6,77 6,86 5,35 6,97
Epigalokatehin n.d. n.d. 0,78 n.d. n.d. n.d.
Indol-3-octena kiselina 0,010 0,010 0,014 0,014 0,013 0,015

n.d.-nije detektirano

flavan-3-ola (ekivalenti

Tablica 4.9. Masene koncentracije ukupnih fenola (ekvivalenti galne kiseline) i ukupnih

(+)-katehina) u vinima kultivara GraSevine te

antioksidacijske vrijednosti (ekvivalenti Troloxa) tih vina (GRK=kontrolna

varijanta, GRS=tretman solarizacije)

Uzorak Ukupni fenoli Ukupni flavan-3- Antioksidacijska aktivnost
» (GAE) /mg L™ oli ¢ (TEAC) / umol L™

y (CAE) /mg L™ DPPH ABTS
GRK1 279,48 3,21 783,12 450,16
GRK2 237,26 4,59 677,36 560,94
GRK3 267,92 5,74 826,32 546,79
GRS1 279,91 3,73 834,56 654,72
GRS2 287,19 4,63 845,78 637,78
GRS3 278,21 5,49 757,92 523,91
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Tablica 4.10. Masene koncentracije polifenolnih sastavnica i indol-3-octene kiseline u

vinima kultivara Traminac (TRK=kontrolna varijanta, TRS=tretman

solarizacije)
Spoj Masena koncentracija / mg L™

TRK1 | TRK2 | TRK3 | TRS1 TRS2 TRS3

Galna kiselina 4,59 5,82 6,44 8,6 7,01 6,23
Siringinska kiselina 0,33 0,42 0,22 0,46 0,39 0,27
Kafeinska kiselina 1,3 1,62 1,98 1,45 2,31 1,62
Kaftarna kiselina 23,76 28,91 20,85 22,39 26,35 24,11
p-Kumarinska kiselina 1,30 1,97 1,51 2,51 0,20 1,32
Ferulinska kiselina 0,42 0,51 0,27 0,61 0,34 0,29
trans-Resveratrol 0,96 0,68 0,67 0,77 0,66 0,95
Kvercetin-3-O-glukozid n.d. n.d. n.d. 0,28 n.d. n.d.
Kvercetin 0,52 0,48 0,41 0,37 0,52 0,41
Kemferol 0,17 0,15 0,12 0,16 0,15 0,18
Katehin 19,79 33,28 36,35 31,81 34,81 26,45
Procijanidin B1 n.d. 0,95 n.d. n.d. n.d. n.d.
Procijanidin B2 n.d. n.d. n.d. n.d. 0,63 n.d.
Epikatehin 14,98 18,62 29,93 1,95 5,84 7,34
Epikatehin galat 6,63 4,32 9,11 4,39 7,14 8,31
Epigalokatehin 0,21 n.d. 0,24 n.d. n.d. n.d.
Indol-3-octena kiselina 0,010 0,010 0,014 0,013 0,013 0,015

n.d.-nije detektirano

flavan-3-ola (ekivalenti

Tablica 4.11. Masene koncentracije ukupnih fenola (ekvivalenti galne kiseline) i ukupnih

(+)-katehina) u vinima Kkultivara Traminac te

antioksidacijske vrijednosti (ekvivalenti Troloxa) tih vina (TRK=kontrolna

varijanta, TRS=tretman solarizacije)

Uzorak Ukupni fenoli Ukupni flavan-3- Antioksidacijska aktivnost
» (GAE) /mg L™ oli ¢ (TEAC) / umol L™

y (CAE) /mg L™ DPPH ABTS
TRK1 212,35 3,89 606,03 436,48
TRK2 222,55 3,50 727,11 618,89
TRK3 251,30 3,71 603,28 447,23
TRS1 195,56 2,49 758,82 439,74
TRS2 224,30 3,59 763,17 481,32
TRS3 243,25 3,54 781,20 512,81
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Tablica 4.12. Masene koncentracije polifenolnih sastavnica i indol-3-octene kiseline u

vinima kultivara Manzoni (MZK= kontrolna varijanta, MZS= tretman

solarizacije)
Spoj Masena koncentracija/ mg L™
MZK1 | MZK2 | MZK3 | MZS1 | MZS2 | MZS3
Galna kiselina 4,26 5,48 2,46 1,71 3,74 5,09
Siringinska kiselina 0,19 0,28 0,23 0,29 0,31 0,22
Kafeinska kiselina 2,22 3,15 2,91 1,67 2,22 2,15
Kaftarna kiselina 18,79 29,79 21,92 23,08 27,31 24,56
p-Kumarinska kiselina 0,17 0,48 1,01 0,36 0,55 0,41
Ferulinska kiselina 0,43 0,37 0,68 0,36 0,42 0,51
trans-Resveratrol 0,82 1,29 1,41 1,07 0,57 1,03
Kvercetin-3-O-glukozid n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,26
Kvercetin 0,38 0,51 0,24 0,39 0,46 0,44
Kemferol 0,16 0,2 0,17 0,14 0,16 0,16
Katehin 28,67 30,76 31,03 25,84 21,63 23,32
Procijanidin B1 n.d. 0,41 n.d. n.d. n.d. n.d.
Procijanidin B2 n.d. 0,61 n.d. n.d. n.d. n.d.
Epikatehin 20,22 8,68 9,82 2,76 4,37 6,26
Epikatehin galat 5,92 6,73 7,29 3,78 4,89 6,31
Epigalokatehin n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Indol-3-octena kiselina 0,012 0,011 0,014 0,015 0,014 0,013

n.d.-nije detektirano

flavan-3-ola (ekivalenti

Tablica 4.13. Masene koncentracije ukupnih fenola (ekvivalenti galne kiseline) i ukupnih

(+)-katehina) u vinima kultivara Manzonija te

antioksidacijske vrijednosti (ekvivalenti Troloxa) tih vina (MZK=kontrolna

varijanta, MZS=tretman solarizacije)

Uzorak Ukupni fenoli
y (GAE) Img L™

Ukupni flavan-3-

oli

Antioksidacijska aktivnost
¢ (TEAC) / umol L™

y (CAE) /mg L™ DPPH ABTS
MZK1 248,30 3,70 794,13 523,41
MZK2 285,64 3,70 932,92 672,03
MZK3 262,36 5,03 792,64 497,93
MZS1 246,02 3,57 754,13 461,26
MZS2 255,96 3,97 723,66 447,28
MZS3 247,96 4,11 734,52 451,17
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U svim vinima odredeni su ukupni fenoli u rasponu masenih koncentracija od 195,56
mg L™ do 287,19 mg L™. U bijelim vinima odredeno je ukupno 17 spojeva. U svim uzorcima
bijelog vina najdominantniji spoj bila je kaftarna kiselina u rasponu masenih koncentracija od
18,79 mg L'do 83,62 mg L™. Masena koncentracija indol-3-octene kiseline je u svim
uzorcima bijelog vina bila niza od 0,015 mg L Od hidroksibenzojevih kiselina
najzastupljenija bila je galna kiselina u rasponu masenih koncentracija od 1,77 mg L™ do 7,01
mg L. Masene koncentracije siringinske kiseline bile su u rasponu od 0,14 mg L™ do 0,46
mg L™. Od flavonola, prisutni su bili kvercetin i kemferol i odredeni su u svim uzorcima vina,
dok je kvercetin-3-O-glukozid detektiran samo u pojedinim. Procijanidin B1 i procijanidin B2
odredeni su u svega tri uzorka. U po jednom uzorku odreden je samo procijanidin B1 i samo

procijanidin B2. Epigalokatehin odreden je u samo tri uzorka.

S obzirom da su svi uzorci grozda brani u istom razdoblju te da su svi uzorci bijelog
vina jednako tretirani kvascima visoke razine kaftarne kiseline u GraSevini mogu se pripisati
karakteristici kultivara. Takoder, tako visoke vrijednosti kaftarne kiseline mogu biti rezultat
hidroksilacije kutarne kiseline u kaftarnu kiselinu. Taj je mehanizam slabo istrazen.
Proucavali su ga Arnous 1 Meyer164 te dokazali da grozde katalizira pretvorbu p-kumarinske
kiseline u kafeinsku kiselinu enzimskom hidroksilacijom. Poznato je da vinska kiselina talozi
zajedno s bjelancevinama tijekom zamrzavanja i odmrzavanja vina. S obzirom da su vina bila
zamrznuta nakon fermentacije do pocetka analize na -20 °C, postoji moguénost da je
hidroksilacijom p-kumarinske kiseline nastala kafeinska kiselina te esterifikacijom kaftarna

kiselina.

U svim uzorcima bijelih vina zabiljezen je trans-resveratrol u rasponu masenih koncentracija
od 0,33 mg L*do 2,75 mg L ™.

Crnavina

U tablicama od 4.14 do 4.18. prikazani su rezultati analize pojedina¢nih polifenolnih
sastavnica i indol-3-octene kiseline u uzorcima crnih vina kultivara Plavac mali, Teran, Pinot
crni, Cabernet Sauvignon i Merlot odredeni tekué¢inskom kromatografijom visoke
djelotvornosti. Rezultati spektrofotometrijskih mjerenja ukupnih fenola, ukupnih flavan-3-ola

te antioksidacijske aktivnosti pomocu radikala DPPH i ABTS u uzorcima crnih vina prikazani
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su u tablicama od 4.19 do 4.23. Masene koncentracije pojedina¢nih polifenolnih sastavnica i
indol-3-octene Kkiseline izrazene su kao srednja vrijednost dvaju ponavljanja. Masene
koncentracije ukupnih fenola, ukupnih flavan-3-ola i ukupnih antocijana srednja su vrijednost
triju ponavljanja i izraZenih u ekivalventima galne kiseline (mg L), katehina (mg L™)
odnosno malvidin-3-O-glukozida (mg L™). Rezultati mjerenja antioksidacijskih aktivnosti

takoder su srednja vrijednost triju mjerenja i izraZeni su u ekvivalentima Troloxa (umol L™).
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Tablica 4.14. Masene koncentracije polifenolnih sastavnica i indol-3-octene kiseline u
vinima kultivara Plavac mali (PMK=kontrolna varijanta, PMS=tretman
solarizacije)

Spoj Masena koncentracija / mg L™

PMK1 | PMK2 | PMK3 | PMS1 | PMS2 | PMS3

Galna kiselina 16,23 15,51 13,92 12,63 10,68 14,58
Vanilinska Kiselina 3,00 8,26 9,00 5,28 9,22 7,62
Siringinska kiselina 6,23 5,80 6,48 7,34 5,26 6,71
Epikatehin galat 7,84 n.d. 1,32 3,91 2,13 n.d.
Procijanidin B1 22,52 6,67 5,81 5,73 3,90 2,24
Epigalokatehin 1,32 0,93 0,32 n.d. 2,35 n.d.

Katehin 35,12 14,27 24,81 22,45 17,46 13,54
Procijanidin B2 26,90 7,10 3,71 6,59 1,50 3,24
Epikatehin 17,28 6,35 9,31 18,56 27,98 6,42

Kaftarna kiselina 56,10 31,80 27,34 31,60 11,07 30,69
Kafeinska kiselina 2,92 1,37 1,33 3,88 1,01 1,23
p-Kumarinska kiselina 0,81 0,57 n.d. 0,99 1,11 0,83
Ferulinska kiselina 1,64 0,43 0,38 0,67 0,59 n.d.
Kvercetin-3-O-rutinozid n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Kvercetin-3-O-galaktozid 3,92 1,14 2,33 1,19 1,16 3,13
Kvercetin-3-0-glukozid 28,77 6,41 7,44 5,92 8,90 9,08
Miricetin 1,86 2,57 1,31 2,43 3,23 0,80
Kvercetin 5,12 0,71 4,94 3,76 0,95 6,30
Kemferol 1,84 1,76 1,84 0,98 n.d. 1,82
Izoramnetin 0,73 0,65 0,94 0,67 0,49 1,07
Indol-3-octena kiselina 0,262 0,158 0,388 n.d 0,201 0,084
trans-Resveratrol 0,53 0,79 0,65 0,42 0,45 0,49
Delfinidin-3-O-glukozid 2,23 2,26 3,43 5,11 4,67 1,61
Cijanidin-3-O-glukozid n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Petunidin-3-O-glukozid 4,44 5,24 4,78 6,81 7,01 4,45
Peonidin-3-O-glukozid 0,44 0,32 0,39 0,54 0,39 0,25

Malvidin-3-O-glukozid 117,46 | 154,45 | 149,26 | 151,23 | 142,90 | 141,83
Peonidin-3-O-(6-acetil)-glukozid 0,22 0,28 0,30 0,23 0,15 0,10
Malvidin-3-O-(6-acetil)-glukozid 5,76 7,43 6,38 7,18 6,69 7,68
Peonidin-3-O-(6-p-kumaril)-glukozid 0,58 0,55 0,49 0,31 0,34 0,34
Malvidin-3-O-(6-p-kumaril)-glukozid | 20,25 21,78 19,46 23,18 23,45 18,53

n.d.-nije detektirano
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Tablica 4.15. Masene koncentracije polifenolnih sastavnica i indol-3-octene kiseline u

Rezultati i rasprava

vinima kultivara Cabernet Sauvignon (CSK=kontrolna varijanta, CSS=tretman

solarizacije)

Spoj Masena koncentracija/mg L™

CSK1 | CSK2 | CSK3 CSS1 CSS2 CSS3

Galna kiselina 7,64 10,96 11,12 7,98 9,51 12,66
Vanilinska kiselina 8,56 3,71 8,60 419 2,97 4,83
Siringinska kiselina 4,03 4,19 3,93 6,17 5,42 3,82
Epikatehin galat 0,51 0,74 1,98 0,56 0,37 n.d.
Procijanidin B1 8,11 1,83 1,97 3,31 4,68 2,23
Epigalokatehin n.d. 0,56 n.d. n.d. n.d. n.d.

Katehin 47,18 79,73 35,56 56,98 34,32 60,85
Procijanidin B2 4,91 4,06 1,10 2,37 n.d. n.d.
Epikatehin 4,97 8,53 23,26 15,69 3,41 11,48

Kaftarna kiselina 55,86 53,80 46,83 53,32 45,23 49,09
Kafeinska kiselina 2,09 1,13 2,53 3,69 1,21 5,18
p-Kumarinska kiselina 1,11 1,38 0,64 1,87 0,44 0,72
Ferulinska kiselina 0,53 0,61 0,58 0,73 0,91 0,69
Kvercetin-3-O-rutinozid n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Kvercetin-3-O-galaktozid 0,56 0,69 0,71 0,93 0,89 1,35
Kvercetin-3-O-glukozid 2,61 4,48 3,00 1,97 4,32 1,77
Miricetin 6,79 1,28 2,90 2,08 1,31 0,57
Kvercetin 2,98 3,60 7,39 14,78 8,61 4,09
Kemferol 1,69 1,64 2,03 1,51 0,72 1,10
Izoramnetin 0,51 0,46 0,65 0,79 0,57 0,82
Indol-3-octena kiselina 0,102 0,157 0,095 0,076 0,197 0,123
trans-Resveratrol 0,98 1,00 1,12 1,87 2,43 2,32
Delfinidin-3-O-glukozid 1,16 2,19 1,56 2,55 2,43 2,36
Cijanidin-3-O-glukozid 0,32 0,18 0,03 n.d. 0,31 0,24
Petunidin-3-0O-glukozid 1,92 2,33 2,28 3,89 3,98 5,14
Peonidin-3-O-glukozid 0,42 0,36 0,38 1,23 0,98 1,39

Malvidin-3-O-glukozid 125,78 | 132,62 | 13458 | 168,27 | 172,10 | 185,99
Peonidin-3-O-(6-acetil)-glukozid 0,83 0,82 1,00 0,98 0,83 0,68
Malvidin-3-O-(6-acetil)-glukozid 44,68 50,90 50,80 43,69 51,13 30,88
Peonidin-3-O-(6-p-kumaril)-glukozid 0,33 0,24 0,28 0,31 0,32 0,36
Malvidin-3-O-(6-p-kumaril)-glukozid | 11,02 9,08 11,73 8,91 9,23 6,57

n.d.-nije detektirano
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Tablica 4.16. Masene koncentracije polifenolnih sastavnica i indol-3-octene kiseline u

Rezultati i rasprava

vinima kultivara Pinot crni (PCK=kontrolna varijanta, PCS=tretman

solarizacije)

Spoj Masena koncentracija/mg L™

PCK1 | PCK2 | PCK3 PCS1 PCS2 PCS3

Galna kiselina 6,63 7,50 12,77 7,13 14,65 6,04
Vanilinska kiselina 14,57 11,78 16,62 13,48 12,37 9,49

Siringinska kiselina 11,29 12,00 14,56 12,31 13,52 10,54
Epikatehin galat n.d. n.d. 3,17 3,36 1,97 1,17
Procijanidin B1 0,92 2,81 1,94 3,42 4,44 n.d.
Epigalokatehin n.d. n.d. n.d. 1,22 8,69 3,10

Katehin 17,22 25,03 19,23 21,85 35,34 26,78
Procijanidin B2 1,72 16,60 n.d. 13,05 26,39 n.d.
Epikatehin 8,30 2,88 2,73 5,42 5,54 6,29

Kaftarna kiselina 15,34 32,26 39,99 26,16 28,37 29,91
Kafeinska kiselina 4,80 3,36 511 2,79 4,68 1,50
p-Kumarinska kiselina 1,34 0,96 1,55 1,24 0,65 1,13
Ferulinska kiselina 1,30 0,95 1,07 0,74 0,86 0,92
Kvercetin-3-O-rutinozid n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Kvercetin-3-O-galaktozid 0,50 0,75 1,03 0,52 0,81 1,39
Kvercetin-3-O-glukozid 0,95 5,69 7,77 4,95 6,14 7,37
Miricetin 1,30 1,01 2,78 1,16 1,47 1,32
Kvercetin 1,18 2,39 5,95 0,81 3,71 1,23
Kemferol 0,99 0,80 n.d. 0,38 0,92 n.d.
Izoramnetin n.d. n.d. 1,34 n.d. 0,98 n.d.
Indol-3-octena kiselina n.d. 0,144 0,163 0,171 0,163 0,155
trans-Resveratrol 0,53 2,09 3,07 1,42 2,93 2,14
Delfinidin-3-O-glukozid 1,32 3,22 0,95 6,34 8,22 7,34
Cijanidin-3-O-glukozid 0,23 0,19 0,21 0,31 0,19 0,16
Petunidin-3-0O-glukozid 2,44 9,86 6,17 1,28 1,92 4,18
Peonidin-3-O-glukozid 1,22 1,67 1,52 1,31 1,91 1,55

Malvidin-3-O-glukozid 112,38 | 100,21 | 105,83 | 128,16 | 130,44 | 141,33
Peonidin-3-O-(6-acetil)-glukozid n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Malvidin-3-O-(6-acetil)-glukozid n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Peonidin-3-O-(6-p-kumaril)-glukozid n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Malvidin-3-O-(6-p-kumaril)-glukozid n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

n.d.-nije detektirano
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Rezultati i rasprava

Tablica 4.17. Masene koncentracije polifenolnih sastavnica i indol-3-octene kiseline u
vinima kultivara Teran (TK=kontrolna varijanta, TS=tretman solarizacije)

Spoj Masena koncentracija/mg L™
TK1 TK2 TK3 TS1 TS2 TS3
Galna kiselina 7,23 5,52 6,38 7,21 6,44 9,79
Vanilinska kiselina 10,91 17,68 15,36 14,92 16,43 16,93
Siringinska kiselina 9,87 7,32 10,53 11,97 11,16 9,10
Epikatehin galat n.d. 0,95 n.d. 0,81 0,96 0,74
Procijanidin B1 n.d. 5,27 571 1,59 1,23 3,08
Epigalokatehin n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Katehin 4,90 2,69 6,13 3,75 3,00 7,41
Procijanidin B2 n.d. 2,77 n.d. 3,77 3,40 1,24
Epikatehin 5,13 5,34 9,81 5,03 4,79 7,37
Kaftarna kiselina 28,70 34,50 36,55 31,50 24,12 39,68
Kafeinska kiselina 3,21 1,59 1,99 0,99 1,61 1,84
p-kumarinska kiselina 0,99 1,52 1,25 n.d. 1,69 1,75
Ferulinska kiselina 0,76 0,81 0,89 1,37 1,41 2,11
Kvercetin-3-O-rutinozid n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Kvercetin-3-0O-galaktozid 1,14 0,92 2,42 0,86 1,26 12,73
Kvercetin-3-O-glukozid 10,91 4,86 8,92 5,34 6,20 9,03
Miricetin 2,81 1,97 2,34 1,24 1,69 1,84
Kvercetin 2,22 1,73 1,60 1,38 2,86 6,20
Kemferol 1,51 0,99 0,89 1,32 2,23 1,81
Izoramnetin 0,61 0,59 0,73 0,91 0,47 0,88
Indol-3-octena kiselina 0,456 0,462 0,516 0,488 0,339 0,479
trans-Resveratrol 1,12 1,62 0,82 3,20 1,89 2,54
Delfinidin-3-O-glukozid 8,90 8,34 7,30 6,87 5,51 7,55
Cijanidin-3-O-glukozid 0,44 0,52 0,33 0,29 0,83 0,69
Petunidin-3-O-glukozid 1,27 1,58 0,67 0,79 1,26 1,33
Peonidin-3-O-glukozid 5,50 1,54 0,94 3,21 2,89 3,09
Malvidin-3-O-glukozid 262,13 | 117,34 | 197,77 | 231,78 | 228,51 | 217,66
Peonidin-3-O-(6-acetil)-glukozid 2,77 0,67 0,62 1,78 0,86 2,03
Malvidin-3-O-(6-acetil)-glukozid 62,10 21,49 24,04 33,91 29,89 41,62
Peonidin-3-O-(6-p-kumaril)-glukozid 1,96 0,40 0,23 0,36 0,44 0,51
Malvidin-3-O-(6-p-kumaril)-glukozid | 42,70 13,79 12,05 15,71 18,91 12,62

n.d.-nije detektirano

111




Rezultati i rasprava

Tablica 4.18. Masene koncentracije polifenolnih sastavnica i indol-3-octene kiseline u
vinima kultivara Merlot (MK=kontrolna varijanta, MS=tretman solarizacije)

Spoj Masena koncentracija/mg L™

MK1 MK2 MK3 MS1 MS2 MS3

Galna kiselina 17,32 12,17 14,66 15,29 18,57 17,19
Vanilinska kiselina 3,42 6,13 6,39 7,44 10,18 7,65
Siringinska kiselina 2,58 2,09 3,54 2,23 3,25 3,17
Epikatehin galat 1,91 1,80 1,62 1,42 1,71 1,80
Procijanidin B1 2,64 1,89 3,73 2,13 1,40 0,92
Epigalokatehin n.d. n.d. n.d. n.d. 3,26 n.d.

Katehin 23,78 25,64 21,98 22,56 21,60 23,31
Procijanidin B2 12,42 n.d. 20,54 n.d. 17,85 n.d.
Epikatehin 10,57 9,12 8,59 8,67 7,24 7,99

Kaftarna kiselina 29,37 23,00 23,55 23,82 26,60 26,81
Kafeinska kiselina 2,86 1,94 4,57 0,61 1,64 3,96
p-Kumarinska kiselina 1,18 0,85 1,79 0,79 1,04 1,64
Ferulinska kiselina 2,28 1,96 1,58 2,04 2,36 1,13
Kvercetin-3-O-rutinozid n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Kvercetin-3-0-galaktozid 1,48 0,59 1,63 1,42 0,90 0,96
Kvercetin-3-O-glukozid 3,57 4,36 6,82 2,93 5,32 6,71
Miricetin 6,39 2,28 3,04 2,65 5,55 4,08
Kvercetin 4,98 9,16 10,77 5,02 4,05 4,37
Kemferol 0,75 0,98 1,22 1,36 1,19 1,38
Izoramnetin 1,19 1,83 1,19 1,32 2,07 1,11
Indol-3-octena kiselina 1,031 0,127 0,113 0,202 0,104 0,167
trans-Resveratrol 5,32 4,43 1,92 1,86 3,27 2,76
Delfinidin-3-O-glukozid 8,98 11,45 7,00 10,61 8,37 9,67
Cijanidin-3-O-glukozid n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Petunidin-3-0O-glukozid 12,73 10,13 11,33 12,92 7,67 12,41
Peonidin-3-O-glukozid 1,00 1,85 2,00 1,00 1,32 2,00

Malvidin-3-O-glukozid 156,89 | 148,75 | 147,97 | 199,20 | 113,06 | 201,19
Peonidin-3-O-(6-acetil)-glukozid 2,34 2,76 2,11 2,69 2,25 2,19
Malvidin-3-O-(6-acetil)-glukozid 42,12 39,61 38,28 34,11 33,51 35,89
Peonidin-3-O-(6-p-kumaril)-glukozid 2,71 1,40 0,83 2,49 1,29 3,58
Malvidin-3-O-(6-p-kumaril)-glukozid | 19,41 13,03 11,23 13,89 12,67 14,21

n.d.-nije detektirano
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Rezultati i rasprava

Tablica 4.19. Masene koncentracije ukupnih fenola (ekvivalenti galne kiseline), ukupnih

antocijana (ekvivalenti malvidin-3-O-glukozida) i ukupnih flavan-3-ola

(ekivalenti (+)-katehina) u vinima kultivara Plavac mali te antioksidacijske

vrijednosti (ekvivalenti Troloxa) tih vina (PMK=kontrolna varijanta,

PMS=tretman solarizacije)

Uzorak Ukupni fenoli Ukupni Ukupni flavan- | Antioksidacijska aktivnost
y (GAE) / antocijani 3-oli ¢ (TEAC) / mmol L*
mg L™ y(MAE)/ | y(CAE)/mgL™* | DPPH ABTS
mg L™
PMK1 2287,13 311,88 222,48 21,62 19,89
PMK?2 1802,75 226,26 141,43 19,22 17,63
PMK3 1859,31 266,56 141,00 19,63 17,01
PMS1 1986,91 263,20 162,20 21,9 18,9
PMS2 2335,20 308,48 236,2 25,21 20,59
PMS3 1568,15 229,66 91,65 16,14 14,24
Tablica 4.20. Masene koncentracije ukupnih fenola (ekvivalenti galne kiseline), ukupnih
antocijana (ekvivalenti malvidin-3-O-glukozida) i ukupnih flavan-3-ola
(ekivalenti (+)-katehina) u vinima kultivara Cabernet Sauvignon te
antioksidacijske vrijednosti (ekvivalenti Troloxa) tih vina (CSK=kontrolna
varijanta, CSS=tretman solarizacije)
Uzorak Ukupni fenoli Ukupni Ukupni flavan- | Antioksidacijska aktivnost
y (GAE) / antocijani 3-oli ¢ (TEAC) / mmol L*
mg L™ y (MAE) / y (CAE)/mgL™ | DPPH ABTS
mg L™
CSK1 2305,65 345,25 163,45 21,80 20,10
CSK2 2345,12 297,64 173,26 23,53 20,36
CSK3 2299,64 318,20 157,13 21,17 18,96
CSS1 2004,32 360,71 211,42 21,34 19,74
CSS2 1941,62 242,23 200,38 21,49 18,11
CSS3 2186,82 348,21 232,71 20,64 17,69
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Rezultati i rasprava

Tablica 4.21. Masene koncentracije ukupnih fenola (ekvivalenti galne kiseline), ukupnih

antocijana (ekvivalenti malvidin-3-O-glukozida) i ukupnih flavan-3-ola

(ekivalenti (+)-katehina) u vinima kultivara Pinot crni te antioksidacijske

vrijednosti (ekvivalenti Troloxa) tih vina (PCK=kontrolna varijanta,

PCS=tretman solarizacije)

Uzorak Ukupni fenoli Ukupni Ukupni flavan- | Antioksidacijska aktivnost
y (GAE) / antocijani 3-oli ¢ (TEAC) / mmol L*
mg L™ y(MAE)/ | y(CAE)/mgL™* | DPPH ABTS
mg L™
PCK1 1041,43 105,52 29,55 15,92 13,79
PCK2 1028,25 92,49 28,10 15,84 13,96
PCK3 1009,13 102,41 30,30 16,09 14,77
PCS1 1035,17 204,79 42,4 15,98 14,87
PCS2 1351,21 195,45 75,35 19,22 15,96
PCS3 1510,25 228,60 91,10 18,77 15,98
Tablica 4.22. Masene koncentracije ukupnih fenola (ekvivalenti galne kiseline), ukupnih
antocijana (ekvivalenti malvidin-3-O-glukozida) i ukupnih flavan-3-ola
(ekivalenti (+)-katehina) u vinima kultivara Teran te antioksidacijske
vrijednosti (ekvivalenti Troloxa) tih vina(TK=kontrolna varijanta, TS=tretman
solarizacije)
Uzorak Ukupni fenoli Ukupni Ukupni flavan- | Antioksidacijska aktivnost
y (GAE) / antocijani 3-oli ¢ (TEAC) / mmol L*
mg L™ y (MAE) / y (CAE)/mgL™ | DPPH ABTS
mg L™
TK1 1196,22 238,41 96,31 15,66 12,82
TK2 1426,14 290,03 78,50 16,47 14,68
TK3 1240,22 303,14 80,20 17,79 13,27
TS1 1403,10 325,89 101,36 17,77 15,14
TS2 1348,05 358,85 81,50 17,04 14,26
TS3 1389,83 310,23 79,04 16,91 13,98
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Rezultati i rasprava

Tablica 4.23. Masene koncentracije ukupnih fenola (ekvivalenti galne kiseline), ukupnih
antocijana (ekvivalenti malvidin-3-O-glukozida) i ukupnih flavan-3-ola
(ekivalenti (+)-katehina) u vinima kultivara Merlot te antioksidacijske
vrijednosti (ekvivalenti Troloxa) tih vina (MK=kontrolna varijanta,

MS=tretman solarizacije)

Uzorak Ukupni fenoli Ukupni Ukupni flavan- | Antioksidacijska aktivnost
y (GAE) / antocijani 3-oli ¢ (TEAC) / mmol L*
mg L™ y(MAE)/ | y(CAE)/mgL™* | DPPH ABTS
mg L™

MK1 1740,34 268,20 75,45 18,97 16,71
MK?2 1745,35 295,52 92,45 19,13 18,32
MK3 1936,70 278,20 93,75 18,63 20,59
MS1 1707,21 269,96 84,43 19,24 15,98
MS2 1802,35 268,40 103,20 19,36 16,63
MS3 1723,05 311,48 101,5 18,73 15,21

Sadrzaj ukupnih fenola u crnim vinima bio je u rasponu od 1009,13 mg L™za Pinot
crni do 2345,12 mg L™za Cabernet Sauvignon. Odreden je i sadrzaj ukupnih antocijana, ije
su masene koncentracije bile u rasponu od 92,49 mg L™do 360 mg L™. U svim uzorcima
najdominantniji spoj bio je malvidin-3-O-glukozid. Prema ocekivanjima najnize razine
antocijana, ukupnih i pojedniCanih zabiljeZene su U uzorcima Pinota crnog. Karakteristike
sorte Pinot crni su osim niskih masenih koncentracija antocijana i nepostojanje acetiliranih i
kumarilnih oblika antocijana. Drugi po zastupljenosti u crnim vinima su flavan-3-oli. Njihov
ukupan sadrzaj bio je u rasponu od 28,10 mg L™ do 236,2 mg L™. Najzastupljeniji spoj iz
skupine flavan-3-ola bio je katehin u rasponu masenih koncentracija od 2,69 mg L™ do 79,73
mg L. Najnize koncentracije katehina zabiljezene su u Teranu, a najvise u Cabernet
Sauvignonu. Najzastupljeniji spoj iz skupine hidroksicimetnih kiselina bila je kaftarna
kiselina u rasponu masenih koncentracija od 11,07 mg L™ do 56,10 mg L™ Kaftarna i
kafeinska kiselina zabiljezene su u svim uzorcima crnih vina. Od flavonola najzastupljeniji
spoj bio je kvercetin-3-O-glukozid, &ije su se masene koncentracije od 1,77 mg L™ do 28,77

mg L. U svim uzorcima crnih vina bile su zastupljene galna, vanilinska i siringinska kiselina.

Trans-resveratrol zabiljeZen je u svim uzorcima crnih vina u masenim koncentracijama od 0,4
mg L*do5,3mg L™
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Rezultati i rasprava

Na temelju masenih koncentracija antocijana u Teranu i Plavcu malom moze se utvrditi profil
antocijana u tim vinima. U Plavcu malom koncentracije antocijana snizavaju se u nizu:
malvidin-3-O-glukozid > petunidin-3-O-glukozid > delfinidin-3-O-glukozid > peonidin-3-O-
glukozid > cijanidin-3-O-glukozid. Vrlo vazan kemotaksonomijski podatak je i da su masene
koncentracije kumaril-glukozida bile vise od koncentracija acetiliranih glukozida. U Teranu
se masene koncetracije antocijana snizavaju u nizu: malvidin-3-O-glukozid > delfinidin-3-O-
glukozid > peonidin-3-O-glukozid > petunidin-3-O-glukozid > cijanidin-3-O-glukozid.
Masene koncentracije acetiliranih glukozida bile su vise od koncentracija kumarilnih
glukozida. Cijanidin-3-O-glukozid najmanje je zastupljen antocijan i najces¢e se ne moze
odrediti njegova masena koncentracija jer je niza od granice detekcije. U vinima Terana
cijanidin-3-O-glukozid zabiljezen je u svim uzorcima. Na slikama 4.3 i 4.4 prikazani su

antocijanski profili Plavca malog i Terana.

160 -

140 -
. 120
o
a0 100 -
€
\a 80 -

60

40 -

20

0 T T T T T T T T 1

N Ny N N Ny © © © ©
» N B B B » © &P
SAEE AR AN SN - A S M AN
SEEFC SR SR SR & £ & L
& S & R R < : S S
« & SN N » o o < <
& o N Q® J % 2 & &
S N O Y
\6 A'\b > >
S & &
Q Q\ \\\\
& Q
] )

Slika 4.3. Antocijanski profil Plavca malog
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Rezultati i rasprava
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Slika 4.4. Antocijanski profil Terana

Usporedbom s podacima iz svjetske literature (tablica 2.3) vidljivo je da su masene
koncentracije antocijana analiziranih u ovom radu u vinima Pinota crnog, Merlota i Cabernet
Sauvignona s lokacije Jazbina usporedljive ili nize od koncentracija u vinima iz Spanjolske,
Italije i Madarske (slike od 4.5 do 4.7). Na takve rezultate moze utjecati geografski polozaj

(mediteranska klima), primijena razli¢itih vrsta kvasaca te primjenjeni postupak vinifikacije.
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Slika 4.5. Usporedba masenih koncentracija antocijana u uzorcima vina Pinot crni s lokacije

Jazbina i Madarske
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Slika 4.6. Usporedba masenih koncentracija antocijana u uzorcima vina Cabernet Sauvignon s

lokacije Jazbina i Spanjolske
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Slika 4.7. Usporedba masenih koncentracija antocijana u uzorcima vina Merlot s lokacije

Jazbina i Italije
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U crnim vinima su masene koncentracije indol-3-octene kiseline bile u rasponu od
76,2 pg L™ do 1031,20 pg L™. Najvise razine indol-3-octene kiseline zabiljeZene su u Teranu.
U usporedbi s rezultatima Creasya i suradnika ® koji su odredivali IAA u crnim vinima iz
Madarske, koncentracije u vinima analiziranim u ovom radu nize su nego u madarskim
vinima. U dva uzorka, Pinotu crnom (kontrolna varijanta) i Plavcu malom (solarizacija), IAA

uopce nije detektirana. Indol-3-octena kiselina u vinu je uglavnom u konjugiranom obliku.

Niti u jednom od 48 uzoraka bijelih i crnih vina u kojima su analizirani pojedinacni polifenoli
i indol-3-octena kiselina, nije detektirana trans-cimetna kiselina i kvercetin-3-O-rutinozid

:59,79

(rutin). U literaturi® " se vrlo ¢esto objavljuju koncentracije trans-cimetne kiseline i rutina u

39°L tvrdi da kvercetin-3-O-rutinozida u vinima nema te da

vinima, medutim nekolicina autora
je vjerojatno doslo do zabune prilikom identifikacije s kvercetin-3-O-glukunoridom koji je

najzastupljeniji glikozid u crnim vinima.

Suprotno istraZivanju Jeffereya i suradnika® koji u vinima Pinota crnog nisu detektirali
glikozide, u ovom je radu kvercetin-3-O-glukozid je bio detektiran u svim uzorcima Pinota
crnog u rasponu masenih kocnetracija od 0,95 mg L™ do 7,77 mg L. To se moze objasniti
koncentriranjem analita ekstrahiranog iz uzorka na ¢vrstoj fazi ¢ime se povecala osjetljivost

detekcije i odredivanja flavonola opcenito.

Masene koncentracije polifenolnih sastavnica u vinima odredene u ovom radu sliéne su

koncentracijama u vinima s podrucja juzne i srediSnje Europe te Hrvatske (tablice 2.1 do 2.8).

U vinima ¢ije je grozde bilo podvrgnuto tretmanu solarizacije niti u jednom slucaju
nije bilo statisticki znacajnih razlika u sadrzaju polifenolnih spojeva i indol-3-octene kiseline
u odnosu na kontrolne varijante. Klimatoloski su 2008. i 2009. bile prosjecne godine s
prosjecnim satima sijanja sunca. Tehnika solarizacije mozda bi bila u¢inkovitija u godinama u
kojima su u vrijeme vegetacije (od 1. travnja do 30. listopada) temperature zraka i sati sijanja
sunca ispod prosjeka.
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4.4.1. Racunalno simuliranje Kklasifikacije razli¢itih kultivara vina

Strojno je uéenje automatizacija procesa induktivnog ucenja. Standardne metode Strojnog
ucenja pokusavaju pronadi i opisati strukturne pravilnosti u podacima, a mogu biti
klasifikacijske ili asocijacijske. U asocijacijskom ucenju primjeri (u naSem slucaju bioloska
varijabla) nisu klasificirani (ucenje bez ucitelja ili nenadzirano ucenje), a cilj je postupka
uociti implicitne odnose koji postoje medu podacima (molekulskim deskriptorima).165 U ovu
skupinu analitickih metoda svrstava se analiza glavnih komponenti (engl. Principal
Component Analysis, PCA), samoorganiziraju¢e mape (engl. Self-Organizing Map, SOM),
metoda k-najblizih susjeda (engl. K-Nearest-Neighbour, KNN), formiranje dendograma te
analiza klastera 1 dr. Glavna prednost nenadziranog ucenja je nepristranost algoritma u

prilagodavanju zavisne varijable nezavisnoj, kao $to je npr. trazenje korelacij e.160

Analizu glavnih komponenti je prvi put opisao Karl Pearson 1901. godine, a metodu je
primijenio Harold Hotelling 1933. godine. Metoda PCA je vrlo dobar alat za odredivanje
glavnih Kkarakteristika skupa podataka i ucinkovita je za smanjenje dimenzionalnosti i

prepoznavanje uzorka.

U ovom radu primjenjena je analiza glavnih komponenti kako bi se istrazilo moguce
grupiranje uzoraka crnih 1 bijelih kultivara vina prema sadrZaju pojedinacnih i ukupnih
polifenola, flavan-3-ola, antocijana te antioksidacijskih aktivnosti odredenih prema radikalu
ABTS i DPPH.

Na slici 4.8 i 4.9 prikazani su PCA-dijagrami za uzorke crnih vina (Plavac mali, Merlot,

Cabernet Sauvignon, Teran i Pinot crni) i bijelih vina (Grasevina, Traminac, Manzoni)
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Slika 4.8. Distribucija vina Plavac mali (PM), Merlot (M), Teran (T), Cabernet Sauvignon
(CS) te Pinot crni (PC) u dvodimenzijskom koordinatnom sustavu definiranom glavnim
komponentama (PC1 i PC2) prema sastavu pojedinacnih polifenola, indol-3-octene kiseline,
ukupnih polifenola, flavan-3-ola, antocijana i antioksidacijskih aktivnosti odredenih
radikalima ABTS i DPPH
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Slika 4.9. Distribucija vina Grasevina (GR), Manzoni (MZ) i Traminac (TR) u

grupirali su se u tre¢em kvadrantu.

dvodimenzijskom koordinatnom sustavu definiranom glavnim komponentama (PC1 i PC2)
prema sastavu pojedinac¢nih polifenola, indol-3-octene kiseline, ukupnih polifenola, flavan-3-
ola i antioksidacijskih aktivnosti odredenih radikalima ABTS i DPPH

Prve dvije glavne komponente (PC1 i PC2) u uzorcima crnih vina (slika 4.8) objasnjavaju
42,03 % ukupne varijance. Distribucija uzoraka u koordinatnom sustavu upucuje da razlika
izmedu uzoraka tretiranih solarizacijom i kontrolnih uzoraka nema, ali je vidljivo klasteriranje
kultivara. Vina Plavca malog i Cabernet Sauvignona pozicionirana su u drugom kvadrantu,

dok su Pinot crni i Teran pozicionirani u prvom i ¢etvrtom kvadrantu. Uzorci vina Merlota
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U uzorcima bijelih vina prve dvije glavne komponente (PC1 1 PC2) objasnjavaju 43,41 %
ukupne varijance (slika 4.9). Uzorci su grupirani u koordinatnom sustavu tako da vina
Traminca gravitiraju prema prvom kvadrantu, vina Manzonija prema cetvrtom kvadrantu, a

vina GrasSevine prema tre¢em kvadrantu.

4.4.2. Antioksidacijska aktivnost uzoraka vina

Rezultati antioksidacijske aktivnosti vina odredeni pomocu dviju metoda DPPH i
ABTS medusobno su se razlikovali zbog razli¢itih radikala primjenjenih za mjerenje, razlicite
duljine reakcije kao i razli¢ite valne duljine apsorpcije. Sva analizirana vina pokazala su
antioksidacijsku aktivnost. NajviSe vrijednosti antioksidacijske aktivnosti zabiljeZene Su u
vinima Cabernet Sauvignona. Antioksidacijska aktivnost izrazena u ekvivalentima Troloxa,
bila je 23,53 mmol L™ pri odredivanju metodom DPPH, a 20,36 mmol L™ pri odredivanju
metodom ABTS. Najnize vrijednosti antioksidacijske aktivnosti izrazene u ekvivalentima
Troloxa zabiljezene su u vinima Traminca i bile su 603 umol L™ pri odredivanju DPPH-

metodom, odnosno 436,8 umol L™ pri odredivanju ABTS-metodom.

Rezultati su usporedeni s rezultatima istrazivanja antioksidacijske aktivnosti U crnim
vinima iz Hrvatske i svijeta.”""*%#% pijliac i suradnici'® odredivali su antioksidacijsku
aktivnost razli¢itih crnih vina iz Hrvatske DPPH-metodom. Rezultati, izrazeni u

ekvivalentima Troloxa, bili su u rasponu od 8,22 mmol L™ do 11,43 mmol L™.

% mijerili su antioksidacijsku aktivnost 11 crnih vina i odredili

Seruga i suradnici®
metodom ABTS vrijednosti u rasponu od 7,5 mmol L™ do 30 mmol L™, a metodom DPPH od
8,6 mmol L? do 40,6 mmol L7 izrazenih u ekvivalentima Troloxa. Vinkovi¢ Vréek i
suradnici*™ mjerili su antioksidacijsku aktivnost u ekvivalentima Troloxa u razli¢itim crnim i
bijelim vinima. Antioksidacijske aktivnosti bijelih vina odredenih metodom ABTS bile su u
rasponu od 0,3 mmol L™ do 0,7 mmol L™, a za crna vina od 3 mmol L™ do 12 mmol L™
Vrijednosti odredene metodom DPPH bile su u rasponu od 0,8 mmol L™ do 1,2 mmol L™ za

bijela vina, a od 5 mmol L™ do 21 mmol L™ za crna vina.

Kao sto je vidljivo, vise vrijednosti antioksidacijske aktivnosti dobivaju se metodom
DPPH. Crna vina imaju viSu antioksidacijsku aktivnost od bijelih vina. Razlike u
antioksidacijskoj aktivnosti ovise o sadrzaju molekula antioksidansa u grozdu Sto je

uvjetovano sortom i geografskim polozajem, nac¢inu vinifikacije tj. duljini maceracije te njezi
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i skladistenju vina. S ciljem utvrdivanja povezanosti masenih koncentracija ukupnih fenola s
antioksidacijskom aktivnosti vina odredenom dvjema metodama izraCunata je korelacija
izmedu tih parametara. Rezultati su prikazani u tablici 4.24 i na slici 4.10. Visoki korelacijski
koeficijenti pokazuju da je korelacija izmedu istrazivanih pokazatelja pozitivna, vrlo jaka i

visoko znacajna.

Tablica 4.24. Koeficijenti korelacije (r) masenih koncentracija ukupnih fenola i
antioksidacijskih aktivnosti vina odredenih metodama ABTS i DPPH i koeficijent korelacije

antioksidacijskih aktivnosti vina odredenih dvjema razli¢itim metodama

Pokazatelj Korelacijski koeficijent (r)

Ukupni fenoli vs ABTS 0,967
Ukupni fenoli vs DPPH 0,964
DPPH vs ABTS 0,993

30,00 -

25,00 -

20,00 -

15,00 ~

10,00 -

5,00 -

¢ (DPPH)/ mmol L Troloxa

0,00 - T T 1
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y (ukupni fenoli )/mg L
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Slika 4.10. Linearna korelacija masene koncentracije ukupnih fenola u vinu i antioksidacijske
aktivnosti vina odredene metodom a) DPPH i b) ABTS te c¢) linearna korelacija
antioksidacijskih aktivnosti vina odredenih dvjema razli¢itim metodama
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4.5. Analiti¢ki postupak odredivanja 2-aminoacetofenona

Spoj 2-aminoacetofenon odgovoran je za netipi¢nu aromu starenja vina. lako do danas
jo$§ uvijek nije do kraja obja$njen mehanizam njegova nastajanja, smatra se da je indol-3-
octena kiselina prekursor 2-aminoacetofenona. U ovom radu ispitane su cetiri vrste
komercijalnih kvasaca i njihov moguéi utjecaj na nastajanje 2-aminoacetofenona. Takoder,
ispitan je utjecaj amonijevog sulfata koji se u vino dodaje kao hrana za kvasce. Dodatak
amonijeve soli u medij poput mosta utjece na smanjenu potrosnju triptofana Sto je povezano
sa smanjenom sintezom indol-3-octene kiseline. Istrazivanja su pokazala da su uzroci pojave
UTA vrlo kompleksni, a obuhvacaju prerani rok berbe, slabu ishranu loze, susu I
preoptereéenost loze. Cini se da su aromati¢ne sorte posebno podlozne pojavi UTA, iako se
UTA cCesto se javlja i u vinima tipa Rizling rajnski. Kvaliteta i intenzitet ukupnih aroma vina
ima odlucujuéi utjecaj na senzornu uocljivost UTA, te je moguée da pri odredenoj
koncentraciji 2-AAP u jednom tankom vinu UTA jako izrazena, dok se pri istoj koncentraciji
U snaznim i punim vinima ne osje¢a. Nakon §to se pojavi, netipi¢nu aromu starenja vina
gotovo je nemogucée ukloniti primjenom enoloskih sredstava. lako je ovaj nedostatak
organolepti¢ki detektiran unazad par godina i u bijelim vinima Hrvatske, do sada nije

znanstveno istrazivan.

Razvijena je i validirana metoda odredivanja 2-aminoacetofenona u vinu sustavom
GC-MS uz prethodnu mikroekstrakciju na divinilbenzen/karboksen/polidimetilsiloksanskom
vlaknu. Optimirana su dva postupka SPME: mikroekstrakcija uranjanjem vlakna izravno u
vino i mikroekstrakcija iz para iznad otopine pomognuta ultrazvukom. Postupak
mikroekstrakcije iz para iznad otopine uzorka uronjenog u ultrazvu¢nu kupelj dosad nije
primjenjivan za analizu 2-aminoacetofenona u vinu. Ekstrakcija pomognuta ultrazvu¢nim
valovima poznata je kao korisna i brza metoda u analizi aroma u vinu.*”* S obzirom da su se
mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi i ekstrakcija pomognuta ultrazvu¢nim valovima pokazale vrlo
uspje$nim metodama ekstrakcije, U ovom radu pokuSalo se objediniti ove dvije vrste

ekstrakcije.
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4.5.1. Optimiranje uvjeta mikroekstrakcije 2-aminoacetofenona iz vina na

évrstoj fazi

Svi pokusi optimiranja mikroekstrakcije 2-aminoacetofenona iz vina provedeni su s
bijelim vinom kultivara Rizling rajnski berbe 2008. u koji je dodana poznata koncentracija
2-AAP. Nakon mikroekstrakcije postupkom UA-HS-SPME ili DI-SPME provedena je
plinskokromatografska analiza uz radne uvjete opisane u poglavlju 3.5. Tijekom

plinskokromatografske analize, vlakno je bilo u injektoru.

Istrazena je ovisnost djelotvornosti mikroekstrakcije 2-AAP iz vina o dodatku
natrijevog klorida u uzorak vina, vremenu uravnotezavanja te vremenu 1 temperaturi

ekstrakcije.

Mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi iz para iznad otopine pomognuta ultrazvukom

Dodatak soli znacajno pospjeSuje ucinkovitost ekstrakcije polarnih i hlapljivih
spojeva. Stoga je u ovom radu ispitan dodatak NaCl u vinu u rasponu masenih udjela od 0 %
do 35 %. U 10 mL vina kojem je prethodno dodan 2-AAP u masenoj koncentraciji 2 pg L™
dodano je 1 g, 2 g i 3,5 g NaCl, sto odgovara masenim udjelima od 10 %, 20 % i 35 % NaCl.
Na slici 4.11 jasno se vidi da je najveéi kromatografski signal (povrsSina pika) postignut uz
maseni udjel NaCl u vinu od 35 %.

Utjecaj vremena ekstrakcije na njenu djelotvornost ispitano je izlaganjem SPME-
vlakna parama iznad 10 mL uzorka vina u trajanju od 2 minute do 30 minuta. Uzorak vina
sadrzavao je 2 pug L™ 2-AAP-a i NaCl u masenom udjelu od 35 %. Najveéa povrsina

kromatografskog pika postignuta je ekstrakcijom u trajanju od 15 minuta (slika 4.12).

Utjecaj temperature ekstrakcije na njenu djelotvornost ispitan je zagrijavanjem bocice
s 10 mL uzorka vina koje je sadrzavalo 2 pg L™ 2-AAP i 3,5 g NaCl na 35 °C, 50 °C i 60 °C.
Takoder je ispitana i djelotvornost ekstrakcije bez zagrijavanja. 1z slike 4.13 vidljivo je da su
djelotvornosti ekstrakcije provedene bez zagrijavanja i uz zagrijavanje uzorka na 35 °C
podjednake. Znacajan porast povrsine kromatografskog pika zabiljeZen je na 50 °C te je ta

temperatura odabrana za daljnja istrazivanja.
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Nakon optimiranja uvjeta ekstrakcije, ispitana je linearnost odziva spektrometra masa
kao detektora analizom standardnih otopina 2-AAP pripravljenih u sintetskom vinu (tablica
4.25). Granica detekcije koja je ujedno i granica odredivanja bila je 0,03 pg L™. Analiticki
povrat ispitan je dodatkom 0,05 pg L™, 1 ug L™ i 2 ug L™ 2-AAP-a u uzorak vina. Za svaku
su koncentraciju provedena po tri odredivanja. Analiti¢ki povrati bili su ovisno o
koncentracijama 2-AAP u rasponu od 59 % do 83 %. Najvec¢i analiticki povrat postignut je pri
najvisoj masenoj koncentraciji 2-AAP u vinu dodatkom najvec¢e masene koncentracije Uz

RSD od 11 % do 23 % .
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Slika 4.11. Utjecaj dodatka soli na djelotvornost mikroekstrakcije 2-AAP-a na ¢vrstoj

fazi iz para iznad otopine pomognute ultrazvukom
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Slika 4.12. Utjecaj vremena ekstrakcije na djelotvornost mikroekstrakcije 2-AAP-a na

¢vrstoj fazi iz para iznad otopine pomognute ultrazvukom
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Slika 4.13. Utjecaj temperature na djelotvornost mikroekstrakcije 2-AAP-a na ¢vrstoj fazi iz

para iznad otopine pomognute ultrazvukom
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Mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi izravnim uranjanjem vlakna u uzorak

Utjecaj dodatka soli na djelotvornost ekstrakcije ispitan je analizom uzorka od 15 mL
vina koje je sadrzavalo 2 pug L™ 2-AAP i razli¢ite masene udjele natrijeva klorida (0 %, 10 %,
20 % i 30 %). Prema rezultatima prikazanim na slici 4.14 najveca djelotvornost ekstrakcije

postignuta je uz maseni udjel natrijeva klorida od 20 %.

pH uzorka moze takoder utjecati na djelotvornost ekstrakcije analita. Usporedena je
djelotvornost ekstrakcije 2-AAP iz vina prirodnog pH i iz vina zaluzenog s 1 mol L™ NaOH
do pH =7 i pH =8. Iz zaluzenih vina taloze se esteri. Razlike u djelotvornosti ekstrakcije pri
prirodnom pH vina i iz zaluzenih vina bile su neznacajne. Daljnje ekstrakcije 2-AAP iz vina

provodene su pri prirodnom pH vina.

Optimalno vrijeme ekstrakcije odredeno je uranjanjem DVB/CAR/PDMS-vlakna u
vino kroz 15 min, 30 min, 45 min i 60 min. Optimalno vrijeme ekstrakcije bilo je 45 min
(slika 4.15).

Utjecaj temperature ekstrakcije na djelotvornost ispitana je provodenjem ekstrakcije
pri dvije temperature: 30 °C i 45 °C. Povrsina kromatografskog pika 2-AAP-a bila je veca pri

30 °C te su daljnje reakcije provodene na toj temperaturi.

Nakon optimizacije postupka ekstrakcije, ispitana je linearnost odziva spektrometra
masa analizom standardnih otopina 2-AAP u sintetskom vinu postupkom opisanim u
poglavlju 3.4.1. Odziv detektora bio je linearan u rasponu masenih koncentracija 2-
aminoacetofenona od 0,008 pg L™ do 5 pg L™ (tablica 4.25). Granica detekcija, a ujedno i
granica odredivanja bila je 0,01 pug L™. Analiticki povrat ispitan je dodatkom 0,05 pg L%, 1
ng L™ i 2 ug L™ 2-aminocetofenona u uzorak vina. Za svaku su koncentraciju provedena po
tri odredivanja. Analiticki povrati bili su u rasponu od 39 % do 63 %, pri ¢emu su najvise
vrijednosti postignute pri najvisoj masenoj koncentraciji. RSD je bio od 14 % do 26 %. Nizi
analiticki povrati mogu se objasniti utjecajem matrice uzorka na djelotvornost ekstrakcije s
obzirom na izravno uranjanje vlakna u uzorak. lako je postupak UA-HS-SPME manje
osjetljiv od DI-SPME, prednost mu je upravo izbjegavanje utjecaja matrice, Sto primjenom
DI-SPME nije moguce. Na slici 4.16 prikazan je kromatogram ukupne struje iona (engl. Total
lon Current, TIC) vina Rizling rajnski u koji je dodano 2 pug L™ 2-AAP-a te njegov
pripadajuéi spektar masa 2-AAP (slika 4.17).
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Slika 4.14. Utjecaj dodatka NaCl na djelotvornost mikroekstrakcije 2-AAP-a na ¢vrstoj fazi

izravnim uranjanjem SPME-vlakna u vino
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Slika 4.15. Utjecaj vremena ekstrakcije na djelotvornost mikroekstrakcije 2-AAP-a na ¢vrstoj

fazi izravnim uranjanjem SPME-vlakna u vino

Tablica 4.25. Linearnost odziva detektora i granice detekcije 2-AAP pri analizi postupcima
UA-HS-SPME i DI-SPME

Tehnika Raspon masenih Koeficijent korelacije Granica detekcije/ pg L™
ekstrakcije koncentracija / pg L™ r
UA-HS-SPME 0,03do 5 0,9947 0,03
DI-SPME 0,008 do 5 0,9932 0,01
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4.6. 2-Aminoacetofenon, polifenolni spojevi i indol-3-octena kiselina u vinima

Rizlinga rajnskog

U okviru ovog rada, na znanstveno nastavnom pokusalistu Jazbina postavljen je pokus
2009. godine na vinu Rizling rajnski s razli¢itim vrstama komercijalnih kvasaca. Rizling
rajnski je stari kultivar porijeklom iz doline rijeke Rajne. Jedan je od najpoznatijih kultivara
na svijetu. Najvise se uzgaja u Njemackoj, i to u dolinama Rajne i Mosela. Ima vrlo visoku
otpornost na niske zimske temperature, te je jedna od najotpornijih sorti. Grozde je izrazito

osjetljivo na sivu plijesan. Sorta je pogodna za dobivanje razlicitih tipova predikatnih vina.'®

U pokusu opisanom u poglavlju 3.2.2 sakupljena su iz osam razli¢itih tretmana
ponovljenih po tri puta (tablica 3.2) 24 uzorka vina Rizlinga rajnskog. U svim uzorcima
odredene su polifenolne sastavnice i indol-3-octena kiselina te antioksidacijska aktivnost vina
pomocu radikala ABTS i DPPH (tablica 4.26 i 4.27). U uzorcima vina Rizlinga rajnskog
masene koncentracije indol-3-octene kiseline bile su od 0,022 mg L™ do 0,035 mg L™
Najdominantniji spoj bila je kaftarna kiselina. 1z rezultata odredivanja polifenola vidljivo je
da je njihov sastav u uzorcima analiziranih vina ujednacen bez obzira na primijenjeni tretman

s enoloskim kvascima i dodatak hrane za kvasce.

U navedenim uzorcima organolepticki nije utvrdena UTA. U svim je uzorcima odredivan 2-
AAP pri ¢emu su primjenjena oba postupka mikroekstrakcije na ¢vrstoj fazi: UA-HS-SPME i
DI-SPME. lako je manje osjetljiv postupak UA-HS-SPME prikladan je jer je utjecaj matrice
manji, te je SPME-vlakno dugotrajnije. Primjenom UA-HS-SPME 2-aminoacetofenon
detektiran je u jednom uzorku vina tretiranog kvascem Anchor Exotics SPH (Saccharomyces
cerevisiae x Saccharomyces paradoxus hibrid), dok je primjenom DI-SPME detektiran u dva
uzorka vina tretiranih kvascima Uvaferm CEG (Saccharomyces cerevisiae) i Anchor Exotics
SPH (Saccharomyces cerevisiae x Saccharomyces paradoxus hibrid) (tablica 4.28). Masene

koncentracije 2-AAP bile su nize od mirisnog praga detekcije koji je oko 0,5 pug L™

Simat i suradnici*’? dokazali su da na nastajanje 2-AAP utjeCe temperatura
skladiStenja vina. Znacajan porast koncentracije 2-AAP-a primjecen je u vinima skladistenim

na temperaturi od 40 °C tijekom 72 h. Smatra se da visoke temperature, niska vlaznost i UV-
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svjetlost utjeCu na povisenje koncentracije 2-AAP. Vina u ovom pokusu skladistena su na 15

°C §to moze biti jedno od objasnjenja zasto je izostala do sinteza 2-AAP-a.

Tablica 4.26. Masene koncentracije polifenolnih sastavnica i indol-3-octene kiseline u
vinima kultivara Rizling rajnski tretiranog razli¢itim enoloskim kvascima i

dodatkom amonijeva sulfata

Spoj Masena koncentracija/ mg L™
RRA | RRB | RRC | RRD | RRE | RRF | RRG | RRH
Galna kiselina 3,41 1,13 1,21 1,30 2,11 1,98 1,11 1,24
Vanilinska kiselina 6,91 7,71 7,69 6,68 6,63 6,71 6,34 6,64
Siringinska kiselina 0,29 0,23 0,21 0,23 0,23 0,25 0,26 0,18
Epikatehin galat 0,22 0,21 0,21 0,22 0,22 0,22 0,22 0,22
Procijanidin B1 0,74 0,63 0,71 0,70 0,54 0,61 0,67 0,63
Epigalokatehin 0,22 0,19 0,23 0,21 0,18 0,29 0,24 0,28
Katehin 1,23 1,34 1,47 1,53 1,73 1,66 1,34 1,42
Procijanidin B2 0,71 0,53 0,49 0,51 0,55 0,58 0,64 0,49
Epikatehin 0,43 0,61 0,51 0,55 0,57 0,60 0,66 0,67
Kaftarna kiselina 32,03 | 32,62 | 32,39 | 33,68 | 34,09 | 33,46 | 33,85 | 33,79
Kafeinska kiselina 1,23 1,15 1,14 0,99 1,10 1,12 1,20 1,14
p-Kumarinska kiselina 3,01 2,79 2,67 2,89 2,97 2,96 2,88 2,94
Ferulinska kiselina 0,81 0,57 0,55 0,59 0,64 0,57 0,53 0,42
Kvercetin-3-O-rutinozid n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Kvercetin-3-O-galaktozid | n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Kvercetin-3-O-glukozid 0,52 0,47 0,50 0,53 0,57 0,51 0,51 0,47
Miricetin n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Kvercetin 1,58 151 1,61 1,58 1,71 1,69 1,78 1,71
Kemferol 0,34 0,29 0,31 0,30 0,31 0,29 0,32 0,30
Izoramnetin n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Indol-3-octena kiselina 0,029 | 0,032 | 0,035 | 0,031 | 0,032 | 0,030 | 0,026 | 0,022
trans-Resveratrol 0,16 0,18 0,18 0,19 0,19 0,18 0,18 0,20

n.d.= nije detektirano
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Tablica 4.27. Antioksidacijske aktivnosti vina kultivara Rizling rajnski odredene radikalima

DPPH i ABTS izrazene u ekvivalentima Troloxa

Uzorak Antioksidacijska aktivnost
¢ (TEAC) / umol L™

DPPH ABTS
RR A 414.8 269,3
RR B 499,2 248,1
RRC 557,4 256,3
RR D 450,7 260,4
RR E 541,7 253,3
RR F 590,6 261,2
RR G 439,7 255,7
RRH 563,5 234,2

Tablica 4.28. Masene koncentracije 2-aminoacetofenona u vinima kultivara Rizling rajnski
odredene postupcima UA-HS-SPME i DI-SPME

Uzorak Masena koncetracija / pg L!

UA-HS-SPME DI-SPME
RR A2 n.d. 0,11
RR G1 0,07 0,24

n.d.-nije detektirano
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5. Zakljucci

1.

Optimiran je i validiran postupak razdvajanja tekuc¢inskom kromatografijom visoke
djelotvornosti uz detektor s nizom fotodioda i uz fluorescencijski detektor ukupno 32

sastavnica vina koje su obuhvacale pojedinac¢ne polifenole i indol-3-octenu kiselinu.

Za identifikaciju i kvantifikaciju flavan-3-ola analiziranih  tekucinskom
kromatografijom uz fluorescencijski detektor, kao optimalne valne duljine ekscitacije i
emisije, odabrane su Aex = 225 nm i Aem = 320 nm. Prema literaturnim podacima flavan-

3-oli dosad nisu odredivani na navedenim valnim duljinama.

Prilikom odredivanja indol-3-octene kiseline, pri valnim duljinama ekscitacije i
emisije Aex = 225 nm i Aegm = 365 NM, uoceno je da se na istim valnim duljinama mogu
osjetljivo detektirati i hidroksibenzojeve kiseline. Na taj nac¢in su u analiziranim

vinima dodatno potvrdene siringinska i vanilinska kiselina.

Razvijen je i optimiran postupak ekstrakcije 31 polifenola i indol-3-octene kiseline iz
bijelih i crnih vina na ¢vrstoj fazi, tj. kopolimernom sorbensu N-vinilpirolidon-
divinilbenzenu. Analiticki povrati postignuti pri analizi vina bili su u rasponu od 65 %
do 111 % uz RSD od 1 % do 13 %.

Po prvi su put odredene masene koncentracije indol-3-octene kiseline u crnim vinima

iz Hrvatske i bile su u rasponu od 0,076 mg L™ do 1,031 mg L™

Razradeni postupak odredivanja polifenolnih spojeva i indol-3-octene kiseline u vinu
primijenjen je za analizu ovih spojeva u vinima, c¢ije je grozde u vinogradu bilo
podvrgnuto tretmanu solarizacije te u vinima ¢ije grozde nije bilo podvrgnuto
solarizaciji. Analize su pokazale da tehnika solarizacije nema nikakvog utjecaja na
sastav i sadrzaj polifenola i indol-3-octene kiseline u vinima proizvedenim tijekom
prosjecnih klimatoloskih godina s prosjecnim temperaturama zraka tijekom vegetacije
i s prosjecnim brojem suncanih sati. U ispitivanim vinima nije pronadena korelacija
izmedu masenih koncentracija odredivanih polifenolnih spojeva i indol-3-octene

kiseline.
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Za autohtone hrvatske sorte Teran i Plavac mali uocen je kemotaksonomijski uzorak
antocijana. U Plavcu malom masene koncentracije antocijana snizavaju se sljede¢im
redoslijedom: malvidin-3-O-glukozid > petunidin-3-O-glukozid > delfinidin-3-O-
glukozid > peonidin-3-O-glukozid > cijanidin-3-O-glukozid. Masene koncentracije
kumarilnih glukozida bile su vise u odnosu na acetilirane glukozide. U Teranu su
masene koncentracije antocijana slijedile niz: malvidin-3-O-glukozid > delfinidin-3-
O-glukozid > peonidin-3-O-glukozid > petunidin-3-O-glukozid > cijanidin-3-O-
glukozid. Masene koncentracije acetiliranih glukozida bile su vise nego kumarilnih

glukozida.

Distribucija vina razli¢itih kultivara u dvodimenzijskom koordinatnom sustavu,
definiranom analizom glavnih komponenti uputila je da se istraZivana vina bitno
razlikuju u sastavu i sadrzaju polifenolnih spojeva, sadrzaju indol-3-octene Kiseline i

antioksidacijskoj aktivnosti.

Usporedene su i optimirane dvije tehnike mikroekstrakcije 2-aminoacetofenona iz
vina: mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi izravnim uranjanjem SPME-vlakna u uzorak
vina i mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi iz para iznad otopine pomognuta ultrazvukom.
Kvalitativna i1 kvantitativna analiza 2-aminoacetofenona provedena je plinskom
kromatografijom uz spektrometar masa kao detektor. Prema dostupnim literaturnim
podacima u ovom je radu tehnika mikroekstrakcije na Cvrstoj fazi iz para iznad
otopine pomognuta ultrazvukom prvi put primijenjena za ekstrakciju 2-

aminoacetofenona iz vina.

Istrazen je moguéi utjecaj cetiriju komercijalnih kvasaca na nastajanje 2-
aminoacetofenona u vinima Rizling rajnski. Istrazen je i moguci utjecaj amonijevog
sulfata koji se u vino dodaje kao hrana za kvasce. Niti u jednom uzorku vina Rizling
rajnski nije organolepticki dokazana netipicna aroma starenja. To je potvrdeno i GC-

MS- analizom 2-aminoacetofenona u vinu.

Tehnikom mikroekstrakcije na ¢vrstoj fazi izravnim uranjanjem SPME-vlakna u
uzorak vina i GC-MS-analizom u dva uzorka tretirana kvascima Uvaferm CEG

(Saccharomyces cerevisiae) i Anchor Exotics SPH (Saccharomyces cerevisiae X
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Saccharomyces paradoxus hibrid), odreden je 2-aminoacetofenon u masenim
koncentracijama nizim od mirisnog praga detekcije. Masene koncentracije 2-
aminoacetofenona bile su 0,11 pg L* odnosno 0,24 pg L™ Tehnikom
mikroekstrakcije na ¢vrstoj fazi iz para iznad otopine pomognute ultrazvukom 2-
aminoacetofenon je odreden samo u uzorku tretiranom Anchor Exotics SPH
(Saccharomyces cerevisiae x Saccharomyces paradoxus hibrid) kvascom. Masena
koncentracija 2-aminoacetofenona bila je 0,07 nug L™. 2-Aminoacetofenon nije

detektiran ni u jednom uzorku u koji je dodan amonijev sulfat kao hrana za kvasce.

U uzorcima vina Rizling rajnski sastav polifenola je ujednacen bez obzira na

primijenjen tretman s razli¢itim enoloskim kvascima i dodatak amonijeva sulfata.
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