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Kinetika alkoholne fermentacije i karakterizacija vina dobijenog od
Sire sa dodatkom lekovitog bilja

U okviru ovog rada ispitan je uticaj dodatka lekovitog bilja: se-
mena anisa (Pimpinella anisum L), kore cimeta (Cinnamomum
zeylanicym), lista pelina (Artemisia absinthium) i korena sladica
(Glycyrrhiza glabra) na kinetiku alkoholne fermentacije autohtote
sorte grozda Prokupca i Plovdine. Kinetika alkoholne fermentacije
Sire pracena je na dve temperature 17°C i1 22°C, a kinetika kljuka
pracena je na 25°C.

Fizi¢ko-hemijskom analizom vina Prokupac i Plovdina sa dodat-
kom lekovitog bilja odreden je sadrzaj: alkohola, ukupnih kiselina,
isparljivih kiselina, ukupnog ekstrakta, ekstrakta bez Secera, sadrzaj
Secera, pepela 1 ukupnih fenolnih jedinjenja. Dodatak lekovitog bilja u
toku alkoholne fermentacije Sire i kljuka Prokupca i Plovdine uticao
je na promenu fizicko-hemijskih parametara vina.

Sadrzaj ukupnog ekstrakta, pepela, fenolnih jedinjenja i flavonoida
povecavao se sa dodatkom lekovitog bilja.

Mikrobiolo§skom analizom uzoraka vina disk-difuzionom metodom
najvecu osetljivost pokazale su gram(+) bakterije iz roda Bacillus
subtilis (46,67% aktivnosti hloramfenikola, odnosno 40,0% aktivnosti
streptomicina).

Najjace antimikrobno dejstvo odredeno mikrodilucionom
metodom pokazalo je vino Prokupac sa dodatkom pelina prema G(+)
bakteriji Enterococcus faecalis.

Najvecu antioksidativnu aktivnost pokazalo je vino Prokupac sa
dodatkom cimeta i vino Plovdina sa dodatkom cimeta, a najmanju
vina bez dadatka lekovitog bilja.

HPLC-DAD metodom u vinu Prokupac i vinu Plovdina identifiko-

vane su hidroksicimetne i hidroksibenzoeve kiseline, flavan-3-oli
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(katehin i epikatehin), rutin, kvercetin i hiperozid.

GC/MS analizom vina Prokupac sa dodatkom lekovitog bilja iden-
tifikovane su: organske kiseline, acetati, alkoholi, aldehidi, ketoni,
etil-estri i terpeni. U vinu Prokupac identifikovano je ukupno 26
jedinjenja, u vinu Prokupac sa dodatkom anisa 33 jedinjenja, u vinu
Prokupac sa dodatkom cimeta 30 jedinjenja, u vinu Prokupac sa do-
datkom pelina 41 jedinjenje i u vinu Prokupac sa dodatkom sladi¢a

identifikovano je 29 jedinjenja.
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The kinetics of alcoholic fermentation and characterization of wine
made from must with the adition of medical herbs

In this paper the effect of the addition of medicinal herbs: anise
seeds (Pimpinella anisum L), cinnamon bark (Cinnamomum zeylan-
icum), wormwood leaf (Artemisia absinthium) and liquorice root
(Glycyrrhiza glabra) on the kinetics of alcoholic fermentation of must
and pomace of two autochthonous grape varieties, Prokupac and
Plovdina was analyzed. The kinetics of alcoholic fermentation of
must was monitored at the temperatures of 17 °C and 22 °C, and the

kinetics of pomace was monitored at the temperature of 25 °C.
The content of alcohol, total acids, volatile acids, total extract, the

extract without sugar, sugar, ash and of total phenolic compounds was
determined by both physical and chemical analysis of Prokupac and
Plovdina wines with the addition of medical herbs.

The content of the total extract, ash, phenolic compounds and fla-
vonoids was increased with the addition of medicinal herbs; the

smallest total extract was observed in the control sample, and the

largest one was found in the wine to which cinnamon was added.
By microbiological analysis and using a disk-diffusion method, it

was determined that gram(+) bacteria from Bacillus sibtilisgenus
proved to be the most sensible ones. Prokupac wine to which anise
and liquorice were added showed the bactericidal activity towards
gram(+) bacteria from the Bacillus sibtilis genus (46.67% Chloram-
phenicol activity, i.e. 40.0% Streptomycin activity).

The strongest antimicrobial activity towards G(+) bacteria Entero-
coccus faecalis determined by the microdilution method was ob-

served in Prokupac wine to which wormwood was added.
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The strongest antioxidant activity was observed in Prokupac and
Plovdina wines to which cinnamon was added, and the weakest anti-
oxidant activity was found in the wines to which no medicinal herbs

were added.

Hydroxycinnamic acids, hydroxybenzoic acids, flavan-3-ols (cate-
chin and epicatechin), rutin, quercetin and hyperoside were identified
in Prokupac and Plovdina wines by the HPLC-DAD method.

By the GC / MC analysis of Prokupac wine, with the addition
of medicinal herbs, the following groups of compounds were identi-
fied: organic acids, acetates, alcohols, aldehydes, ketones, ethyl esters
and terpenes. In Prokupac wine, a total of 26 compounds were identi-
fied. In Prokupac wine with the addition of anise 33 compounds were
identified, in Prokupac wine with the addition of cinnamon 30 com-
pounds were identified, in Prokupac wine with the addition of worm-
wood a total of 41 compounds were identified and in Prokupac wine
with the addition of liquorice root 29 compounds were identified.
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uvoD

Brojne studije ukazuju da se sa pove¢anim konzumiranjem voca, povrca, vina I aro-
mati¢nog bilja smanjuje rizik od pojave zaraznih, kardiovaskularnih i psihosomatskih boles-
ti, dijabetesa i kancera. U mnogim radovima dokumentovano je da hrana sadrzi od 5.000 do
10.000 organskih jedinjenja koja imaju svojstvo antioksidanata. Veliki broj nau¢nika ukazu-
je na blagotvorno delovanje prirodnih antioksidanata na zdravlje ljudi. Upotreba sinteti¢kih
antioksidanata se sve viSe smanjuje zbog njihovog toksikoloSkog dejstva. Veliki znacaj za
efikasno suzbijanje Stetnog delovanja slobodnih radikala imaju antioksidanti koji se unose
putem ishrane, kao §to su vitamin E, vitamin C, karotenoidi i polifenolna jedinjenja biljnog
porekla (Dorman et al., 2004). Mnogim nau¢nim istrazivanjima je ukazano na veéu efi-
kasnost i zdravstvenu bezbednost prirodnih antioksidanata, izolovanih iz biljaka (fitonutri-
jenti), mikroorganizama, gljiva i zivotinjskog tkiva (Moyer et al., 2002). lako humani organ-
izam ima kompleksan enzimski sistem zastite od delovanja slobodnih radikala, u uslovima
pojacane produkcije slobodnih radikala, neophodno je u organizam unositi i dodatne anti-
oksidativne komponente kroz hranu, definisanu kao funkcionalna hrana, u cilju prevencije
njihovog negativnog delovanja. U Francuskoj, gde je konzumiranje masne hrane veliko a
takode i ve¢e konzumiranje vina, pojava kardiovaskularnih oboljenja je 3 do 5 puta manja u
odnosu na zemlje gde je potrosnja vina mala. Niz studija je ukazalo na to da vino u svom
sastavu sadrzi fenolna jedinjenja koja povoljno deluju na krvne sudove, stite od Stetnog
sun¢evog i radioaktivnog zracenja, deluju kao antiinflamatorni, antivirusni, antikariogeni i
antikancerogeni agensi, a poseduju i antioksidativnu aktivnost. Antioksidativna aktivnost
polifenolnih jedinjenja zasniva se na njihovom redoks potencijalu, pa stoga oni mogu da
deluju kao redukujuéi agensi, “kvenceri” singletnog kiseonika, da otpustaju vodonik i he-
liraju metale (Ivanova et al., 2005).

Vino je proizvod alkoholne fermentacije Sire ili kljuka grozda koji se karakteriSe
slozenim hemijskim sastavom. Crvena vina su bogata fenolnim jedinjenjima koja se iz
¢vrstih delova grozda ekstrahuju u fazi maceracije. Sadrzaj fenolnih jedinjenja u vinu zavisi
od sorte vinove loze, klimatskih i agroekoloskih uslova i od primenjenog postupka vinif-
ikacije. Tehnoloski uslovi proizvodnje, pH, koncentracija etanola, prisustvo sumpor-
dioksida, temperatura kao i udeo ¢vrste faze u kljuku su od presudnog znacaja za ekstrakciju

fenolnih jedinjenja.



Predmet istrazivanja

U okviru predlozene teme doktorske disertacije ispitivana je Kinetika alkoholne

fermentacije Sire dobijene od autohtonih sorti grozda: Prokupac i Plovdina sa dodatkom

lekovitog bilja kao i senzorne karakteristike, hemijski sastav, antioksidativno i antimikrobno

dejstvo vina.

Ciljevi ispitivanja:

Najvazniji ciljevi ispitivanja sprovedenih u okviru ove doktorske disertacije bili su:

Ispitivanje uticaja dodatka lekovitog bilja na kinetiku alkoholne fermentacije Seéera
iz Sire 1 definisanje optimalnog vremena trajanja alkoholne fermentacije.

Ispitivanje senzornih karakteristika vina dobijenog fermentacijom sa dodatkom
lekovitog bilja.

Odredivanje sadrzaja fenolnih i flavonoidnih materija u uzorcima vina dobijenog
fermentacijom Sire sa dodatkom lekovitog bilja.

Odredivanje antioksidativne aktivnosti vina dobijenog fermentacijom Sire sa
dodatkom lekovitog bilja DPPH metodom i utvrdivanje korelacija sa sadrzajem
fenola i flavonoida

Ispitivanje antimikrobne aktivnosti vina na izabrane sojeve mikroorganizama

HPLC analiza uzoraka vina

Ispitivanje aromatskog profila vina Prokupac sa dodatkom lekovitog bilja GC/MS

analizom isparljivih jedinjenja.

Metode ispitivanja

Alkoholna fermentacija Secera vrSena je pomoc¢u soja komercijalnog selekcionisanog

kvasca Sacharomyces cerevisiae Lalvin V1116, (Lallemand, Denmark). U Siru pre

fermentacije dodavane su sledece lekovite biljne vrste: seme anisa (Pimpinella anisum),

kora cimeta (Cinnamomum zeylanicum), list pelina (Artemisia absinthium) i koren sladi¢a

(Glycyrrhiza glabra), na temperaturi od 17°C i 22 °C, kao i u kljuk Prokupca i Plovdine na

25°C. Sadrzaj fenola i flavonoida odreden je standardnim spektrofotometrijskim metodama

a antioksidativna aktivnost DPPH metodom. Antimikrobna aktivnost odredena je

standardnom mikrobioloSkom disk difuzionom metodom i metodom sa ,,bunarc¢i¢ima*. Za

identifikaciju flavonoida koris¢ena je HPLC metoda sa DAD detektorom.



2. TEORIJSKI DEO
2.1. ALKOHOLNA FERMENTACUA

Alkoholna fermentacija predstavlja jednu od najvaznijih faza u procesu proizvodnje
vina, a poc¢inje odmah posle muljanja grozda i cedenja Sire. Kvasci alkoholne fermentacije
koji se nalaze na pokozici bobice grozda prelaskom u Siru pocinju intenzivno da se
razmnoZzavaju i razlazu Secer do etanola i ugljen-dioksida. Pored etanola i ugljendioksida
kao glavnih produkata alkoholne fermentacije, stvara se i ¢itav niz drugih jedinjenja kao §to
su glicerol, siréetna kiselina, ¢ilibarna kiselina, diacetil, aceton, 2,3-butandiol, visi alkoholi i
estri. U toku alkoholne fermentacije izdvaja se i odredena koli¢ina energije u vidu toplote
koju kvasci delimi¢no koriste za svoje Zivotne potrebe.

Nekoliko vrsta kvasaca moze biti prisutno u Siri na poc¢etku alkoholne fermentacije
Sto zavisi od sorte vinove loze, zrelosti grozda, klimatskih uslova, zaStite vinove loze od
bolesti, razvoja sive trulezi i dr. U spontanoj alkoholnoj fermentaciji uc¢estvuju razlicite vrste
kvasaca ¢ak i u uslovima kada je prisutan sumpor-dioksid. U razli¢itim fazama alkoholne
fermentacije dominiraju Kloeckera, Hanseniaspora i Candida (Zamora, 2009).

Javlja se kasnije Pichia, a zatim Saccharomyces cerevisiae koji je dominantan kva-
sac zbog vece otpornosti na visoke koncentracije etanola, dok kvasci kao §to su Schizosac-
charomyces, Zigosaccharomyces i Bretanomyces takode mogu biti prisutni tokom alkoholne
fermentacije i u daljem toku fermentacije $to moze uticati na negativne organolepticke
karakteristike vina. Tokom alkoholne fermentacije razlicite vrste kvasaca mogu uticati
pozitivno ili negativno na sastav vina, a da bi se sprecio razvoj nezeljenih kvasaca dodaje se
sumpor-dioksid koji selektivno deluje na razvoj kvasaca. Kvasac Saccharomyces cerevisiae
je otporniji na sumpor-dioksid od vecine drugih kvasaca i na taj nacin se favorizuje njegov
razvitak.

Tokom vinifikacije, koli¢ina i medusobni odnos pojedinih jedinjenja, kao i koli¢ina
stvorene energije dosta se razlikuju, §to zavisi od mnogobrojnih ¢inilaca koji uti¢u na tok
vinifikacije, odnosno na stvaranje jednih ili drugih jedinjenja i koli¢ine energije.

Tok alkoholne fermentacije se moze podeliti u vise faza:

Prva faza alkoholne fermentacije je latentna faza. Tokom ovog perioda celije se
prilagodavaju uslovima sredine. Ukoliko kvasac nije dodat broj ¢elija u 1 ml Sire na kraju
ove faze je 10% a trajanje zavisi prvenstveno od temperature i ne prelazi 24 ¢asa. Ukoliko se
doda selekcionisani kvasac broj éelija je znatno veéi 5x10%ml. Sira poéinje da se muti i

stvaraju se fini mehuri¢i od ugljendioksida (Flanzy, 1998). Da bi se alkoholna fermentacija



obavila pravilno potrebna je odredena masa Celija kvasca. Stvaranje novih aktivnih Celija
kvasca se vr$i razmnozavanjem u prisustvu vazduSnog kiseonika. Provetravanjem Sire se
obezbeduje dovoljna kolicina kiseonika. U prisustvu kiseonika kvasac pocinje da se
razmnozava.

Druga faza je eksponencijalna faza i traje sve do kraja razmnozavanja kvasaca. Kada
se stvori oko 5g/I COz, a §to odgovara koli¢ini od oko 10 g/l utroSenog Secera aktivnost
kvasaca prolazi kroz svoj maksimum. Ova faza traje od 3 do 6 dana.

U anaerobnim uslovima kvasac koristi Seer iz Sire za obezbedenje potrebne
energije. U anaerobnim uslovima kvasac prelazi sa procesa disanja na proces intenzivne
fermentacije. Ovaj se period naziva stadijum burne fermentacije ili burnog vrenja. Sadrzaj
stvorenog alkohola u ovom stadijumu iznosi od 5 do 8 vol. %. Za vreme ovog stadijuma
intenzivno se oslobada ugljendioksid i u vinu dolazi do jakih konvekcionih strujanja koja
razbijaju kolonije kvasca na pojedinacne celije. Unutrasnjost ovih celija je bogata u

rezervnoj hrani u glikogenu i mastima i sa Lugolovim rastvorom se boji braon bojom.
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Slika 2.1. Ciklus razvitka kvasaca, (Fleet 1993, Nobile Del et al., 2003).

U sledecoj fazi takozvanoj stacionarnoj fazi, kvasci se viSe ne razmnozavaju.
Aktivnost kvasaca progresivno opada iako je prisutan jo§ uvek veliki broj zivih Celija.
Razlog padu aktivnosti kvasca je osiromasenje sredine u asimiliraju¢em azotu. Da bi se
odrzala aktivnost kvasaca u toku ove faze, trebalo bi dodavati azot. Na kraju fermentacije,
kada je preostala mala koli¢ina Secera, aktivnost kvasca naglo opada i prestaje, (slika 2.1).

Faza izumiranja kvasaca je poslednja faza kada dolazi do naglog pada populacije
kvasca. Zbog nepovoljnih uslova za Zivot: nedostatak hranljivih materija, kao i zbog stvore-
nog alkohola, ali i nekih drugih jedinjenja dolazi do potpunog iscrpljenja kvasca kao posled-

ice duzeg "gladovanja" i on postepeno izumire. Obim ¢elije kvasca se jo§ visSe smanjuje a
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protoplazma se vise ili manje odvaja od membrane i skuplja prema centru ¢elije. Do
izumiranja pojedinih kva$¢evih ¢elija dolazi u toku samog vrenja a pre njenog zavrsetka.
Uginule ¢elije se razlikuju od zivih ¢elija po bojenju sa metilenskim plavim. Membrana
uginulih ¢elija propusta boju i unutra$njost ¢e se obojiti intenzivno plavo, za razliku od zivih
¢elija gde metilensko plavo ne prolazi kroz membranu. Efikasnost alkoholnog vrenja zavisi

od odrzavanja populacije zivih ¢elija kvasaca sve dok se ne utrosi sav fermentabilni Secer.

2.1.1. Hemijski procesi u toku alkoholne fermentacije

Alkoholna fermentacija ili alkoholno vrenje je biohemijski proces transformacije
monosaharida (glukoza, fruktoza) u alkohol i ugljen-dioksid uz pomo¢ kvasca i niza enzima.
Prvu formulu hemijskog procesa alkoholne fermentacije postavio je Gay-Lussac, 1815.
godine:

CesH1206 = 2C2H50H+2 CO2 (2.1)

Alkoholna fermentacija se odvija u c¢eliji kvasca preko niza enzima u aerobnim i
anaerobnim uslovima. Za fermentaciju su znacajni kvasci iz grupe Saccharomyces sensu
stricto (S. cerevisiae, S. paradoxus, S. bayanus i S. pastorianus). Najznacajniji medu njima
je S. cerevisiae.

U aerobnim uslovima transformacija Secera ide do stvaranja ugljendioksida i vode uz
oslobadanje velike koli¢ine energije. Ovo je vrlo ekonomican proces, jer sa veoma malom

potro$njom Secera kvasac za svoj razvoj obezbeduje veliku koli¢inu energije.

1. Faza: Disanje
CsH1206 = 6CO2 + 6H20 + 686 kcal. (2.2)

Alkoholna fermentacija je biohemijski proces pri kome se Seer razlaze u anaerobnim
uslovima bez prisustva kiseonika u Zivoj ¢celiji kvasca. U anaerobnim uslovima
transformacija Secera ne ide do kraja, ve¢ ide do formiranja etanola i ugljendioksida uz
oslobadanje 40 kcal/mol. Ovaj proces nije ekonomican kao disanje, pa kvasci da bi obezbe-
dili dovoljnu koli¢inu energije moraju fermentisati veliku koli¢inu Secera, $to je od velikog

prakti¢nog znacaja.



2. Faza: Alkoholna fermentacija
CsH1206 = 2C2Hs0H+2 CO2 +40 kcal; (1 kcalxo = 4,182 kJ) (2.3)
Imol 2mol + 2mol

180 g 2x46g + 2x44g

Biohemijski proces alkoholne fermentacije moze se podeliti na dve faze:
1) razgradnja glukoze do pirogrozdane kiseline (glikoliza) i
2) “prava alkoholna fermentacija”.

Re¢ glikoliza potic¢e od grckih reci (glukus — slatko) i (lysis- razgradnja) a proces se

sastoji od intracelularne transformacije glukoze (i fruktoze) u piruvat. Ovaj biohemijski put
je pocetni proces razlaganja ugljenih hidrata kod vecine organizama i odvija se u citoplazmi.
U potpunosti je opisan 1940 godine od strane Gustava Embdena i Ottoa Meyehofa i po
njima je nazvan Embden-Majerhof put (Gancedo 1988).
Kao glavni put za katabolizam Secera kod kvasaca je glikoliticki put. Pentozni put koriste
bakterije sircetne kiseline kao glavni put za katabolizam Secera, a kvasci ovaj put koriste i
kao izvor riboze i NADPH (Schaaf-Gersteenschalager and Miosga 1996; Horecker 2002).
Riboza je neophodna za sintezu nukleotida i nukleinskih kiselina, gde je NADPH potreban
za neke metaboli¢ke procese kao §to su sinteza lipida. Kvasci koriste pentozni put pre svega
da bi obezbedili neke supstance koje su neophodne za ¢elijsku deobu a ne da bi obezbedili
energiju.

Glikoliza (slika 2.2) ukljucuje sekvencu od jedanaest hemijskih reakcija koje su
ukljucene u razlaganje heksoza i oslobadanje energije u hemijskom obliku ATP-a (Barnett i
Entian 2005). U pocetku heksoze se prenose unutar Celije olak§anom difuzijom (Lagunas
1993). Unutrasnja koncentracija Secera je niza od spoljasnje koncentracije pa nikakva
energija nije potrebna za ovaj proces.

Prvi korak u glikolizi je fosforilacija glukoze i fruktoze od strane enzima zvanih
fosfokinaze da bi nagradile glukozo-6-fosfat i fruktozo-6-fosfat.
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Slika 2.2. Biohemijski put razlaganja secera do piruvata

Ova reakcija koristi ATP, ali drzi nisku koncentraciju intracelularne heksoze i ovo
koristi transportu Secera u celiju preko plazma membrane. Posle ovoga, fosfo-glukozo-
izomeraza konvertuje glukozu-6-fosfat u fruktozu-6-fosfat (Gancedo 1988). Osim §to su



posrednici glikolize, glukozo-6-fosfat i fruktozo-6-fosfat su veoma bitni supstrati za
sekundarni metabolizam a takode i za sintezu polisaharida koji se koriste za izgradnju
¢elijskog zida (Cabib et al. 1982). U sledecoj fazi fruktozo-6-fosfat je opet fosforilisana od
strane fosfofruktokinaze do fruktozo-1,6-difosfata. Enzim aldolaza razlaze fruktozo-1,6-
difosfat na dve fosfo trioze: dihidroksiaceton fosfat i gliceraldehid-3-fosfat. Ovom
reakcijom nastaje veca koli¢ina dihidroksiaceton fosfata (96%) koji se brzo transformise u
gliceraldehid-3-fosfat od strane triozo-fosfat-izomeraze (Heinisch and Rodicio 1997).
Nakon toga, enzim gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza transformise gliceraldehid-3-fosfat
u 1,3 di-fosfoglicerat. Ova reakcija ukljuCuje oksidaciju molekula koji je povezan sa
smanjenjem NAD® do NADH da bi se popravila redoks ravnoteza. Osnovni nivo
fosforilacije je stvaranje veze bogate energijom izmedu oksidovanih grupa ugljenika i
neorganskog fosfata.

Kvasci su fakultativni anaerobni mikroorganizmi jer poseduju genetski materijal za
anaerobni i aerobni metabolizam $ecera (Boulton et al.1996). Kvasci mogu da konzumiraju
Secer koriste¢i dva metabolicka puta: disanje i fermentaciju (Racker 1974). Oba puta
pocinju sa glikolizom koja generiSe piruvat kao finalni proizvod. Piruvat moze da se
transformise u etanal i ugljendioksid pod dejstvom enzima piruvat dekarboksilaze a nakon
toga etanal se moze redukovati u etanol. Ovaj proces se naziva alkoholna fermentacija i
odvija se u citoplazmi. Alkoholna fermentacija regenerise NAD" koji je konzumiran tokom
glikolize i kvascu donosi energetski dobitak od 2 molekula ATP-a tokom procesa
metabolizma heksoze (Barnett and Entian 2005). Takode, piruvat moze da se transformiSe u
acetil-CoA i CO, dejstvom piruvat dehidrogenaze. Ovom reakcijom se redukuje NAD" do
NADH i brzo reaguje sa Acetil-CoA.

Acetil-CoA se moze ugraditi u Krebsov ciklus gde se razlaze do CO; i pri tome
nastaju vise manjih molekula koenzima (NADH i FADH,). Smanjenje produkcije koenzima
u Krebsovom ciklusu i glikolizi reoksiduje se u respiratornim lancima redukcijom
molekularnog kiseonika do vode (Barnett and Entian 2005). Ovaj proces je poznat kao
disanje i daje ukupnu energetsku dobit od 36-38 molekula ATP-a po metabolisanoj heksozi
I mnogo je korisniji za kvasce od fermentacije u energetskom pogledu. Kiseonik je potreban
kao supstrat, a inhibira ga visoka koncentracija sec¢era (Crabtree 1929). Transformacija
piruvata u etanol ili acetil-CoA je klju¢na tacka za regulisanje metabolizma kvasaca
(Ribereau-Gayon et al., 2000). Luj Paster je jo§S 1861. godine utvrdio da aeracija povecava
proizvodnju biomase i smanjuje kinetiku potrosnje Secera i proizvodnju etanola tj., zakljucio
je da aeracija inhibira alkoholno vrenje (Racker 1974). Ovaj fenomen je poznat kao Pasterov
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efakat a pripisuju mu se nekoliko mehanizama (Barnett and Entian 2005). Pri disanju
(respiraciji) su potrebne velike koli¢ine ADP u mitohondrijama za oksidativnu fosforilaciju,
pa kako se proces respiracije odvija u citoplazmi nedostaje ADP i neorganski fosfat
(Lagunas and Gancedo 1983) a to zauzvrat smanjuje prenos $ecera unutar ¢elije (Lagunas et
al., 1982). Ovi mehanizmi objasnjavaju kako aeracija inhibira alkoholnu fermentaciju. Kada
kvasac pocne da konzumira $ecer, proizvode se velike koli¢ine ugljen-dioksida. Oslobodeni
ugljendioksid potiskuje kiseonik 1 stvara semi anaerobne uslove koji favorizuju
fermentaciju. Medutim, ¢ak i uz prisustvo kiseonika i kvasca Saccharomyces cerevisiae,
nece da teCe fermentacija ako je koncentracija Secera vec¢a od 9 g/l. Crabtree je prvi opisao
ovaj fenomen 1929. godine koji je poznat pod razli¢itim imenima: Crabtrecov efekat,
katabolicka represija glukoze ili Pasterov suprotni efekat (Meijer et al., 1998, Ribereau-
Gayon et al., 2000). Kada Saccharomyces cerevisiae raste u podlozi sa visokom
koncentracijom Secera, njegove mitohondrije se degeneriSu. Istovremeno, sinteza enzima
Krebsovog ciklusa i sastavnih respiratornih lanaca je suzbijena (Gancedo 1992; Polakis et
al., 1965; Barnett and Entian 2005). Pod niskim fermentacionim uslovima, Saccharomyces
cerevisiae moze samo fermentisati SeCere. Saccharomyces cerevisiae moze da koristi samo
disanje kada je koncentracija Secera zaista niska i kada je kiseonik prisutan u medijumu. Ovi
uslovi se koriste za industrijsku proizvodnju izabranog suvog kvasca.

U anaerobnim uslovima piruvat je prvenstveno usmeren u pravcu stvaranja etanola.
Dekarboksilacijom piruvat prelazi u etanal, posredstvom enzima piruvat dekarboksilaze, a
etanal se redukuje u etanol posredstvom enzima alkohol-dehidrogenaze. Enzimu piruvat
dekarboksilazi potrebni su magnezijum i tiamin pirofosfat kao kofaktori (Hohmann 1996).
Alkohol dehidrogenaza koristi cink kao kofaktor (Ciriacy 1996). Finalni proizvodi
alkoholne fermentacije, etanol i ugljendioksid, se transportuju van celije jednostavnom
difuzijom.

Pored ovog glavnog puta manja koli¢ina Secera utrosi se i na stvaranje sekundarnih

proizvoda alkoholne fermentacije (slika 2.3).



CH,-CO-COOH Piruvat

e

co,? + CH,4-CHO Etanal (acetaldehid)

NADH
H* N C NAD*

CH,-CcH,0oH Etanol
Slika 2.3. Sema nastajanja etanola

2.1.2. Kvasci izazivaci alkoholne fermentacije

Termini koji se koriste za kvasac: u engleskom jeziku yeast, holandskom jeziku
guist, u nemackom jeziku hefe proistekli su iz zapadno-nemackog izraza haf-jon $to znaci
prouzrokovati vrenje. Grcka re¢ zymi koristi se za kvasce i za testo, javlja se kao koren reci
koje se koriste za pivo i fermentaciju, dok savremeniji izraz potic¢e od reci en zymi §to znaci
“u kvascu” (Feldmann, 2005).

Koriséenje kvasca datira jos iz perioda 6.000. i 2.000. godine pre nove ere a Koristili
su se u procesu pravljenja piva u Vaviloniji i u pravljenju testa u Egiptu. Godine 1680. kva-
sac je prvi put posmatran pod mikroskopom “Antonie van Leeuwenhoek™ a Luj Paster je
prvi dokazao da su ¢elije kvasca zasluzne za konverziju grozdanog Secera u etanol. Sredi-
nom 1800-tih godina sa radovima Pastera u Francuskoj i Hansena u Danskoj koji su
proucavali mikrobioloski aspekt fermentacije piva i1 vina, otpoc€elo je nau¢no-tehnolosko
razumevanje uloge kvasca u proizvodnji hrane i pi¢a. Kvasac Saccharomyces cerevisiae je
prvi opisan kvasac (Meyen, 1838). Naziv ovog kvasca oznacava Secernu plesan (saccharo-
myces) i pivo (cerevisiae), na galskom jeziku kerevigia ili starom francuskom jeziku cere-
Voise.

Kvasci kao nosioci alkoholnog vrenja imaju veoma znacajnu ulogu u proizvodnji vi-
na. Sira je sredina u kojoj oni Zive i koju svojom aktivno$¢u menjaju, pa time uti¢u na
kvalitet vina, odnosno u¢estvuju u formiranju hemijskog sastava, ukusa i mirisa vina (Ruzi¢
et al., 2000). Luj Paster je, 1863. godine, otkrio svet mikroorganizama i procese koji se

odvijaju tokom fermentacije. Saznanje da je kvasac odgovoran za transformaciju Secera iz
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grozda u alkohol 1 ugljendioksid vinari su kona¢no mogli u potpunosti da kontroliSu razvoj

vina od grozda do finalizacije vina (Pretorius, 2000).

2.1.2.1. Klasifikacija kvasaca

Rasprostranjena je podela pravih gljiva Eumycota na tri empirijske grupe: plesni,
kvasci 1 pecurke. Naziv kvasci ne predstavlja sistematsku kategoriju ni u botanici ni u
mikrobiologiji. Kvasci ¢ine razli¢ite sistematske grupe (klase i porodice), izmedu kojih je
tesko postaviti granicu na osnovu ispitivanja morfoloskih i fizioloskih karakteristika.

Prema svojim biohemijskim i fiziolo§kim osobinama kvasci se mogu podeliti na tri
grupe: a) oksidativni kvasci (rodovi: Cryptococcus, Candida i Rhodotorula) koji ne vrse
fermentaciju SeCera i pretezno se vrsi aerobna disimilacija; b) oksidativno-fermentativni
kvasci (rodovi: Hansenula, Pichia i Torulopsis) koji vr$e aerobnu i anaerobnu disimilaciju,
a kada vrSe fermentaciju kao glavni proizvod su estri, a ne etanol; i ¢) fermentativni kvasci
(rodovi: Saccharomyces, Schizosaccharomyces i Kloeckera) koji vrSe anaerobnu disimi-
laciju i fermentiSu Secere do etanola i ugljendioksida.

Kvasci koji su pogodni za alkoholnu fermentaciju su askosporogeni iz klase
Ascomycetes, tj. vrste iz roda Saccharomyces i Schizosaccharomyces. Savremena klas-
ifikacija kvasaca je sledeca (Kirk, 2015):

Kraljevstvo: Fungi
Podkraljevstvo: Dikarya
Razdeo: Ascomyceta
Podrazdeo: Saccharomycotina
Klasa: Saccharomycetes

Red: Saccharomycetales
Porodica: Saccharomycetoideae
Rod: Saccharomyces

Rod Schizosaccharomyces pripada porodici Shizosaccharomycetaceae, redu
Shizosaccharmycetales, klasi Shizosaccharmycetes, podrazdelu Taphrinomycotina, i razdelu
Ascomycota. Prva ispitivanja kvasaca datiraju jo$ iz 1838. godine i ipitivani su kvasci iz
roda Saccharomycas cerevisiae (Meyen, 1838). Hansen je prvi koristio izabrane sojeve
kvasaca kao starter kulture u pivarstvu (,,Carlsberg’” pivara u Danskoj) i uveo je razliku
izmedu sojeva kvasaca gornjeg vrenja koje je nazvao Saccharomycas cerevisiae i sojeva

kvasaca donjeg vrenja koje je nazvao Saccharomyces pastorianus, (Eriksson, 1997).
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U tabeli 2.1. prikazani su kvasci roda Saccharomyces. Kvasci iz roda Saccharomyces
podeljeni su u dve grupe: u uzem (stricto) i Sirem (lato) smislu i to: Saccharomyces sensu
stricto kompleks (imenovan od strane Van der Walt-a 1970. godine) koga ¢ine vrste kvasaca
koje su povezane sa fermentacionom industrijom, a ¢ine ga S. cerevisiae i kvasci bliski ovoj
vrsti i Saccharomyces sensu lato kompleks (obuhvata oko 100 vrsta kvasaca), (Rainieri et
al., 2003). Kompleks Saccharomyces sensu stricto obuhvata Sest vrsta: Saccharomyces
cerevisiae, Saccharomyces bayanus, Saccharomyces paradoxus, Saccharomyces
cariocanus, Saccharomyces kurdiavzevii, Saccharomyces mikatae i jedan hibrid
Saccharomyces pastorianus, sinonim za Saccharomyces carlsbergensis.

Tabela 2.1. Promene u nazivima i grupisanju vrste kvasaca u okviru kompleksa

Saccharomyces sensu stricto prema najznacajnijim taksonomskim monografijama u periodu
od 1912. do 1998. godine (Rainieri et al., 2003).

GUILLIERMOND,

LOODER | KREGER

LOODER, 1970

BARNETT, PAYNE |

KURTZMAN | FEEL,

1912. VAN RIJ, 1952 YAROOW,1984. 1998*
S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae
S. ellipsoideus
S.turbidans
S. ilicus
S. vordermanni
S. sake
S. cartilaginosus
S. batatae
S. tokyo
S. yeddo
S. willianus S. willianus
S. intermedius
S. validus
S. coreanus S. coreanus S. coreanus
S. carlsbergensis S. carlsbergensis S. uvarum
S. monacensis S. uvarum
S.logos
S. uvarum S. bayanus S. bayanus
S. logos S.pastorianus
S. bayanus S. oviformis
S.pastorianus S. beticus

S. heterogenicus

S. heterogenicus

S. chevalieri S. chevalieri

S. fructuum

S. italicus S. italicus

S.steineri

S. globosus S. globosus
S. aceti

S.prostoserdovi
S. oleaginosus
S. oleaceus
S.capensis

S. diastaticus
S.hispaniensis
S. inusitatus
S.norbensis

S. abuliensis
S. cordubensis
S. gaditensis
S.hispalensis
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2.1.2.2.  Morfologija kvasaca

Kvasci mogu biti razli¢itog oblika: okruglastog, elipsoidnog, jajastog, izduZenog,
trouglastog 1 krec¢u se pasivno u te€nosti. Veli¢ina kvasaca je razlicita, Sirina je najceS¢e oko
5 um a duzina od 8 do 10 pm. U te¢noj sredini kvasci teZze da zauzmu okruglasti oblik, a u
¢vrsto] izduzeni. Na ¢vrstoj hranljivoj podlozi nastaju beli¢aste kolonije kvasaca, a u teCnim
podlogama stvaraju navlake.

Kvasci se odlikuju eukariotskom gradom ¢elije. Eukariote se odlikuju time $to sadrze
jasno izdiferencirano jedro okruzeno membranom. Celija kvasca sastoji se iz éelijskog zida,
citoplazmatiéne membrane, citoplazme, jedra, hondriozoma i jedne ili vise vakuola. Celijski
zid daje Cvrstinu 1 oblik celiji 1 ima zaStitnu ulogu. Citoplazmaticna membrana odvaja
citoplazmu od ¢elijskog zida i na njoj se nalaze enzimi koji vr$e razlaganje jedinjenja ili
prenose hranljive materije. Sastoji se iz spoljasnje i unutrasnje membrane. Spoljasnja je pro-
pustljiva za veéi broj supstanci, a unutra$nja je polupropustljiva i propusta samo jedinjenja
male molekulske mase. Citoplazma predstavlja unutrasnji sadrzaj celije. U sastav
citoplazme ulazi: voda 75-90 %, proteini 50-80 %, ugljeni hidrati 10-20 % i masne materije
1-30 %. Jedro (nukleus) je karakteristi¢na organela za sve eukariote i jasno je izdiferenci-
rano. Jedro je ispunjeno genetskim materijalom (DNK). U vakuolama su rastvorene razne
materije kao Sto su: Seceri, kiseline, soli, proteini i one su odvojene od protoplazme jednom

polupropustljivom membranom, (slika 2.4).

Mitohondrije

Goldi kompleks

Vakuola Endoplazmatiéni retikulum

Slika 2.4. Celija kvasca roda Saccharomyces

13



2.1.2.3. Razmnozavanje kvasaca

Razmnozavanje kvasaca moze da bude bespolno i polno. Bespolno moze biti puplje-
njem i deljenjem. Polno razmnozavanje se vrsi obrazovanjem spora.

Razmnozavanje pupljenjem se odvija tako §to na vrh majke ¢elije raste pupoljak, a za
to vreme DNK se deli na dva dela i jedan deo ulazi u pupoljak. Kad pupoljak dovoljno na-
raste on se odvaja od majke. Vreme koje je potrebno da nastane ¢erka celija je 2 sata.
Kvasci iz roda Saccharomyces se najces¢e razmnozavaju pupljenjem.

Deljenjem se razmnoZavaju kvasci iz roda Shizosaccharomyces. Celije ovih kvasaca
se pregraduju jednom pregradom na dva dela. Za 20-30 minuta nastaju nove generacije i
jedne od ovih ¢elija su mlade, to su ¢erke ¢elije a druge starije, to su majke ¢elije. Mlade
¢elije brze rastu i zamucuju rastvor u kome se razvijaju.

Kada se nade u sredini koja nije povoljna za njegov zivot (nedostatak hranljivih
sastojaka 1 dr.) kvasac se razmnoZava putem obrazovanja spora. Tada se jedro deli na dva
dela, a ova jedra se mogu deliti na isti na¢in. Novo jedro sa delom protoplazme stvara svoju
membranu pa se u staroj ¢eliji stvaraju nove ¢elije. Membrana stare ¢elije zadebljava i tako
se stvara askus sa 1-4-8 askospora. Kada takav kvasac dode u povoljne uslove, askospore
bubre, stara membrana puca a spore se oslobadaju kao nove celije. Ove Celije se dalje

razmnoZavaju pupljenjem.

2.1.2.4. Vazniji predstavnici kvasaca

U alkoholnoj fermentaciji Sire u€estvuje vise vrsta, pa ¢ak 1 rodova kvasaca. Medu
njima su najznacajniji kvasac Sacharomyces cerevisiae. Kvasci se dele na rodove, vrste i
sojeve.
2.1.2.4.1. Rod Saccharomyces

Najznacajniji rod kvasaca je rod Saccharomyces, koji obuhvata veci broj vrsta, od
kojih su neke vrste nosioci alkoholne fermentacije. To su sporogeni kvasci i razmnozavaju
se pupljenjem i obrazovanjem spora. Najznacajnije su dve vrste: Saccharomyces cerevisiae i
Saccharomyces bayanus. Saccharomyces cerevisiae je glavna vrsta i moze da stvori oko 17
% alkohola. Kada se koriste suvi selekcionisani kvasci, alkoholno vrenje Sire se najvise
izvodi sa razli¢itim sojevima iz okvira te vrste. Posle zavrSene alkoholne fermentacije ovaj
kvasac brzo izumire i retko se sre¢e u vinu i nema znacaja za pojavu naknadne fermentacije.

Druga vrsta je Saccharomyces bayanus i sli¢na je prethodnoj vrsti i najveée razm-

nozavanje ima na Kraju fermentacije. Ona ima znacaja za $ire bogatije u sadrzaju Secera,
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odnosno kada fermentaciju u prisustvu vecih koli¢ina alkohola treba dovesti do kraja, kao i

kada se Zeli izazvati naknadna alkoholna fermentacija.

2.1.2.4.2. Rod Kloeckera

Kvasci ovog roda su veoma zastupljeni na svim plodovima. Na grozdu se javljaju za
vreme Sarka. Ovaj rod obuhvata nekoliko vrsta, a za tehnologiju vina najznacajnija vrsta je
Kloeckera apiculata. Ovaj kvasac po obliku je izduzen i podseéa na limun pa se zove limu-
nasti ili vrSkasti kvasac. On je u spontanoj mikroflori najbrojniji medu kvascima, ali po
Svojim osobinama koje se nepovoljno odrazavaju na kvalitet vina ovaj kvasac se ubraja u
,»divlje kvasce”. Osetljiv je prema alkoholu i podnosi najvise 4-5 vol. % alkohola i stvara
velike kolicine isparljivih kiselina. Njegovo razmnozavanje se spreCava sumporisanjem sire
pre pocetka alkoholne fermentacije. Alkoholnu fermentaciju nastavljaju kvasci koji su ot-
porni na sumpordioksid i stvaranjem odredene koli¢ine etanola ne dozvoljavaju razm-

nozavanje vr§kastog kvasca i ako prestane dejstvo sumpordioksida.

2.1.2.4.3. Rod Torulopsis

Vrsta Torulopsis stellata (stari naziv Torulopsis bacillaris) je najvise zastupljena kod
grozda koje je napadnuto plemenitom plesni. Spada u spontanu mikrofloru, javlja se na
pocetku fermentacije zajedno sa vrskastim kvascem. Za razliku od kvasca Kloecekera

apiculata ostaje i dalje aktivan i moze da stvori preko 11 vol. % alkohola.

2.1.2.5. Primena selekcionisanog kvasca

Na samom pocetku u §iri se nalazi meSavina razli€itih populacija kvasaca. Spontano
alkoholno vrenje cesto, zbog nekontrolisanih uslova, dovodi do nezadovoljavajucih
organoleptic¢kih karakteristika vina. Od izuzetne je vaznosti da soj kvasca sa najboljim fer-
mentacionim sposobnostima nadvlada ostale sojeve i privede vrenje kraju. Sredinom 60-tih
godina 20. veka na trzistu su se pojavili prvi preparati suvih aktivnih kvasaca koje je trziste
uveliko prihvatilo. Karakteristike vrenja uz primenu selekcionisanih kvasaca su: brzo ot-
pocinjanje vrenja, vrenje na niskoj temperaturi i pod pritiskom, aktivnost za vreme vrenja,
tolerancija prema alkoholu, otpornost prema sumporastoj kiselini, brzina talozenja posle
vrenja, “killer” fenomen, degradacija jabucne kiseline i dr.

Sira, kojoj se dodaje razmnoZena kultura selekcionisanog vinskog kvasca, previre s
plemenitim kvascem, ¢ija su svojstva poznata (vrlo dobro sprovode vrenje $ire, a prevrela

vina su zdrava i bistra), a bez "divljih" kvasaca i bakterija. Vazno je, da se iz loseg,
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plesnivog grozda moze jakim sumporisanjem i primenom selekcionisanog kvasca proizvesti
zdravo vino. Spontana mikroflora ne moze efikasno delovati u specifi¢nim sluc¢ajevima npr.
pri visokom sadrzaju Secera ili sumpordioksida, zatim kod plesnivog grozda, pri niskoj tem-
peraturi ili veéem sadrzaju alkohola. Rezultat spontane alkoholne fermentacije u tim
slucajevima moze biti ostatak neprevrelog Secera, zatim moze do¢i do kvarenja, pogotovo
ako Sira nije dovoljno sumporisana, a u kasnijoj fazi moze do¢i do naknadnog vrenja (re-
fermentacije).

Plemeniti kvasci razlikuju se po svojim svojstvima kod njihove pripreme
sprovodenja vrenja. U upotrebi su najc¢esce selekcije dveju vrsta kvasaca prilagodenih, svaki
za sebe posebnim potrebama tehnologije vina.

Izdvajaju se selekcije sledecih kvasaca:

Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces bayanus

Svaki od njih ima svoje dobre i lose osobine. Dobre osobine su:

- Sposobnost previranja (visok sadrzaj Secera, visok sadrzaj alkohola);

- Otpornost na niske temperature ("kriofilni" kvasci);

- Razvijena otpornost na prisutnost sumpordioksida ("sulfitni kvasci);

- Brzo razmnozavanje kvasca u $iri i brz pocetak vrenja (dominacija selekcionisanog

kvasca nad prirodno prisutnim);

- Predvidljivost pocetka, trajanja, maksimalne brzine vrenja — brze se uocavaju

problemi tokom vrenja i preduzimaju odgovarajuce mere;

- Smanjeno negativno delovanje prisutne mikroflore na organolepticka svojstva vina;

- Primena kvasca koji proizvodi odredene arome (posebna aroma karakteristicna za

odredeni kvasac).

U selekciji kvasaca izbegavaju se njihova losa svojstva, koja se mogu pojaviti a to
su:

- Stvaranje vecih koli¢ina isparljivih kiselina, zavisno od koli¢ine Secera u Siri,

- Stvaranje vodoniksulfida, (Hz2S) pa su nakon vrenja potrebni dodatni poslovi na

mladom vinu.

Tokom programa selekcije kvasaca utvrduje se niz Cinilaca koji bi olaksali alkoholno
vrenje, odnosno osigurali kvalitetniji i sigurniji tok. Medu njima spada i “killer” faktor,
odnosno sposobnost odredenog soja kvasca da ubija osetljive kvasce. Bevan i Makower

(1963) su otkrili killer fenomen unutar sojeva Saccharomyces cerevisiae. Killer fenotip, koji
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su oni opisali bazirao se na sekreciji proteina male molekulske mase, a njegova aktivnost
bila je vidljiva kroz uniStavanje osetljivih ¢elija (killer sensitive) istog ili srodnog roda kva-
saca. Taj protein nazvan je “killer” toxin. “Killer”-sojevi imuni su na vlastite toksine, ali
mogu biti osetljivi na toksine drugih killer sojeva.

Uskoro su usledila dalja istrazivanja, koja su dokazala da taj fenomen nije ograni¢en
samo na rod Saccharomyces, ve¢ je prisutan i kod nekih drugih rodova kvasaca.

Tokom zadnjih dvadeset godina, killer toksini, odnosno sojevi kvasaca koji izlucuju
same toksine pronasli su i svoju prakti¢nu primenu. U tehnologiji vina, “killer” sojevi se
koriste u borbi protiv divljih sojeva kvasaca, koji mogu dovesti do kontaminacije vina.

Da bi mogle da se iskoriste pogodnosti koje nude selekcionisani kvasci potrebno je
da se obrati posebna paznja, pored izbora kvasca, na pripremu kvasca i dozu inokulacije
kvasca.

Pravilna priprema kvasca je od izuzetne vaznosti za normalno odvijanje alkoholnog
vrenja. Ona omogucava brzi pocetak alkoholne fermentacije i smanjuje rizik od moguéih
problema. U toku rehidracije suvog kvasca dodaju se zaStitna jedinjenja, koja ojacavaju
membranu kvasca specifi¢nim sterolima 1 nezasi¢enim masnim kiselinama 1 ¢ine je jacom 1
otpornijom u toku vrenja (cilj je da se u citoplazmati¢énoj membrani kvasca formira stabilna
barijera izmedu unutranjosti ¢elije - citoplazme i spoljne sredine). Celije kvasca su otporni-
je na alkohol §to im osigurava, bolji i Cistiji kraj alkoholne fermentacije i Smanjenje nasta-

janja nepozeljnih jedinjenja kao Sto su: vodonik-sulfid, isparljive kiseline i dr.

2.1.3. Uticaj nekih faktora na kinetiku alkoholne fermentacije
Alkoholna fermentacija je slozen biohemijski proces u kome glavnu ulogu igraju
éelije kvasca. Celijama kvasca neophodni su odgovarajuéi uslovi za Zivot od kojih zavisi tok
i krajnji rezultat procesa vrenja. Od velikog teorijskog i prakti¢nog znacaja za tehnologiju
vina je poznavanje uticaja pojedinih faktora na rast kvasca. Neki od ovih faktora uticu na
tok vrenja od pocetka do kraja, dok drugi faktori deluju na proces vrenja usmeravajuci ga u

odredenom smeru (Radovanovi¢, 1986).

2.1.3.1. Uticaj temperature
Uticaj temperature na tok alkoholne fermentacije je od velikog znacaja. Temperatura
je bitna za pocetak, tok i zavrSetak alkoholne fermentacije. Povecanje temperature iznad

optimalne vrednosti ima efekat na brojne enzimske reakcije i negativno se odrazava na
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razvice Celija, ali u odsustvu toksi¢nih sastojaka ne dovodi do smrti ¢elije. PoviSenje tem-
perature sa 25 °C na 40 °C smrtnost Celija eksponencijalno raste u prisustvu ¢ak i male
koli¢ine etanola, zatim u prisustvu masnih kiselina sa kratkim lancem (propionska i buterna
kiselina) (Flanzy, 1998). Povecana smrtnost ¢elija na vi§im temperaturama se objaSnjava
denaturacijom proteina u internoj mitohondrijalnoj membrani. Optimalna temperatura za
razmnozavanje kvasca je oko 25 °C, ali optimalna temperatura vrenja teSko moze da se
definiSe kao jedna nepromenljiva vrednost (Jovi¢, 2003). U literaturi se preporucuju
temperature za vrenje Sire izmedu 15 i 18 °C, a za vrenje kljuka od 25 do 30 °C (Flanzy,
1998).

Burno previranje dovodi do naglog porasta temperature i brzog zavrSetka vrenja (3—
5 dana). Dinamika alkoholnog vrenja se usporava hladenjem Sire ili kljuka i tako se
sprecava nagli skok temperature i vrenje se produzava na 10-15 dana.

Gubitak aromati¢nih materija je jedna od posledica fermentacije na visokoj
temperaturi. Uglavnom se radi o aromati¢nim materijama koje daju voéni karakter, odnosno
o estrima sir¢etne kiseline i visih alkohola. Njihov gubitak je oko 50 % na temperaturi vren-
jaizmedu 20 i 25 °C, odnosno oko 75 % na temperaturi od 25 i 30 °C (Jovi¢, 2003).

Posledica suviSe brzog vrenja je nastajanje velike koli¢ine ugljendioksida i njegovog
gubitka, a on je znacajan za svezinu belih vina. Njegov gubitak dovodi i do gubitka alko-
hola.

Ukoliko je temperatura vrenja visa dolazi do intenzivnijeg razmnoZavanja bakterija
sir¢etne kiseline, bakterija mle¢ne kiseline i ,,divljih kvasaca“. Oni uti¢u na pogorsanje sen-
zornih karakteristika vina, odnosno gubitka kvaliteta vina.

Temperature koje su znatno preko 30 °C mogu dovesti i do prekida alkoholnog vren-
ja. Kvasceve celije izumiru a mogu da se aktiviraju i bakterije mle¢ne i siretne kiseline.
Bakterije mlecne kiseline iz Secera stvaraju jedinjenja koja su znak kvarenja vina (mlec¢na
kiselina, sircetna kiselina, manit i dr.). Na viSim temperaturama vrenja moze da nastane
vodoniksulfid 1 druga sumporna jedinjenja neprijatnog mirisa, kao 1 veca koli¢ina

nepozeljnog etilkarbamata (Jovi¢, 2003), (slika 2.5).
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1. Gubitak
arome

8. Etilkarbamat

2. Stvaranje
H.S

Posledice suvise
brzog vrenja

3. Gubitak
alkohola

7.Prekid vrenja

4. Isparljive
kiseline

6. Jabuc¢no —
mlecna fer-
mentacija

5. Gubitak
kvaliteta

Slika 2.5. Posledice suviSe brzog vrenja $ire (Jovi¢, 2003)

2.1.3.2. Uticaj kiseonika

Aerisanje sire znacajno uti¢e na tok fermentacije jer je kiseonik potreban za razvoj i
rast kvasaca. Alkoholno vrenje je anaeroban proces, ali u teoriji i praksi je utvrdeno da se
ona puno intenzivnije odvija uz prisustvo kiseonika. Pod strogo anaerobnim uslovima vrenje
je jako otezano i ne odvija se do kraja, tj. zaostaje izvesna koli¢ina neprevrelog Secera.
Kiseonik je narocito potreban u eksponencijalnoj fazi, dok se kvasci razmnozavaju. U strogo
anaerobnim uslovima izostaje njihovo razmnozavanje. Dodavanje kiseonika pri kraju faze
razmnozavanja kvasaca, pomaze celiji da pojaca sintezu sterola i nezasi¢enih masnih Kis-
elina, kao esencijalnih sastojaka citoplazmati¢cne membrane. Na taj nacin poboljSava se pro-
pustljivost ¢elijske membrane a time i ulazak Secera, odnosno ¢elija kvasca postaje otpornija
na etanol. Ta jedinjenja predstavljaju faktore prezivljavanja kvasaca i faktore koji Cine
kvasce otpornijim na stvoreni etanol. Nedostatak kiseonika delimi¢no moze biti nadoknaden
lipoidima koji su sadrzani u talogu Sire. U tehnologiji belih vina, kada se §ira §titi od oksida-

cije i intenzivnije bistri, potreba za dodavanjem kiseonika je veca.

2.1.3.3. Uticaj sadrzaja Secera
Luj Paster je otkrio da aeracija povecava proizvodnju biomase i smanjuje brzinu

potro$nje Secera i proizvodnje etanola, dok aeracija inhibira alkoholno vrenje (Pasteur 1861,
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Racker 1974). U toku procesa oksidativne fosforilacije troSe se velike koli¢ine ADP unutar
mitohondrija. Tokom procesa disanja citoplazmi nedostaju ADP i neorganski fosfat
(Lagunas and Gancedo, 1983), sto kao posledicu ima smanjenje prenosa Secera unutar Celije
(Lagunas et al., 1982). Ovi mehanizmi objasnjavaju da aeracija inhibira alkoholnu
fermentaciju. Kada kvasac pocne da konzumira SeCer oslobadaju se velike koli¢ine
ugljendioksida. Oslobodeni ugljendioksid potiskuje kiseonik i stvaraju se polu anaerobni
uslovi koji favorizuju fermentaciju. Medutim, ¢ak i u prisustvu kiseonika Saccharomyces
cerevisiae ne fermentise Secer ako je koncentracija ve¢a od 9 g/l. Crabtree je opisao ovaj
fenomen 1929. godine, a poznat je pod razli¢itim imenima: Cerebratov efekat, katabolicka
represija ili Pasterov suprotni efekat (Meijer et al., 1998; Ribereau-Gayon et al., 2000), pri
koncentraciji Secera vecoj od 2-5 g/l kvasac fermentiSe SeCere u etanol i pri aerobnim
uslovima. Kada Saccharomyces cerevisiae raste u visokoj koncentraciju Secera koja se
nalazi u Siri dolazi do degenerisanja mitohondrija u celiji kvasca (Polakis et al., 1965,
Gancedo, 1992, Barnett and Entian, 2005).

2.1.3.4. Uticaj pH

U uslovima fermentacije $ire, iako je spoljna sredina relativno kisela, u ¢eliji kvasca
pH se odrzava blizu neutralne vrednosti. Medutim, pasivnim protokom protona iz spoljne
sredine preko citoplazmaticne membrane moze da dode do zakiseljenja citoplazme. Pored
toga, postoje 1 drugi fizicko-hemijski mehanizmi koji deluju u istom pravcu: siréetna i neke
druge organske Kiseline, koje se normalno stvaraju u toku vrenja kao sekundarni proizvodi,
mogu kao nedisosovane da slobodno difunduju kroz citoplazmati¢énu membranu i da se
akumuliraju u €eliji. Tu dolazi do njihove disocijacije §to dovodi do osetnijeg intracelijskog
pada pH.

Kvasci su jako osetljivi na prisustvo siréetne kiseline. Sadrzaj siréetne kiseline od
oko 2 g/l otezava vrenje Sire, a pri koncentraciji od 4-5 g/l vrenje potpuno prestaje. Ovo je
naro¢ito znacajno prilikom pokretanja naknadnog vrenja, jer ukoliko vino sadrzi vise od 2

g/l sir¢etne kiseline, u tom slucaju veoma tesko se moze pokrenuti alkoholno vrenje.

2.1.3.5. Uticaj hranljivih sastojaka
Nedostatak asimilirajueg azota i tiamina U sastavu Sire ometaju normalan tok
alkoholnog vrenja. Nedostatak azota u Siri limitira razmnozavanje kvasca i vrenje traje

veoma dugo. Asimilirajuci azot sastoji se od amonijacnog azota i amino azota (slobodne
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amino kiseline). Azot je esencijalni element potreban za sintezu proteina. Sira sadrzi do 400
mg/l asimiliraju¢eg azota, a nedostatkom se smatra sadrzaj od 150 do 180 mg/I.

U uslovima prerade grozda i dobijanja vina, tj, uslovima pogodnim za razvice
kvasaca neophodni su vitamini: biotin, pantotenska kiselina i tiamin. U S§iri je najcesce
prisutna dovoljna koli¢ina vitamina, izuzetak ¢ini vitamin tiamin koga su kvasci sposobni da
sintetiSu a njegovim dodavanjem ubrzava se i pojacava razvic¢e kvasaca. Tiamin je jedan od
limitiraju¢ih faktora i njegov nedostatak (ako je sadrzaj nizi od 250 pg/l) moze da uspori
alkoholnu fermentaciju. Kvasci imaju sposobnost da sintetisu tiamin, ali posSto je sinteza
veoma spora, mnogo sporija nego Sto ga kvasci usvajaju iz sredine, njegov nedostatak u
sredini mozZze biti uzrok otezane fermentacije. Kvasac vrlo brzo koristi tiamin tako da za 1 do
3 sata asimilira celokupnu koli¢inu tiamina i iz tih razloga potrebno ga je dodavati.

Dodatak azota imace bolji efekat ukoliko se dodaje vise puta i ako se kombinuje sa
aeracijom. Prvu dozu treba dodati kada fermentacija pocinje, drugu u sredini stacionarne
faze, a treCu na kraju ove faze.) Za odrzanje aktivnosti kvasca u toku stacionarne faze tre-

balo bi kontinualno dodavati izvor azota (Zamora 2009).

2.1.3.6. Uticaj alkohola

Relativno visok sadrzaj alkohola koji nastaje u toku alkoholnog vrenja, jedan je od
uzroka zaustavljanja vrenja. U zavisnosti od fizioloskog stanja kvasac podnosi visu ili nizu
koncentraciju alkohola. Pri1 kraju alkoholnog vrenja poviSeni sadrzaj alkohola naruSava pro-
pustljivost citoplazmatiéne membrane i time se smanjuje njena selektivnost. Zbog toga
dolazi do prodora protona iz spoljne sredine (pH oko 3,0) u unutrasnjost ¢elije i kvasac da bi
odrzao pH citoplazme, koja je blizu neutralne, aktivira membransku propustljvost (pov-
ecavanje propustljvosti protona kroz membranu moze imati viSestruke posledice koje
dovode do smanjenja vitalnosti ¢elije kvasca).

Kako etanol, tako i visi alkoholi imaju toksi¢no dejstvo na kvasac Saccharomyces

cerevisiae. Ovo dejstvo je u tesnoj vezi sa duzinom lanca ugljenika:
C2<C3<Cs<Cs5<Cs>C7>Cg>Cog>Cy10>Cu1.

Da bi se formirala stabilna barijera izmedu citoplazme (unutrasnjosti ¢elije kvasca) 1
okoline glavnu ulogu ima plazmatska membrana (Pillet et al., 2006). Steroli i fosfolipidi koji
se nalaze u membrani odgovorni su za odrzavanje integriteta membrane kvasca,
poveéavaju¢i mu otpornost na alkohol. Prilikom rehidracije kvasca u vodi celija kvasca

ugraduje ekstraceluarne lipide i sterole (Vagnoli et al., 2006). Inkorporacija ovih materija
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posebno je znaCajna u cilju osiguravanja prezivljavanja celije pri kraju alkoholne
fermentacije. Fitosteroli koji se nalaze u grozdu nemaji istu hemijsku strukturu kao steroli
kvasca 1 zato oni ne mogu da ocuvaju Zzivotnost celije kvasca za vreme alkoholne

fermentacije (Pietta et al., 2000).

2.1.3.7. Uticaj ugljen-dioksida

Ugljen-dioksid izaziva promene u strukturi membrane menjanjem sastava masnih
kiselina u njoj kao posledica povecane propustljivosti membrane. Do tih promena dolazi ako
se fermentacija odvija na 12-20 °C pod pritiskom CO; od 2 bara. U istim uslovima
zapazeno je i znacajno povecanje zapremine Celije Sto ima za posledicu duboku
dezorganizaciju intracelijske strukture (posebno vakuola). Takode je zapazena intracelijska

proteoliza ¢ime se jako smanjuje vitalnost Celije.

2.1.3.8. Uticaj pesticida

Pesticidi su egzogeni inhibitori alkoholnog vrenja. Savremena proizvodnja grozda
nezamisliva je bez upotrebe sredstava za zastitu vinove loze od bolesti 1 Steto€ina. Danas su
uglavnom u upotrebi organski sinteticki fungicidi, koji pored svojih dobrih osobina u zastiti
vinove loze mogu da ispoljavaju manje ili viSe negativne pojave u vinarstvu, odnosno da
inhibitorno deluju na vinski kvasac, a time pomeraju pocetak alkoholne fermentacije 1 imaju
uticaja na hemijski sastav i senzorne karakteristike vina.

Neke pesticide koji se koriste u Zzastiti vinove loze od parazita, kvasci u toku
fermentacije mogu da razgraduju pri ¢emu nastaju sumporna jedinjenja neprijatnog mirisa. S
druge strane fungicidi iz grupe triazola i imidazola blokiraju sintezu ergosterola kod
parazitnih gljiva (oidium) i istovremeno narusavaju propustljivost plazmaticne membrane

¢elije kvasca smanjenjem sinteze sterola i nezasi¢enih masnih kiselina. To kvasce ¢ini

2.1.4. Autoliza kvasca

Posle izumiranja kvasca dolazi do enzimske razgradnje ¢elijskih sastojaka (autolize
¢elije). To je vrlo slozen proces gde degradacija membrane omogucava hidrolizu ¢elijskih
sastojaka. Razgradnjom sastojaka celijske opne (glukani i manoproteini), povecana je
poroznost opne pa je time olakSano izdvajanje proizvoda razgradnje celijskih sastojaka

(autolize) u spoljnu sredinu - vino. Kako ¢elije kvasca mahom podlezu autolizi kada predu u
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stelju, po zavrSetku fermentacije, to je ovaj stadijum kvasca veoma znacajan i sa gledista
vremena otakanja vina sa stelje.

Tri fenomena karakteriSu autolizu kvasaca (Flanzy, 1998): razgradnja Celijske opne,
proteoliza i formiranje isparljivih sastojaka. Glikoproteini prisutni u zidu kvascevih celija
oslobadaju se u toku autolize mrtvih ¢elija pod dejstvom enzima B-glukanaza. Enoloski
znacaj manoproteina kvasca je veliki jer uticu na aktiviranje jabu¢no-mle¢nog vrenja, na
stabilnost vina (proteina, tartarata, fenolnih jedinjenja) i poboljsava senzorne osobine vina
(povecava punocu ukusa i doprinose mekoci ukusa taninskih vina).

Autolizom mrtvih c¢elija kvasaca degradacijom proteina pod dejstvom enzima
proteaza oslobadaju se proteidi i amino-kiseline. Autolizom kvasaca na pH 3-3,5 dolazi do
proteolize koju izaziva endoproteaza i oslobadaju se prvenstveno peptidi (oko 70% od
oslobodenog azota), a manje amino kiseline. Na viSem pH odnos je obrnut, odnosno
oslobadaju se vise amino-kiseline. Amino-kiseline mogu da posluze kao materijal za ishranu
raznim predstavnicima mikroflore vina medu kojima cesto mogu da se nadu 1 Stetni
mikroorganizmi.

Autolizom kvasaca u kiselom vodeno-alkoholnom rastvoru nastaje 80 do 100
razli¢itih isparljivih sastojaka (Flanzy, 1998). Najzastupljeniji su estri. Druga grupa
sastojaka su alkoholi, prvenstveno terpenski, koji su znacajni sa aromatskog aspekta, tim pre
Sto im je prag osetljivosti veoma nizak. Tre¢a grupa jedinjenja su aldehidi 1 najzastupljeniji
je metil-3-butanal. Nastaje od amino-kiseline leucin, kao i oksidacijom izoamil-alkohola.
Identifikovano je 8 laktona, koji mogu doprineti aromi vina jer imaju miris na breskvu i
kokosov orah.

Negom vina na stelji mogu se pojaviti i neka isparljiva sumporna jedinjenja. U uslo-
vima vinifikacije kada su temperature niske, kao i niske pH vrednosti autoliza kvasca odvija
se veoma sporo a dolazi do izrazaja u proizvodnji penuSavih vina koja se neguju vise

meseci, kao I mirnih vina koja se neguju na stelji 7 — 8 meseci uz povremeno dizanje stelje.

2.1.5. Prekid alkoholne fermentacije

Kontrola alkoholne fermentacije je znatno poboljsana primenom selekcionisanih
kvasaca, kontrolom temperature i dr, ali nije redak slucaj odstupanja od normalnog toka
alkoholne fermentacije, odnsono oteZane fermentacije, pa i njenog zaustavljanja. To je
najée$¢i problem sa kojim se vinari susre¢u u proizvodnji vina. Rezultat toga je dobijanje
vina losijeg kvaliteta.

Po Bisson-u cit. Zamora (2009) postoje tri tipa usporene alkoholne fermentacije:
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1. Usporen pocetak alkoholne fermentacije

Uzroci:

1. Primena spontane fermentacije kada je prisutan neaktivan soj kvasaca ili mali broj
¢elija kvasca 1 kada nije sprovedena rehidratacija kvasca na odgovarajuci nacin.

2. prisustvo inhibitora (previsoka koncentracija SO», prisustvo fungicida na grozdu
za vreme berbe ili mikrobna aktivnost koja rezultira inhibicijom kvasca (veéi sadrzaj sircéet-
ne kiseline koju proizvode divlji kvasci i/ili bakterije ili previsoka/preniska temperatura
Sire);

3. kvalitet grozda (gubitak mikronutrijenata u grozdu inficiranom pre berbe i visoka

koncentracija bakterija mle¢no-kiselinskog vrenja, plesni grozda, gljivica i bakterija).

I1. Alkoholna fermentacija usporena celim tokom

Uzroci:

1. nije postignuta maksimalna koncentracija ¢elija (oko 108 CFU/mI);
2. limitacija hranljivih materija;

3. neodgovarajuci soj kvasca;

4. uslovi (temperatura, pH) inhibiraju fermentaciju.

I11. Fermentacija zapocdinje normalno ali kasnije usporava

Uzroci:

1. temperaturni Sok;

2. nastajanje inhibitora - nagli prekid moze se dogoditi ako postoji znacajna
aktivnost drugih mikroorganizama ¢iji krajnji produkti deluju inhibitorno (sir¢etna i druge
organske kiseline);

3. kvasac jako osetljiv na etanol - fermentacija ¢e naglo stati kad kvasac stvori
maksimalnu koncentraciju etanola koju moze podneti (u ¢elijama se smanjuje sadrzaj sterola
I nezasi¢enih masnih kiselina potrebnih za formiranje membrane rezistentne na etanol);

Ukoliko dode do temperaturnog Soka kad je fermentacija ve¢ odmakla ali nije jo$
gotova i kad su vec¢ prisutne visoke koncentracije etanola ili ako dode do promene pH zbog
njegovog podesavanja.

Fermentacije s ovim tipom poremecaja toka je najteZze ponovo pokrenuti.

IV. Normalna fermentacija, zatim nagli prekid

Moze biti povezano s ulaskom kvasca u stacionarnu fazu rasta.
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Osnovni razlog je manji broj zivih ¢elija kvasaca, Sto moze da bude posledica ne-
dostatka hranljivih sastojaka, prisustva inhibitora ili uticaj nekog drugog faktora. Ako je
gustina ispod 1,005 i smanjuje se za samo 0,001 ili 0,002 po danu moze se ocekivati prekid
alkoholnog vrenja. Ponovno pokretanje vrenja ne predstavlja veci problem ako je sadrzaj
alkohola nizi od 12 vol. % a sadrzaj Secera najmanje 15 g/l. Ukoliko je koncentracija Secera
manja od 10 g/l i kada je doslo do jabu¢no-mle¢nog vrenja ¢esto je veoma teSko pokrenuti
prekinutu alkoholnu fermentaciju.

Na prekid alkoholne fermentacije mogu da uti¢u sledeé¢i faktori (Ribereau-Gayon et al.,
1999):

1. Koncentracija Secera, odnosno nastali sadrzaj alkohola koji je toksi¢an. Etanol
sprecava mnoge celijske aktivnosti, pa i prenos amino-kiselina i drugih hranljivih materija.
Etanol inhibira citoplazmati¢nu membranu, koja se uglavnom sastoji od proteina i lipida i
ona ima znacajnu ulogu u regulisanju unosa i izlu¢ivanja ¢elijskih komponenti.

2. Ekstremni temperaturni uslovi: visoka i niska temperatura fermentacije. Visok-
temperatura fermentacije nastaje usled visoke pocetne temperature, veceg sadrza-
ja Secera i veli¢ine suda, a niska temperatura na pocetku fermentacije usporava
razmnoZavanje kvasca i smanjuje biomasu kvasca.

3. Potpuno anaerobni uslovi: anaerobni uslovi negativno utiCu na rast i razm-
nozavanje kvasca, dok je kiseonik neophodan za sintezu ergosterola i masnih kiselina dugog
lanca. U odsustvu kiseonika kvasci adaptiraju svoje membrane na uslove sredine. Aeracija
povecava brzinu vrenja i ona mora biti prisutna tokom faze rasta kvasca (eksponencijalna
faza). Da bi se kvasci normalno razvijali i odrzali svoju Zivotnu aktivnost, potrebna im je
odredena koli¢ina kiseonika. Smatra se da nivo rastvorenog kiseonika iznosi 5-10 mg/I,
(Sablayrolles et al., 1986). Kiseonik se uvodi u vino i $iru u toku starenja vina u koli¢ini od
1-6 mg/l u periodu od mesec dana (Parish et al., 2000; Sullivan et al., 2002).

4. Nedostatak nekih hranljivih sastojaka: izaziva ozbiljne probleme u toku alko-
holnog vrenja (azot, vitamini i mineralne materije). Ako oni nisu prisutni u dovoljnoj
koli¢ini, kvasac se ne¢e dovoljno razmnoziti i vrenje moze biti usporeno ili potpuno
zaustavljeno zbog Cega se dodaju aktivatori rasta kvasca. UobiCajena aktivacija se vrsi
dodavanjem amonijum-sulfata ili amonijum-fosfata i tiamina. Doza azota mora biti od-
redena uzimaju¢i u obzir pocetnu koncentraciju lako asimilovanog azota i potencijalnog
sadrzaja alkohola u vinu. Dodavanje azota ¢e biti efikasnije ako se obavlja dva ili viSe puta i

u kombinaciji sa aeracijom (Zamora, 2009).
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5. Prisustvo masnih kiselina srednjeg lanca: prisustvo ovih kiselina (Cs, Cg i Cio)
sprecava rast kvasca 1 intenziviraju toksi¢nost alkohola. Ovaj problem je viSe izrazen u
belom vinu, jer se vrenje obi¢no vrsi na niskim temperaturama i bez ikakve aeracije. Da bi
se izbegao ovaj problem treba koristiti ¢elijske opne kvasaca. One adsorbuju masne kiseline
srednjeg lanca iz sredine i obezbeduju sterole za kvasce. Opne kvasca se mogu primenjivati
kao preventiva (20 g/hl) ili u koncentraciji od 40 do 50 g/hl kod usporene ili prekinute
fermentacije.

6. Ostatak pesticida: pesticidi koji se koriste za zastitu vinove loze dospevaju u $iru
u manjoj ili ve¢oj koli¢ini. Oni deluju na enzimski sistem kvasca izazivaju¢i poremecaje
pojedinih njegovih funkcija. Do prekida fermentacije dolazi ako se ne postuje karenca za
primenjena sredstva (za fungicide na bazi bakra karenca je 35-42 dana, a za botriticide od
21-28 dana).

7. Nedovoljna koli¢ina kvasca

8. Antagonisticke pojave medu kvascima kao 1 ,.killer” fenomen: odredeni sojevi
kvasca poznati su kao ,.killer* kvasci i oni izlu€uju toksine u svom okruzenju i na taj nacin
ubijaju druge osetljive sojeve kvasaca. Celija ugine za 2—3 sata nakon kontakta sa toksinom
jer se formiraju pore u citoplazmati¢noj membrani. U odnosu na , killer” faktor postoje tri
vrste kvasaca:

. kvasci koji proizvode toksine i otporni su na njih;

e  kvasci koji ne proizvode toksine i otporni su na njih i

e  kvasci koji su osetljivi na toksine.

Ponovno alkoholno vrenje je Cesto teSko uspostaviti, jer je sredina bogata u alkoholu
1 siromasna u Seceru. Zatim kvasci su iscrpljeni od prethodnog vrenja i1 kvasac u fazi
izumiranja viSe nije aktivan. Bitno je da se upotrebi selekcionisani kvasac koji je prilagoden

uslovima prekinutog vrenja (temperatura, pH i sadrzaj etanola).

2.1.6. Pokretanje alkoholne fermentacije
U slucaju pokretanja prekinute alkoholne fermentacije kod crvenih vina treba ga

odvojiti od komine ¢ime se smanjuje moguénost bakterijske kontaminacije i uvesti kiseonik
koji ¢e pospesiti rast kvasca a sumporisanjem vina sprecavati razvoj bakterija. Dodavanjem
aktivnog starter kvasca, koji je prilagoden sadrzaju od 9 % alkohola i sadrzi 15 g/l Secerai 3
g/hl SO2 postizu se najbolji rezultati. Zapremina starter kvasca moze se postupno povecati
dodavanjem vece koli¢ine vina sa prekinutom alkoholnom fermentacijom. Koli¢ine

sumpordioksida koje je potrebno dodati krecu se od 3 do 5 g/hl i fermentacija ¢e se ponovo
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pokrenuti nakon zasejavanja kvasca. Moze se dodati i amonijum-sulfat u koncentraciji od 5
g/hl. Alkoholnu fermentaciju treba pratiti, posebno merenje isparljivih kiselina kako bi se

sprecilo zamuéenje vina usled razvoja bakterija koje izazivaju mle¢no-kiselinsko vrenje.

2.2. LEKOVITO BILJE U PROIZVODNJI VINA

Primena lekovitog bilja u proizvodnji vina uglavnom se odnosila na aromatizovana
vina. To su proizvodi koji se dobijaju od prirodnih ili specijalnih vina uz dodatak lekovitog
dolazi od nemacke re¢i “Wermut” i znaci pelin - Artemisia absinthium (Radovanovic,
1986).

U proizvodnji vermuta znacajnu ulogu ima izbor vina, kao osnovne sirovine i izbor
smesSe trava i drugih biljnih delova. U tome je specifi¢nost pojedinih tipova vermuta. Postoji
veliki broj trava i drugih biljaka koje se upotrebljavaju u proizvodnji vermuta i pored pelina
su: anis (Pimpinella anisum), ruzmarin (Rosmarinus officinalis), hajducka trava (Achillea
millefolium), zalfija (Salvia officinalis), korijander (Coriandrum sativum) i dr.

Bermet je specijalno aromatizovano vino, neobi¢nog i originalanog ukusa, koje se
pravi od grozda iz vinograda sa padina Fruske gore (Vojvodina, Srbija) uz dodatak ¢ak do
26 vrsta aromati¢nih, lekovitih biljaka (Miliji¢ i Puskas, 2012). Ta¢na receptura se ¢uva kao
proizvodacka tajna, i kao takva se prenosi s generacije na generaciju. Ovo daje bermetu
posebnu vrednost i upecatljivost. Lekovite biljke koje su uklju¢ene u proizvodnju bermeta
su: pelin (Artemisia absinthium), lincura (Gentiana lutea), anis (Pimpinella anisum), cimet
(Cinnamomum zeilanicum), ki¢ica (Trifolium arvense), crna gorusica (Brassica nigra L.),
korijander (Coriandrum sativum), karanfili¢ (Sizigium aromaticum), roga¢ (Ceratonia
silikua) 1 sladi¢ (Glicirrhiza glabra). Pored ovih biljaka koristi se jos i kora pomorandze i
limuna, Stapici vanile, suvo grozde, smokva i muskatni orah (Miristica fragrans). Farma-
koloski aktivna jedinjenja iz ovih biljaka ispoljavaju snaznu antioksidativnu aktivnost, a
mnoga od njih mogu se ponasati i kao tonik, antiseptik, antidiuretik, antipiretik itd. U
srpskoj narodnoj medicini ove biljke se Cesto koriste u cilju poboljSanja varenja i protiv
bolova u Zelucu.

Bermet, kao vredno lekovito pi¢e na bazi bilja, pokazuje pozitivan komplementaran
efekat izmedu fenolnih jedinjenja iz crvenog vina i brojnih farmakoloski aktivnih jedinjenja

iz lekovitog i aromati¢nog bilja koje se dodaje tokom proizvodnje (Miliji¢ i Puskas, 2012).
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2.2.1. Anis ( Pimpinella anisum)
Sistematika

Carstvo: Plantae

Razdeo: Magnoliodhyta

Razred:Magnoliopsida

Red: Apiales

Porodica: Apiaceae

Rod: Pimpinella

Vrsta: Pimpinella anisum
S

by

i w b/
‘ ,

Slika 2.6. Izgled biljke i cveta anisa (Pimpinella anisum)

Izgled biljke: Anis je jednogodi$nja zeljasta biljka.

Koren: Vretenast, tanak, slabo razvijen, prostire se do dubine 20 — 30 cm. Slabe je usisne
moci.

Stablo: Uspravno 30-70 cm visine, Suplje valjkasto, obraslo kratkim mekanim dlacicama,
uzduzZno rebrasto. Grana se pri vrhu a na krajevima grana se formiraju Stitaste cvasti.
Listovi: Razli¢itog su oblika. Donji su srcoliki, na dugim drSkama. Listovi na sredini stabla
su trojno deljeni, trojno perasti, na kra¢im drSkama, dok su gornji sedeci, izduzeni 1 izdeljeni
na uzane, duguljaste reznjeve.

Cvetovi: SlozZeni u Stitaste cvasti (slozen §tit) koje ¢ini 10-15 Stiti¢a sa do 15 cvetova u
svakom §titi¢u. Cvetovi su petodelni, kruni¢ni listi¢i beli, ¢aSica prekrivena finim maljama.
Plod: Sizokarpijum koji se sastoji od dva plodi¢a, (semena) spljostenog oblika, jajasta,
obrasla sa jednocelijskim bradavicastim dlacicama. Plod je sivozelene boje i u perikarpu
koji je dosta debeo se nalaze male Supljine ispunjene uljem. Duzina semena je 3-6 mm a

debljina do 3 mm. Masa 1000 zrna je 1- 4 g.
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Anis je jednogodi$nja biljka koja moze da izraste od pola do jednog metra visine.
Ima granatu Suplju stabljiku, pokrivenu pahuljastim dla¢icama, sa okruglastim i usko
lancetastim belim cvetovima. Plod je jajastog oblika, prema vrhu je suzen, dugacak je od 3
do 6 mm a debeo je 3 mm. Plod je svetlozelenosiv, sa ¢ekinjama i 10 rebara. Vreme
cvetanja je od maja do avgusta, a vreme sazrevanja je avgust i septembar. Raste u isto¢noj
mediteranskoj regiji, zapadnoj Aziji, na Bliskom istoku, Meksiku, Egiptu, i Spaniji (Salehi,
2010). Anis se prvenstveno gaji zbog semena koje se koristi kao zacin (Giilgin et al., 2003),
(slika 2.6). Eteri¢na ulja se koriste za leCenje nekih bolesti ukljucujuci i napade epilepsije
(Avicenna et al., 1988). Ulje anisa se koristi u preradi hrane za poboljSavanje ukusa
kolac¢ima i bezalkoholnim pi¢ima (Rodrigues et al., 2003). Trans-anetol u velikoj meri se
koristi u farmaceutskoj industriji kao supstrat za sintezu razli¢itih supstanci kao S§to je
fenobarbitol (Sousa et al., 1991).

Lekoviti deo biljke: Upotrebljava se zrelo seme (Fructus Anisi vulgaris Semen Anisi)
koje se bere samo po suvom vremenu.

Lekovite supstance koje sadrzi anisovo seme: etarsko ulje, masti, belancevine,
Seceri. Etarsko ulje sastoji se uglavnom od anetola. Seme anisa sadrzi 1,5-6 % etarskog ulja
koje se sastoji pre svega od trans-anetola, 8-11 % lipida bogatih palmitinskom i oleinskom
kiselinom, 4 % ugljenih hidrata i 18 % proteina (Sousa et al., 1991). Ostale studije su
pokazale prisustvo eugenola, trans-anetola, anis-aldehida (Wagner, 1984), estragola (Zargari
et al., 1989), skopoletina, kumarina, umbeliferona, estara (Burkhardt, et al., 1986), terpena
ugljovodonika (Karting et al., 1975), poliena i poliacetilena kao glavnih sastojaka eteri¢nog
ulja semena anisa (Schulte et al., 1970). Fenolna jedinjenja prisutna u etarskim uljima imaju
antimikrobno dejstvo. Etarsko ulje anisa (Anisi aethroleum) je bistra bezbojna te¢nost ili
bezbojna kristalna masa, prijatnog aromaticnog mirisa i slatkog ukusa. Ocvrsne na
temperaturi izmedu 15 i 20 °C usled prisustva velike koli¢ine trans-anetola (80-90%), ¢ija je
tacka topljenja 22,5 °C. To je smeSa fenolnih jedinjenja, seskviterpena, i alkena. Glavni
sastojak je trans-anetol a njegov izomer metilkavikol (estragol) ¢ini 4%, dok su ostale
komponente anisaldehid, anisketon, dianetol, cis-anetol. Cis-anetol je toksican i njegova
koli¢ina treba da se krece u granicama od 0,2-0,5%. (Ullah, 2012).

Analizom etarskog ulja ploda anisa koji poti¢e iz Turske utvrdeno je da je trans-
anetol zastupljen sa 77-86,3%, metilkavikol (estragol) sa 8,0-9,8%, pseudoizoeugenil-2-
metilbutirat (3,5-4,6%), y-himahalen, cis-anetol, anisaldehid, epoksi-trans-pseudo-
izoeugenil-2-metilbutirat i dr. (Kurkcuoglu et al., 2003). Etarsko ulje anisa analizirano je
GC i GC-MS metodom i identifikovan je trans-anetol (93,9 %), metilkavikol (2,4 %), a
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komponente trans-metileugenol, a-kuparen, o-himahalen, B-bisabolen, p-anisaldehid, cis-
anetol identifikovane su u koli¢inama ve¢im od 0,06 % (Ozcan i Chalchat, 2006).

Koncentracija pojedinih komponenti u etarskom ulju znacajno varira u zavisnosti od
uslova gajenja i genetskih resursa. Analizom etarskog ulja iz semena anisa dobijenih
uzgajanjem na razli¢itim podru¢jima Evrope utvrden je razli¢iti hemijski sastav etarskog
ulja (Orav et al., 2008). Glavna komponenta je trans-anetol (76,9-93,7%) i y-himahalen
(0,4-8,2 %), trans-pseudoizoeugenil-2-metilbutirat (0,4-6,4%), p-anisaldehid (do 5,4%), i
metilkavikol (0,5-2,3%). U uzorcima ulja poreklom iz Gréke, Madarske, Skotske, Litvanije,
Italije i Nemacke sadrzaj trans-anetola je ve¢i od 90%, a etarsko ulje semena anisa iz
Etiopije je bogato y-himahalenom (8,2%), trans-pseudoizoeugenil-2-metilbutiratom (6,4%),
dok uzorci iz Francuske sadrze najvecu koli¢inu anisaldehida (5,4%), (Orav et al., 2008).

Akhtar sa saradnicima (2008a) godine je ispitivao antibakterijsku aktivnost vodenog,
metanolnog, acetonskog i petrol-etarskog ekstrakta plodova anisa protiv Cetiri patogene
bakterije: Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Echerichia coli, Klebsiella
pneumoniae pomocu disk difuzione metode. Acetonski i petroletarski ekstrakt ne inhibira
rast ovih bakterija dok vodeni i metanolni ekstrakt pokazuju antibakterijsku aktivnost, s tim
Sto je vodeni ekstrakt mnogo efikasniji (Akhtar et al. 2008b).

Etarsko ulje anisa poseduje antimikrobnu aktivnost i prema Gram pozitivnim
(Staphylococcus aureus, Bacillus cereus) i prema Gram negativnim bakterijama
(Echerichia coli, Proteus mirabils, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa)
(Mohammed, 2009). Ispitivanja koja su sproveli Ates i Erdogrul (Ates i Erdogrul, 2003) sa
vodenim i alkoholnim ekstraktima semena anisa na Gram(-) bakterije pokazala su da vodeni
ekstrakt nije bio aktivan prema Gram negativnim bakterijama (Pseudomonas aeruginosa,
Echerichia coli) ali je bio efikasan prema Candida albicans, dok je alkoholni ekstrakt
pokazao antibakterijske osobine prema Micrococcus luteus, i Mycobacterium smegmatis.
Etarsko ulje anisa pokazuje inhibitornu aktivnost protiv gljiva. Kosalec et. al. (2005) su
utvrdili da ekstrakt semena anisa i etarsko ulje semena anisa pokazuje antimikrobu aktivnost
na sedam wvrsta kvasaca: Candida albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C.
pseudotropicalis, C. krusei, zaustavlja rast Geotrichum spp., a neaktivan kod C. glabrata.
Inhibitorno deluje protiv dermatofita Trichopyton rubrum, T. mentagrophytes, Microsporum
canis i M. gypsseum. Antifugalna aktivnost etarskog ulja semena anisa utvrdena je protiv
Alternaria alternata, Aspergilus niger, Aspergilus parasiticus, (Ozcan and Chalchat 2006).
Baskabady i Ramazani-Assari (2001), potvrdili su bronhodilatorni efekat vodenog i

etanolnog ekstrakta i etarskog ulja semena anisa.
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Etarsko ulje anisa se u Iranskoj medicini koristi u antikonvulzivnoj terapiji, a ovo su
i potvrdili Pourgholami et al. (1999) i Janahmadi et al. (2008). Istrazivanjima je utvrden
antikonvulzivni i neuroprotektivni efekat na mozak pacova (Karimzadeh et al., 2012) i
moguénost primene anisa u lecenju epilepsije.

Rezultati studije koju je izveo Picon et al. (2010) pokazuju znacajan laksativni efekat
anisa tako da se on moze koristiti kao bezbedna alternativa za tretman opstipacije.
Ispitivanja etarskog ulja anisa pokazala su znacajan analgeticki efekat koji je slican morfinu
i aspirinu (Tas, 2009).

Singh et al. (2008) ispitivali su antioksidativni potencijal etarskog ulja iz semena
anisa preko inhibicije peroksidacije linoleinske kiseline, DPPH radikala, redukcijom Fe3+ i
dosli do zakljucka da ulje anisa ima jaku antioksidativnu aktivnost ve¢u od BHA i BHT.

Insekticidnu aktivnost 40 etarskih ulja ispitivali su Park et al. (2008), protiv larve
Lycoriella ingenua. Ispitivanjima je utvrdeno da etarsko ulje poseduje dobru insekticidnu
aktivnost, najefikasnija jedinjenja su alil-izotiocijanat, trans-anetol, dialil-disulfid i p-
anisaldehid, (slika 2.7).

Antioksidativni, antidijabetski i hipolipidemicki efekat anisa primenjivan je kod
pacijenata sa dijabetesom tipa 2 kori§¢enjem 5 g/dan praha semena anisa U trajanju od 60
dana. Rezultati pokazuju da 36 % opada glukoza u krvi a takode se javlja i znacajno
smanjenje holesterola i triglicerida u krvi (Rajeshwari et al., 2011) .

Etarsko ulje iz semena anisa koristi se kao ekspektorans, karminativ, stomahik,
galaktagog 1 korigans mirisa 1 ukusa. StimuliSe sekreciju Zuci i pljuvacke. Eteri¢no ulje
anisa deluje na neuromuskulatorni sistem i deluje protiv gastralgije i kolika. Ulje anisa
deluje i na centralni nervni sistem (Tucakov, 1997). Seme anisa deluje protiv nadimanja,
umiruje gréeve, jaca Zeludac 1 pospeSuje probavu. Kneipp stavlja delovanje anisovog
semena kao sredstva protiv nadimanja ispred komoraca (Foeniculum vulgare), anisovo ulje

(Aetheroleum anisi).

A

trans-anatol fenikulin

Slika 2.7. Struktura trans-anetola i fenikulina
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2.2.2. Cimet (Cinnamomum verum, sinonim, C. zeylanicum)
Sistematika

Carstvo: Plantae
Razdeo: Magnoliodhyta
Razred Magnoliopsida
Red: Laurales
Porodica: Lauraceae
Rod: Cinnamomum
Binomijalna
nomenklatura
Cinnamomum verum
J.Presl
Sinonimi:

C. zeylanicum

Slika 2.8. Lekoviti delovi cimeta (Cinnamomum zeylanicum)

Cimet je veoma star za¢in, pominje se 2800 godine pre n.e. u kineskoj botanici, a u
starom Egiptu je koriS¢en za balsamovanje. Samonikla je biljka juzne i1 jugoistocne Azije;
kultivira se u Sri Lanki, na Sejselima, u jugoistoénoj Indiji, Indoneziji, na Zapadnom
Indijskom ostrvu i u Juznoj Americi. Komercijalno se uglavnom uvozi iz Sri Lanke, a manje
sa Malezije, Madagaskara i SejSela.

Cimet se dobija iz osuSene kore zimzelenog drveta cimetovca karakteristicne arome.
Samonikli cimetovac moze da naraste do 7 m a kultivisani do 3 m. U plantaznom se gajenju
dobija redovnim podrezivanjem stabala koja se gaje kao grmovi. Kora se dobiva sa grana
Sestogodisnjih stabala debelih 2-3 cm ili sa dvogodisnjih izdanaka korena starijih biljaka.
Listovi su ovalno-lancetasti, kozasti i zilavi, dugi su do 20 cm sa lu¢no savijenom
nervaturom. Kada se protrljaju miriSu na karanfil. Cvetovi su u obliku cvasti, oko 0,5 cm,

dlakavi su i svilenkasti, a plodovi su bobice purpurne boje. Razlikuju se cejlonski i kasija
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cimet. Cejlonski cimet se prodaje u obliku Stapi¢a, Zutobraon je boje i ima pikantniju aromu
od kasija cimeta, (slika 2.8). Kasija cimet je loSijeg kvaliteta i crvenkaste je boje.

Cimet sadrzi etericno ulje (0,4-8,0 %), celulozu, ugljene hidrate, tanine, manitol.
Eteri¢no ulje cimeta je svetlozuta te¢nost aromati¢nog mirisa i slatkastog ukusa. Osnovne
komponente eteri¢énog ulja su: cimetaldehid (65-75 %), a-bergamoten (27,4 %), a-copaen
(23,0 %), transcimetna kiselina (10 %), cimetni alkohol (8 %), eugenol (5 %), tetradekanol
(4,3 %), viridifloren (3,3 %), a-murolen (2,7 %), gemakren (2,1 %), epi- a-bisabolol (2,1
%), spatulenol (2,0 %), aroma dendren (1,8 %), globulol (1,7 %), y-kadinen- (1,6 %),
nonanol (1,1 %), a-pinen (0,9 %), (Jayaprakasha et al., 1997), (slika 2. 9).

Cimet je prirodni astringens, antimikotik, aromatik, antibakterik, antidijabetik,
dezifecijens, hemostatik, korigens, stomahik, karminativ, spazmolitik i stimulans. Pomaze
kod dijabetesa tipa 2, jaca srce i zeludac, pozitivno deluje na uravnotezavanje holesterola.
Stimulise mokrenje i djeluje protiv gihta, jaca telesnu snagu posle teskih bolesti (Kersek,
2004).

Koristi se u prehrambenoj, kozmetickoj i farmaceutskoj industriji. Cejlonski cimet se
obi¢no nalazi u prodaji u obliku tankih uvijenih komada kore drveta cimetovca, dok kasija
cimet se viSe upotrebljava u mlevenom obliku za umake. U kombinaciji sa drugim drogama
koristi se kao stomahik i karminativ u le¢enju problema pri varenju koje se javljaju nakon
preobilnog obroka, blagih gastrointestinalnih spazama i kod smanjenog apetita. Najcesce se
koristi kao korigens ukusa, kao zacin 1 u pripremi likera. U tradicionalnoj medicini eteri¢no
ulje cimeta se koristilo za leCenje dismenoreje i hemostiptik. KoriS¢enje vecih doza
cimetovca ili osrednjih doza eteri¢nog ulja uzrokuju tahikardiju, podsti¢u intestinalnu
peristalistiku, respiraciju 1 perspiraciju. Ne bi se smeo koristiti kod Zeluda¢nih i crevnih
ulceracija a takode ni za vreme trudnoce. Kontraindikacije su alergija na cimet. Malo je
biljnih preparata koji sadrze koru cimetovca, a najéeS¢e se koristi kao korigens ukusa i kao
aromatik. Koristi se kao sastojak zacinskih meSavina kori§¢enih za pripremu kuvanog vina.
Eteri¢no ulje cimeta koristi se u kombinaciji sa mati¢njakom, a 1 sastavni deo je 1 kreme
Carmol® u kombinaciji sa eteri¢cnim uljima mati¢njaka, kadulje, limuna, lavande, anisa,

timijana, mente, karanfili¢a i oraha (Kalodera, 2009).

O

Cimetaldehid
OCH3
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O- Metoksi cimetaldehid
@/\V\OH CHQO:@/\//
HO

Cimetni alkohol Eugenol Kumarin

Slika 2.9. Komponente eteri¢nog ulja cimeta

2.2.3. Pelin (Artemisia absinthium)

Sistematika
Carstvo: Plantae
Razdeo: Magnoliophyta
Razred: Magnoliopsida
Red: Asterales
Porodica: Asteraceae
Rod: Artemisia
Vrsta:  A. absinthium

Artemisia absinthium L.
Slika 2.10. Pelin (Artemisia absinthium)

Pelin je biljka poznata jos iz anti¢kih vremena. Sakuplja se i gaji radi listova, herbe i

rascvetalih cvasti. Pelin je visegodiSnja, zeljasta, vrlo razgranata biljka, visoka 0,5 do 1,5
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metara. Cela biljka je obrasla mekim, svilastim dlaicama, zbog ¢ega je srebrnastozelena.
Cveta u leto. Lis¢e je belicasto, svilasto, pokriveno gustim, mekim dlacicama. Prizemno
lis¢e je krupno, troperasto i ima dugacke drske. LiS¢e na gornjem delu stabljike ima kratke
drske, dvoperasto je ili jednoperasto, a okrajci su lopaticasti ili kopljasti. Lis¢e uz cvet je
celo, bez drske, sli¢no bodlji. | stabljika je dlakava. Cvasti su udruzene u rac¢vaste metlice s
malim, loptastim, u precniku oko 3 mm velikim zutim glavicama na kratkim drSkama. Na
dlakavom cvetiStu ima mnogo cevastih, zutih cveti¢a sa zlezdama napunjenim uljem
(Tucakov, 1997), (slika 2.10).

Lekovite supstance: Pelin sadrzi niz lekovitih supstanci, a pre svega eteri¢no ulje,
sastavljeno od niza organskih jedinjenja. Osim toga, sadrzi gorki glikozid absitin 1 gorke
supstance artemisin, absintiin i anabsintiin, a od organskih kiselina nalaze se u pelinu
jabucna, taninska i ¢ilibarna kiselina. Utvrdene su i supstance poput parafina ¢iji sastav nije
jos§ ta¢no odreden. Osim toga, u listovima se nalazi zelenoplavo eteri¢no ulje tujon, nadalje
terpen, medu njima azulen, tanaceton i konac¢no soli kalijuma i mangana. U evropskoj
tradicionalnoj medicini koristi se za leCenje dijabetesa, a ekstrakti cele biljke koriste se za
leCenje epilepsije, psihoneuritisa, depresije, razdrazljivosti, nesanice, anksioznog stresa
(Walter et al., 2003). Sirovi ekstrakti su koris¢eni kao agens protiv malarije, a ekstrakti
pelina imaju antitumornu aktivnost (Sun et al., 1992). Izolovana eteri¢na ulja pelina imaju
insekticidno, antimikrobno i antigljiviéno dejstvo (Judzentience i Buzelyte, 2006).
Ispitivanjem i GS-MS analizom Artemisia vulgaris L. Izolovane su supstance: kamfor (16,8
%), a-tujon (11,3 %), germakren D (7,2 %), kampfen (6,5 %), 1,2-cineol (5,8 %) i B-
kariofilin (5,4 %) (Sujatha et al., 2009).

Pelin pripada najCeS¢e opisivanim biljkama i verovatno najceS¢e upotrebljenoj
lekovitoj biljci za pospeSenje probave i poboljsanje apetita. Pelin je sredstvo za jacanje
(tonicum), on pobuduje izlucivanje zuci iz jetre i otklanja veoma brzo sve probavne smetnje
i nadimanja. Caj od pelina preporucuje se bolesnicima kojima je operativnim putem
uklonjena zuéna kesa. Caj od pelina odli¢no je sredstvo protiv gréeva u Zelucu i crevima,
protiv katara zeluca, hroni¢ne zacepljenosti, proliva, prevelike kiseline u Zelucu, debljine,
Zutice, Zgaravice, protiv Zuto obloZenog jezika i1 loSeg zadaha iz usta.

Budu¢i da se izlu€ivanje bubrega u znatnoj meri pobuduje pomocu eteri¢nog ulja
sadrzanog u pelinu, to se ¢aj od pelina moze uzimati u malim koli¢inama za lecenje katara
mehura, a i kod upalnih nadrazaja bubrega. Vece koli¢ine pripravaka nisu prikladne samo

pri poslednjoj spomenutoj bolesti, jer prejako nadrazivanje bubrega moze Cak zaustaviti
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izlu¢ivanje mokrace 1 pojacati upalu bubrega. Kao iskljucivo gorka biljka, pelin deluje na
stvaranje 1 poboljsanje krvi kao i na poboljSanje cirkulacije.

Mnogostruka lekovita dejstva pelina povoljno uti¢u na celokupni organizam tako da
indirektno lece niz poteskoca koje direktno ne spadaju u podrucje lecenja pelinom. Nestaju
teSke smetnje u izmeni materije, debljina, Seerna bolest i dusevne smetnje koje sve vise ili
manje imaju dublji uzrok u neredovnom radu probavnih organa, smetnjama u radu jetre,
zu¢i 1 slezene i funkcijama zenskih polnih organa (Kersek, 2004).

2.2.4. Sladi¢ (Glycyrrhiza glabra)

Glycyrrhizaglabra glabra L.

Sika 2.11. Sladi¢ (Glycyrrhiza glabra)

Sistematika
Carstvo: Plantae
Razdeo: Magnoliophyta
Razred: Magnoliopsida
Red: Asterales
Porodica: Fabaceae
Podporodica: Faboideae
Rod: Galegeae

Vrsta:Glycyrrhiza
glabra L.
Narodna imena: Sladi¢, glic¢irica, gospino zelje, patika, sladka korenica, sladko drvo,
sladka trava, slatki bagrem.

Sladi¢ je visegodisnja poludrvenasta biljka sa razvijenim korenom i stolonima koji
dostizu 1 do 13 m duzine. Koren je spolja smede boje a iznutra je zut. Glavni koren

vertikalno prodire u zemlju i iz njega se razvijaju mnogobrojni stoloni. Na svakom korenu
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ima dva do pet stolona. 1z stolona koji se nalazi na povrsini, razvijaju se nove mlade biljke a
iz njih se dalje razvijaju korenovi i stoloni. Na ovaj nacin se razvija veci broj biljaka koje su
u gornjem delu razgranate, hrapave ili gusto pokrivene dlakama i Zlezdama, visoke su do 2
m. Stabljike su obrasle naizmeni¢no postavljenim listovima koji su neparno perasto slozeni
sa 5-7 pari ovalnih listica celog oboda tako da podse¢a na bagrem. Listovi su jajastog
oblika, dugacki 2,5-5 cm. Cveta u maju, cvetovi su ljubi¢aste do plavoljubicaste boje,
duzine oko 1 cm, formiraju grozdaste cvasti koje se sastoje od 20-30 cvetova. Plod je
mahuna crvenkastosmede boje, dugacka 2-3 cm, sa 3-5 semenki. Seme je sitno. Masa 1.000
semenki iznosi oko 10 g (slika 2.11).

Lekovite supstance: Glavna lekovita supstanca je glicirizin, slada je od Secera 50
puta, ima jednaka svojstva kao saponin, nerastvorna je, a njeno djelovanje ogleda se u
rastvaranju i lakSem izlu€ivanju sluzi. Ona ne uzrokuje nikakav nadrazaj na sluznicu. Koren
nadalje sadrzi azotna jedinjenja, malo tanina, masti, mnogo skroba, eteri¢no ulje, gorke
supstance, asparagin, malo oksalne kiseline, smole 1 flavonoide. Polisaharidi sladi¢a sastoje
se od: ramnoze, glukoze, arabinoze i galaktoze, pri ¢emu je glukoza najzastupljenija
komponenta (Renije, 2008).

Preporucuje se kao sredstvo protiv kaslja kod tuberkuloze pluca i kao sredstvo za
lecenje zeludca.

Koren sladi¢a 1 od njega dobiveni sok smiruje upale 1 gréeve. Koristi se u leCenju
kaSlja, kod gastritisa 1 ¢ira na zeludcu, upalnih procesa, problema sa jetrom, kod alergija,
bronhitisa (Xu et al., 2002).

Koren je Cest sastojak Cajeva protiv kaslja 1 nagomilavanja sluzi, a i Cajeva za
zeludac. Koristi se i sam koren sladica bez dodataka kao blago sredstvo za ¢iSéenje.
(Kersek, 2004). Koren sladi¢a ima antibakterijsko delovanje prema Staphylococcus aureus
(Christopher et al., 2005). U sluzbenoj upotrebi su koren (Liquiritiae radix) i stoloni stari 3-
4 godine. Koren sadrzi glicirizin (do 15 %), kalijumovu i kalcijumovu so glicirinske
kiseline, Secere (5-10 %), skrob (do 30 %), pektine. Sadrzi fenolna jedinjenja (likviricin) od
koga potice zuta boja korena. Glicirizin je triterpenski saponozid koji se hidrolizom razlaze
na gliceretinsku kiselinu (gliciretin) i dva molekula glikuronske kiseline (Kisgeci, 2002),
(slika 2.12).
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1 - Hispaglabridin A, R=H, R, =CH,CH=C(CHj), 4 - Hispaglabridin B
2 - 4’-0O-Methylglabridin, R=CH, R,=H

3 - Glabridin, rR=Rr,=H

5- Isoprenylchalcone, R,=R,=CH.CH=C(CHs), 7- Formononetin
6- Isoliquiritigenin, R,=R,~H

Slika 2.12. Molekulske strukture izoflavana (1-4) halkona (5 i 6) i izoflavona (7) izolovanih
iz korena sladi¢a

2.3. HEMIJSKI SASTAV VINA

Alkoholno vrenje predstavlja vrlo sloZzen biohemijski proces. Neki se sastojci samo
delimi¢no menjaju, dok drugi sasvim nestaju i1 prelaze u nova jedinjenja. Vino se sastoji
najve¢im delom od vode u kojoj je rastvoreno vise od 1000 jedinjenja koja ¢ine hemijski
sastav vina. Na hemijski sastav vina uticu sledeci faktori: sorta vinove loze, stepen zrelosti

grozda, klimatski 1 zemljiSni uslovi, primenjene agrotehnicke mere i nacin vinifikacije.
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Tabela 2.2. Vazniji sastojci vina i njihove koli¢ine

PARAMETAR SADRZAJ
Voda, % 70 - 80
Etanol, g/l 50 -130
Metanol i visi alkoholi, g/ 0,200 -0,800
Glicerol, g/l 6-24
Kiseline, g/l 4-10
Ugljeni hidrati 1-250
Fenolna jedinjenja, g/l 0,2-4,0
Azotna jedinjenja, g/l 0,3-1,0
Aromati¢ne materije, g/l 08-1,2
Aldehidi, g/l 0,01-0,1
2.3.1. Alkoholi

U vinu se nalazi veéi broj alkohola, od kojih su jedni manje a drugi vise zastupljeni i
koji se po svojim osobinama znatno razlikuju medu sobom. Od monovalentnih alkohola u
vinu su zastupljeni: metanol, etanol i visi alkoholi, a od polivalentnih: 2,3-butilenglikol,
glicerol i manitol.

Najznacajniji alkohol je etanol i predstavlja glavni proizvod alkoholne fermentacije.
Fermentacijom Secera Sire nastaje najceS¢e do 16 vol. % alkohola, a najvise 18 vol. %.
Prisustvo ovog alkohola predstavlja jedan od pokazatelja kvaliteta vina. Koli¢ina stvorenog
etanola zavisi od sorte 1 stepena zrelosti grozda, klimatskih uslova tokom sazrevanja grozda
i dr. Kvalitetnija vina imaju ve¢i sadrzaj alkohola. Vino sa sadrzajem alkohola do 10 vol. %
je slabo, od 10 do 12 vol. % srednje jacine, od 12 do 15 jako i preko 15 vol. % vrlo jako.
Vina sa ve¢im sadrzajem alkohola su stabilnija i lakSe se Cuvaju.

Metanol je bezbojna teCnost, po mirisu je slican etanolu i odlikuje se velikom
toksi¢nosc¢u. Ovaj alkohol prelazi iz grozda u vino. Nalazi se u sastavu pektinskih materija.
Hidrolizom ovih jedinjenja pod uticajem enzima pektin esteraze oslobada se metanol.
Sadrzaj metanola zavisi od stepena zrelosti grozda i od nacina prerade, odnosno duzine
maceracije. PoSto se pektinske materije najvise nalaze u ¢vrstim delovima grozda pa ¢e i
metanola biti viSe u onim vinima koja su fermentisala sa ¢vrstim delovima grozda, kao §to je
slu€aj sa crvenim vinima. Vina proizvedena od grozda zahvacenog sivom plesni sadrze 1,5
do 3,5 puta vece koli¢ine metanola u odnosu na vina od zdravog grozda (Jovi¢, 2003).
Maksimalna dozvoljena koli¢ina metanola za bela vina je 150 mg/l, a za crvena 300 mg/I.

Visi alkoholi u svom molekulu imaju vise od dva ugljenikova atoma, jednovalentni

su, a tacka kljucanja je visa od tacke kljuCanja etanola. Glavni visi alkoholi koji nastaju u
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toku alkoholne fermentacije su: n-propanol, izo-butanol, amilalkohol, izo-pentanol i
feniletanol (u toku alkoholne fermentacije stvori se vise od 90 % visih alkohola i oni su
glavni deo arome vina koji se stvara u toku alkoholne fermentacije). Njihov sadrzaj u vinu
se krece od 150 do 550 mg/l (Ribereau-Gayon et al., 1982; Jackson, 2000). Sadrzaj visih
alkohola do 300 mg/I deluje pozitivno na kompleksnost bukea vina (Ribereau-Gayon et al.,
1999), a ako je veéi (do 1g/l) predstavlja manu arome (Flanzy, 1998). Bistrenje $ire i neki
drugi postupci kojima se smanjuje sadrzaj nerastvorljivih jedinjenja u Siri (posebno
proteina), moze da utiCe na finalni sadrzaj visih alkohola u vinu, (2.2). Neki visi alkoholi
imaju oStar i neprijatan miris a sa kiselinama daju estre vrlo prijatnih mirisa. Nastajanje
(sinteza) visih alkohola zavisi od sorte, stepena zrelosti grozda, sadrzaja Se€era i amino
kiselina, koncentracije ostalih azotnih jedinjenja, nacina vinifikacije, mutnoée Sire, vrste i
soja kvasca, temperature fermentacije i od sadrzaja tiamina.

Postoji viSe hipoteza za tumacenje sinteze visih alkohola. Opste je prihvaceno da
nastaju i od amino-kiselina i od Seéera (odnosno od intermedijarnog metabolita a-keto
kiselina, koje su dobijene ili od amino-kiselina ili od Secera). Dva su puta njihovog nastanka
(Rodopulo, 1983): po jednom - katabolizam amino-kiselina pri ¢emu dolazi do njihove
dekarboksilacije iza ¢ega sledi redukcija nastalih a-keto kiselina (Erlich-ov put). Drugi put
je anabolizam amino-kiselina preko odgovarajué¢ih a-keto kiselina nastalih od Secera. Keto-
kiseline, nastale reakcijama bilo anabolitske ili katabolitske prirode bivaju
dekarboksilacijom i redukcijom prevedene u odgovarajuce vise alkohole. Koji ¢e od ovih
puteva biti dominantan zavisi od izvora azota u Siri: nedostatak asimiliraju¢eg azota izaziva
akumulaciju a-keto kiselina i posledica je stvaranje viSe visih alkohola. U suprotnom slucaju
(prisustvo u sredini vece koli¢ine amino-kiselina) stvaranje visih alkohola anaboli¢kim
putem je inhibirano, ali se zato oni viSe stvaraju katabolickim putem. Medu viSim
alkoholima u vinu su najviSe zastupljeni izo-pentanal i izo-pentanol, izo-butanol i propanol.
Ostali visi alkoholi zastupljeni su u vrlo malim koli¢inama, ¢ak u tragovima. Ovi alkoholi
nastaju u toku fermentacije od amino kiselina 1 Secera.

U toku alkoholne fermentacije, kao sekundarni proizvodi, nastaju polihidroksilni
alkoholi (polioli): glicerol i 2,3-butandiol. Pored njih mogu da budu prisutni i tzv. Se¢erni
alkoholi: eritritol, arabitol, ribitol, ksilitol, manitol, sorbitol i inozitol. Oni nastaju
redukcijom odgovarajucih aldo ili keto Secera.

Glicerol je trohidroksilni alkohol koga posle etanola najvise ima u vinu. On je glavni

predstavnik sekundarnih  proizvoda alkoholne fermentacije. Nastaje redukcijom
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dioksiacetonfosfata uz NADH + H* pre nastajanja etanala i njegova pojava vezana je za
prvu fazu fermentacije). Nastaje glicerolfosfat koji se posredstvom glicerolfosfataze
konvertuje u glicerol. Njegovo prisustvo je veoma znacajno za kvalitet vina, jer vina sa vise
glicerola na ukusu su punija i harmonic¢nija. Sadzaj glicerola u vinu se kre¢e od 5 do 11g/l.
Koli¢ina glicerola zavisi od soja kvasca, od sastava $ire (viSe Secera - viSe glicerola), od
temperature fermentacije (viSa temperatura - viSe glicerola) 1 dr. Grozde napadnuto
plemenitom plesni sadrzi veéu koli¢inu glicerola, ¢esto i do 15 i 20g/l (Ribereau-Gayon et
al., 1999). Glicerol sluzi kvascima da im poveca otpornost na osmotski pritisak (Amerine i
Joslyn, 1970). Glicerol se akumulira u citoplazmi cCelije, a visak prostom difuzijom prelazi u
spoljnu sredinu, a uti¢e na senzorna svojstva vina i bogatstvo ukusa (Puchades et al., 1991;
Verret et al., 2001). 2,3-butandiol je dvovalentni alkohol, koji se javlja kao sekundarni
proizvod alkoholne fermentacije (nastaje iz produkata razgradnje Secera). Vino sadrzi od 0,3
do 1,0 g/l a njegov sadrzaj zavisi od koli¢ine Secera i od aeracije vina. U Seri vinima veci je
sadrzaj ovog alkohola. Ima slatkast ukus i doprinosi harmoni¢nosti ukusa (Ribereau-Gayon

etal., 1999).

2.3.2. Ekstrakt vina

Ekstrakt predstavljaju svi neisparljivi sastojci vina. Ovi sastojci su vrlo razlicite
hemijske prirode i u vinu se nalaze bilo u vidu pravih rastvora ili kao koloidi (Radovanovic,
1986).

U vinu se razlikuju dva ekstrakta: ukupni ekstrakt i ekstrakt bez Seéera. Ukupni
ekstrakt je skup svih materija vina koje pod odredenim fizickim uslovima ne isparavaju. To
su: glicerol, neprevreli Seceri, neispaljive kiseline, mineralne materije i dr. Ekstrakt bez
Secera je vrednost ukupnog ekstrakta umanjena za vrednost redukujuc¢ih materija (Secera)
iznad jednog grama.

Sadrzaj ekstrakta u vinu je od velikog znacaja za njegov kvalitet. Vina bogata u
ekstraktu su puna i harmoni¢na. Vina sa malim sadrZajem ekstrakta su viSe ,,prazna® i
neharmoni¢na. Sadrzaj ekstrakta u vinu zavisi od viSe faktora. Jedan od faktora je sortna
odlika. Kvalitetne sorte daju vina sa viSe ekstrakta, a sorte slabijeg kvaliteta manje. Zatim,
na sadrzaj ekstrakta u vinu uticu klimatski i zemljiSni uslovi. Vina iz severnih krajeva i
siromasnih zemljiSta uglavnom sadrze manje ekstrakta, dok juzni krajevi i plodnija zemljista
daju vina sa veéim sadrzajem ekstrakta. Na sadrzaj ekstrakta u vinu uti¢e zdravstveno stanje

grozda (grozde u vidu suvarka ili napadnuto od plemenite plesni daje vino sa vise ekstrakta),
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zatim nacin prerade grozda (jacim cedenjem kljuka prelazi vise ekstraktivnih materija), kao
i nacin vinifikacije (bela vina imaju manje ekstrakta od crvenih vina) i dr.
Granicu sadrzaja ekstrakta u vinu propisuje zakon. Po Pravilniku o kvalitetu vina

propisane su minimalne vrednosti ekstrakta bez Secera i to:

Bela vina 15 g/l
Roze vina 16 g/l
Crvena vina 18 g/l

2.3.3. Ogranske kiseline

Kiseline vina su znacajne za ukus i postojanost vina. Organske Kkiseline vina
uglavnom poti¢u od grozda. Manji deo kiselina nastaje u samom Vvinu, odnosno u toku
alkoholne fermentacije. U aciditet vina organske kiseline ulaze kao neisparljive i isparljive
kiseline. Vino ima manje kiselina od Sire, jer se u procesu fermentacije i sazrevanja vina one
smanjuju, a i menjaju se pojedine kiseline (Radovanovi¢, 1986). Kiselost vina (izrazena kao
vinska) krece se od 4,5 do 12 g/l.

2.3.3.1. Neisparljive kiseline

Najveci deo neisparljivih kiselina potice iz grozda. Iz grozda u vino prelaze vinska,
jabucna i limunska kiselina. Manji deo ovih kiselina nastaje u vinu kao meduprodukt ili
konacan produkt alkoholne fermentacije: ¢ilibarna, pirogrozdana, 2-keto-glutarna, C-4 do C-
10 masne kiseline i isparljive kiseline: sir¢etna i mravlja. Grozde napadnuto gljivicom
Botrytis cinerea sadrzi glukonsku, sluznu i hidroksiglutarnu kiselinu. Mle¢nom
fermentacijom jabuc¢ne nastaje mlecna kiselina.

Vinova loza je jedna od malog broja biljaka u ¢ijem lis¢u se sintetiSe vinska kiselina
a grozde je jedini kultivisani plod koji u sebi akumulira znacajnu koli¢inu vinske kiseline.
Radi se o stereo izomeru L(+) vinske kiseline ¢ija koncentracija moze da dostigne vrednost
od 150 mM/1 u $iri od grozda u Sarku i 25 do 75 mM/1 u §iri zrelog grozda (Sto odgovara 3,8
-11,3 g/l) (Flanzy, 1998), (slika 2.13).

OH O
H
@] OH

Slika 2.13. Vinska kiselina
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Vinska kiselina je sekundarni metabolit Secera, odnosno sintetiSe se iz glukoze,
preko glukonske kiseline, kao meduproizvoda, u pentozo-fosfatnom ciklusu. Fazu razvi¢a
zelene bobice karakteriSe brza akumulacija vinske kiseline $to je u skladu sa intenzivnim
razmnozavanjem cCelija bobice. U toku sazrevanja sadrzaj vinske kiseline ostaje relativno
postojan.

Odmah posle zametanja bobica vinska kiselina se nalazi uglavhom kao slobodna. Sa
pridolaskom alkalija iz zemlji§ta u toku porasta bobice i sazrevanja grozda ova kiselina
prelazi u soli. U grozdu su prisutne kalijumove i kalcijumove soli vinske kiseline.

Vinova loza sadrzi L(-) izomer jabu¢ne kiseline. U lis¢u i mladoj zelenoj bobici
dolazi do znatne akumulacije jabu¢ne kiseline u toku faze porasta zelene bobice u koli¢ini
od 15 do 25 g/l (Radovanovi¢, 1986). Jedan deo ove kiseline poti¢e od direktne sinteze
karboksilacijom pirogrozdane kiseline, reakcijom koju Katalizuje jabuéni enzim Ccija je

aktivnost veoma znacajna pre Sarka, (slika 2.14).

O OH
HOMH/OH
0

Slika 2.14. Jabu¢na kiselina

U toku sazrevanja groZda, dolazi do znacajnih promena u metabolizmu jabucne
kiseline. U fazi tehnoloSke zrelosti, Sira groZda koje potice iz severnijih krajeva sadrzi 4-6,5
g/l jabuéne kiseline, dok je u Siri iz juznijih regiona koncentracija 1 — 2g/1. Ovaj pad tumaci
se koriS¢enjem jabucne kiseline za proizvodnju energije u grozdu 1 ona u toku sazrevanja
grozda predstavlja stvarni energetski supstrat.

Limunska kiselina je prirodno zastupljena u groZzdanom soku u srazmerno niskim
koncentracijama. Ona ima veoma vaznu biohemijsku 1 metaboliticku ulogu u Krebsovom
ciklusu trikarbonskih kiselina. U toku razvi¢a bobica 1 sazrevanja grozda sadrzaj ove
kiseline se ne menja mnogo i moze se nac¢i U koncentracijama do 0,3 — 0,4 g/l (Flanzy,
1998).

U organoleptickom smislu kiseli ukus vina poti¢e od tri kiseline poreklom od grozda
(vinske, jabuéne i limunske) i tri kiseline koje nastaju u toku alkoholnog vrenja ili mle¢nog
vrenja jabucne kiseline (siréetne, mlecne 1 Cilibarne kiseline). Visi sadrzaj vinske kiseline

daje vinu tzv. ,,metalni karakter, tvrdo¢u i utisak trpkosti. U vinima vrhunskog kvaliteta
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sadrzaj vinske kiseline nije visok. Visi sadrzaj jabucne kiseline u vinu daje tzv. "zeleni
karakter", a limunska kiselina kao da je vino zakiseljeno. Siréetna kiseline se viSe oseca ako

je u obliku estra - etilacetata; ¢ilibarna kiselina ima gorak i slani ukus a mle¢na kiselina ima

vise nakiseo ukus.

Tabela 2.3. Organske kiseline u vinu i njihova promena u odnosu na siru (Jovié, 2003)

Hemijski naziv Strukturna formula Promena u Sadrzaj
odnosu na Siru

Vinska kiselina HOOC-CHOH-CHOH-COOH smanjenje 2-5 g/l

Jabu¢na kiselina HOOC-CH,-CHOH-COOH smanjenje 1-4 g/l

Mlecna kiselina HOOC-CHOH-CH3 novonastala 0,5-549/l

Cilibarna kiselina HOOC-CH,-CH»-COOH novostvorena  0,6- 1,8 g/l

Pirogrzdana HOOC-CO-CHs novostvorena 2-500 mg/I

kiselina

2-Ketoglutarna HOOC-CO-(CHOH)3-CH.OH novostvorena 4 — 197 mg/I

kiselina

Siréetna kiselina CHs- COOH novostvorena 0,2- 0,6 g/l

Limunska Kkiselina HOOC- CH,- C(HOH)- porast 0,1-0,5 g/l
CH>COOH

Glioksilna kiselina HOOC-CH.0OH porast 10-20 mg/I

Glicerinska HOOC-CHOH-CH20H novostvorena 1,2-2 g/l

kiselina

Sluzna kiselina HOOC-(CHOH)s;-COOH novostvorena 0,25-5,0 g/l

Glukonska kiselina HOOC-(CHOH)s-CH20H porast do 2 g/l

Galakturonska HOOC-(CHOH)s-CHO porast do 2 g/l

kiselina

Mlec¢na kiselina se u vinu javlja u manjim koli¢inama kao sekundarni proizvod

alkoholne fermentacije, dok se ve¢i deo ove kiseline stvara na racun jabucne kiseline pri
jabucno-mlecnoj fermentaciji. Kao normalni sastojak vina ova se kiselina nalazi u koli¢ini
od 0,5 do 2,5 g/l, dok u vinima u kojima je doslo do kvarenja ove kiseline ima znatno vise (u
vinima sa zaostalim Se¢erom moZe do¢i do mle¢ne fermentacije Secera i stvaranja vecih
koli¢ina mle¢ne kiseline).

Cilibarna kiselina se nalazi u grozdu u malim koli¢inama. Vise je ima u vinu. Jedan
deo ove kiseline u vinu nastaje kao sekundarni proizvod alkoholne fermentacije, a drugi deo

nastaje iz glutaminske kiseline. U vinu se nalazi u koli¢inama od 0,25 do 1,5 g/I.
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2.3.3.2. Isparljive kiseline

Pod isparljivim kiselinama se podrazumeva grupa nizih masnih kiselina koje se
nalaze u vinu. Nastaju u vinu uglavnom kao sekundarni proizvodi alkohone fermenatcije, a
mogu nastati i u procesima kvarenja vina. U ove kiseline spadaju: mravlja, siréetna,
propionska, buterna, valerijanska i dr. Isparljive kiseline u vinu se izrazavaju kao siréetna
kiselina

Poreklo siréetne kiseline u vinu moze biti razli¢ito. Prve koli¢ine ove kiseline
javljaju se kao sekundarni proizvod alkoholne fermentacije. Na to uticu vise faktora: kvasac,
temperatura, sadrzaj Secera, pristup vazduha. Sadrzaj ove kiseline u vinu zavisi i od nacina
vinifikacije, tako da u belim vinima ove kiseline ima redovno manje nego u crvenim. Ovo
dolazi zbog toga $to su pri spravljanju crvenih vina komina pa i sam te¢ni deo vise izlozeni
vazduhu, §to omogucava jaci razvoj bakterija sircetne kiseline.

Koli¢ina isparljivih kiselina je karakteristiéni pokazatelj kvaliteta vina. Normalne
koli¢ine siréetne kiseline u vinu se krecu u granicama od 0,2 do 0,6 g/l. Siréetna kiselina se
moze stvoriti 1 posle alkoholne fermentacije u toku cuvanja vina. Vece koli¢ine siréetne
kiseline u vinu nastaju kao rezultat delovanja bakterija koje stvaraju siréetnu ili mle¢nu
kiselinu (koli¢ina isparljivih kiselina iznad 0,8 g/l siguran je znak pocetka kvarenja vina).
Stvorena siréetna kiselina se brzo esterifikuje do etilacetata koji vinu daje karakteristi¢an
miris.

2.3.4. Mineralne materije

Mineralne materije vinova loza uzima preko korena iz zemljiSta. Nedostatak
mineralnih materija dovodi do poremec¢aja u razviéu bobice. Mineralne materije se
uglavnom nalaze u ¢vrstim delovima bobice (1-2 % u pokozici; 0,2-0,4 % u mesu; 1-2 % u
semenkama) i u peteljci (Flanzy, 1998). Sadrzaj mineralnih materija (pepela) u siri krece se
od 3 do 5 g/l,auvinu od 1,5 do 3 g/l. Mineralne materije u Siri se nalaze u obliku soli
neorganskih i organskih kiselina (vinske, jabuéne mle¢ne i dr.). Oni su prisutni i u vinu, s
tim Sto je sadrzaj nekih sastojaka manji iz razloga smanjenja rastvorljivosti u toku alkoholne
fermentacije i nege vina.

Koli¢ina mineralnih materija u grozdu i §iri zavisi od sorte, zemljiSta, stepena zrelos-
ti grozda, koli¢ine padavina tokom vegetacije i1 drugih faktora. U toku razvica i sazrevanja
grozda sadrzaj mineralnih materija se stalno povecava. Prisustvo mineralnih materija u Siri

je veoma znacajno i za proces alkoholne fermentacije (uti¢e na razmnozavanje kvasca).
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Koli¢ina mineralnih materija u vinu zavisi od maceracije kljuka 1 postupka
stabilizacije vina. Vino je siromasnije u mineralnim materijama od Sire, zbog taloZenja u
vinu slabo rastvornih kalijum-hidrogen-tartarata, kalcijum-tartarata, a jedan deo mineralnih
materija koristi i kvasac za vreme alkoholne fermentacije. Crvena vina sadrze vise
mineralnih materija od belih, jer se dobijaju vrenjem kljuka pri ¢emu mineralne materije
prelaze iz ¢vrstih delova grozda u vino. Mineralne materije u vinu ucestvuju u mnogim
fizicko-hemijskim reakcijama) u stabilizaciji vina ili kao katalizatori oksido-redukcionih
reakcija.

Mineralne materije se mogu podeliti s obzirom na njihov sadrzaj i veoma razlicite
osobine u tri grupe: glavni elementi, oligoelementi i elementi u tragovima.

Od glavnih elemenata prisutni su kalijum i natrijum, kao alkalni elementi i kalcijum i
magnezijum, kao zemnoalkalni elementi.

Kalijuma ima do 1 g/hl 1 njegov sadrzaj zavisi od prirode zemljista, na¢ina gajenja,
sorte, podloge, klimatskih uslova, dubrenja 1 dr.

Sadrzaj natrijuma se kre¢e od 10 do 250 mg/1 i zavisi od tipa zemljista, blizine mora
I prirode vode koja se koristi za navodnjavanje.

Kalcijum u $iri je zastpuljeniji od magnezijuma, dok je u vinu obrnuto zbog
talozenja kalcijuma u obliku kalcijumtartarata. Za razliku od soli kalijuma i kalcijuma, soli
magnezijuma su rastvorljive 1 lakSe prelaze iz ¢vrstih delova grozda.

Od anjona, najvise su prisutni fosfati, sulfati i hloridi. Od fosfata u Siri i vinu
dominira monokalijumfosfat a sadrzaj se krece od 0,5 do 2 g/l (Ribereau-Gayon et al.,
1999). U crvenim vinima njihov sadrzaj je veci nego u belim. Na sadrzaj fosfata u grozdu
ima uticaja dubrenje vinograda fosfornim dubrivima. Sadrzaj sulfata u vinu krece se od 100
do 400 mg/l i retko prelazi granicu od 700 mg/l1, izraZzeno kao K2SO4 (Ribereau-Gayon et al.,
1982). Na ovo moze da uti¢e dodavanje amonijumsulfata i sumporisanje Sire.

Od oligoelemenata u grozdu, $iri 1 vinu prisutni su: gvozde, bakar, bor, silicijum,
aluminijum, mangan, brom, kobalt, nikl. Nacin gajenja vinove loze, dubrenje i1 zaStita
vinove loze od bolesti i Steto¢ina mogu da uti¢u na sadrzaj oligoelemenata u grozdu, pa time
u Siri 1 u vinu. Pored toga, u toku prerade grozda i proizvodnje vina moze doéi do

obogacivanja u nekim elementima.
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2.3.5. Fenolna jedinjenja

Fenolna jedinjenja predstavljaju veoma rasprostranjenu grupu biljnih metabolita, a
mogu biti jednostavne ili vrlo sloZene strukture. Zajednicka karakteristika fenolnih
jedinjenja je da sadrze aromati¢ni prsten sa jednom ili viSe hidroksilnih grupa (Robards et
al., 1999). Grozde sadrzi Sirok spektar fenolnih jedinjenja u pokozici, mesnatom delu i
semenkama (Giirbiiz et al., 2007).

U vinu i grozdu su izolovana fenolna jedinjenja: fenolne kiseline (derivati cimetne i
benzoeve kiseline), flavanoli (glikozidi kvercetina i kampferola), flavan-3-oli (epikatehin,
katehin i njihovi derivati), dihidroflavanoli, antocijani (cijanidin, malvidin, petunidin, pe-
onidin i delfinidin), (German et al., 1997).

Fenolna jedinjenja je Spranger (1993) svrstao u grupe:

1. Flavonoidi
2. Fenolna jedinjenja neflavonoidne strukture
3. lsparljiva fenolna jedinjenja

U biljkama polifenoli obavljaju funkcije koje imaju veliki uticaj na ekofiziologiju
biljaka: deluju kao antioksidansi, antimikrobni agensi, fotoreceptori, kao zastita biljnih tkiva
od UV-zracenja (Pietta, 2000; Fang et al., 2002; Heim et al., 2002).

2.3.5.1. Flavonoidi

U striktnom smislu, a na osnovu strukture fenil-2-benzopirona u grozdu su prisutni
prvenstveno flavonoli, dok se u Sirem smislu ovde ubrajaju i antocijani i flavan-3-oli (3-
flavanoli). U manjoj koli¢ini u grozdu su prisutni i dihidroflavanoli (flavanonoli), a u lis¢u
flavoni.

U osnovnoj strukturi Cs-C3-Cs flavonoidi imaju 15 C atoma, devet pripada benzopir-
anskom prstenu (benzenski prsten A kondenzovan sa piranskim prstenom C) (Cook i
Samman, 1996), (slika 2.15). Ostalih 6 C atoma ¢ine benzenski prsten B koji je povezan sa
benzopiranoznim prstenom na poziciji dva (flavoni, flavani, flavonoli, dihidroflavoni, kate-

hini i antocijanidini), tri (izoflavonoidi), i ¢etiri (fenilkumarini).
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(a) Flavonoids

Flavonols 1

Ho. o O Kaempferol (R'=R7=H)
R? Quercetin (R'=0H, R*=H)
O I Myricetin (R'=R%=0H)
'OH

Flavan-3-ols R' R
OH
HO. 0. v[ I HO. o
‘ \] OH >
& OH “oH

OH OH
(+)-Catechin (R'=H} (-)-Epicatechin (R'=H)
(+)-Gallocatechin (R'=0H) (-)-Epigallocatechin (R'=0H)

(-)-Epicatechin gallate (R'=H)
(-)-Epigallocatechin gallate (R'=OH)
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Anthocyanins
Cyanidin 3-glucoside (R'=0H, R°=H)
Peonidin 3-glucoside (R'=OCHs R’=H)
Delphinidin 3-glucoside (R'=R"=0H)
Petunidin 3-glucoside (R'=0H, R*=0CH.)
Malvidin 3-glucoside (R'=R*=0CH;)

Slika 2.15. Osnovne grupe flavonoida

Flavonoidi su heterocikli¢na jedinjenja po svojoj strukturi koja se mogu izvesti iz

hromana i hromona, (slika 2.16).

Slika 2.16. Strukturna formula hromana i hromona

Promenom oksidacionog stanja alifaticnog niza odnosno heterociklicnog prstena
nastaju razlicite klase ovih jedinjenja sa istom osnovnom strukturom:

Halkoni
Dihidrohalkoni
Katehini
Leukoantocijanidini
Flavonoidi
Flavanonoli
Flavoni

Flavonoli
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e Auroni
e Antocijani

Flavonoidi su veoma rasprostranjeni i ¢esto se javljaju u biljnom carstvu, od naj-
primitivnijih biljaka (zelene alge) do visih biljaka (Iwashina, 2000). Cesto se nalaze i u tkivu
mladih biljaka. Flavonoidi se javljaju u svim delovima biljaka, ukljucuj¢i listove, koren,
drvo, koru, polen, nektar, cvece, bobice i semenke (Markham, 1982; Harborne, 1989). Gen-
eralno, flavonoidi su prisutni kao glikozidi u vakuolama cveca, lis¢a, stabljici ili korenu
(Iwashina, 2000). Flavonoidi imaju veoma veliku ulogu kod biljaka, a narocito antocijani
koji su intenzivno obojeni flavonoidi i javljaju se kao kopigmenti boji cveéa i voca ali se
retko javljaju u drvecu (Harborne, 1989; Strack, 1997). Cvece koje oprasuju ptice je Cesto
crveno zahvaljujuéi prisustvu antocijana, dok je cveée koje oprasuju insekti ¢esto zuto kao
rezultat akumuliranja flavonoida (ili karotenoida) (Parr i Bolwell, 2000). Flavonoidi,
narocito flavoni i flavonoli, $tite biljke od oste¢enja UV radijacijom. Oni se pojavljuju u
najvecoj koli¢ini u delu biljke koji je izloZen jakoj svetlosti (Harborne i Williams, 2000;
Parr i Bolwell, 2000).

Dokazano je da flavonoidi doprinose otpornosti na bolesti, bilo kao gradivni antifun-
galni agensi ili kao fitoaleksini (Harborne i Williams, 2000). Veliki broj raznovrsnih
struktura flavonoida javljaju se kao rezultat modifikacija kao $to su: dimerizacije, O-
metilovanja hidroksilnih grupa, hidroksilovanja, vezivanje neorganskog sulfata a kao
najvaznija je glikozilovanje hidroksilnih grupa (nastajanje O-glikozida) ili flavonoidnog
jezgra (nastajanje C-glikozida). U grozdu su ovi molekuli prisutni u monoglikozidnoj formi
sa ostacima Sec¢era na OH-grupi u poziciji C-3 na prstenu C (Flamini, 2003).

Flavonoidi su potencijalni antioksidansi, hvataci slobodnih radikala, helatori
metalnih jona i inhibitori lipidne peroksidacije. Takode, pripisuju im se i brojna bioloska
svojstva ukljucujuci antiinflamatornu, antialergijsku, antikancerogenu, antihipertenzivnu i
antimikrobnu aktivnost (Rodriguez, 2007). Iz ove grupe jedinjenja u crvenom vinu su
najzastupljeniji antocijani, flavanoli (katehini) i flavonoli (kvercetin i rutin) (McDougall,
2005).

Na slici 2.17. je prikazana biosinteza fenolnih jedinjenja. Flavonoidi nastaju
mesovitim biosintetskim putem. Prstenovi A i C nastaju acetogeninskim putem, a prsten B
putem Sikimske kiseline. Prvi prekursori tokom biosinteze flavonoida su halkoni koji
izomerizacijom daju flavanone. Nizom sloZenih biohemijskih reakcija, u prisustvu tri

razlicite oksigenaze nastaju ostale grupe flavonoida (Lea i Leegood, 1999).
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Slika 2.17. - Biosinteza fenolnih jedinjenja (Ribereau-Gayon et al., 1998)

Benzenov prsten nastaje kondenzacijom eritroze-4-fosfat, kao intermedijarnog
proizvoda pentozofosfatnog ciklusa sa fosfoenolpirogrozdanom kiselinom. Ovaj put
biosinteze je poznat kao put Sikiminske kiseline 1 vodi ka stvaranju benzoeve i cimetne
kiseline, kao i aromati¢nih amino-kiselina: fenilalanina i tirozina (slika 16). Jedan od
prstenova formira se od Secera preko Sikiminske kiseline. Ovaj prsten ¢e formirati fragment
Ce — C3 1 bi¢e uveden u strukturu flavonoida pod vidom p-kumarne kiseline. Kondenzacijom
tri molekula sir¢etne kiseline aktivirane u acetil-CoA, nastalih u Krebsovom ciklusu i koji se
pod uticajem enzima acetil-CoA-karboksilaze transformise u molekule malonil-CoA,
nastaje takode benzenov prsten. On reaguje sa karboksilnom grupom p-kumarne kiseline i
formira se halkon, koji je zajednicki za celu grupu flavonoida. Na putu sinteze fenolnih
jedinjenja znacajan je enzim fenilalaninamonijum liaza koja eliminacijom NHgz radikala

skre¢e fenilalanin sa puta sinteze proteina ka nastajanju transcimetnih kiselina i ostalih
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fenolnih jedinjenja. Nizom sloZenih biohemijskih reakcija, u prisustvu tri razli¢ite

oksigenaze nastaju ostale grupe flavonoida (Lea i Leegood, 1999).

2.3.5.1.1. Flavonoli

Flavonoli su flavonoidi koji se u mnogim biljkama nalaze u obliku glikozida. To su
zuti pigmenti koji odreduju boju kod belih vina a kod crvenih vina oni su maskirani crvenim
pigmentima-antocijanima. Sinteza flavonoida se odvija u pokozici bobice grozda (Price et
al., 1995). U B prstenu flavonola hidroksilne grupe se mogu naci u polozajima C-4 i C-3’;
C-4'i C-3; C-4"i C-5". U grozdu i vinu prisutni su kampferol, kvercetin i miricetin.

U grozdu, flavonoli se nalaze u obliku 3-glikozida, a u vinu se nalaze i aglikoni
nastali kao rezultat hidrolize u kiseloj sredini. Najzastupljeniji Secer je glukoza vezana za C-
3 atom kvercetina, kempferola, miricetina i izorhamnetina (Cheynier i Rigaud, 1989). U
grozdu se u najvecoj koli¢ini nalazi kvercetin-3-O-7-glukozid, i kvercetin-3-O-glukuronid
(Price et al.,, 1995; Downey et al., 2003). Kvercetin se u grozdu nalazi i kao 3-
ramnozilglukozid (rutin), 3-glukozilgalaktoza i 3-glukozilksilozid kao i drugi kampferol 3-
glikozidi ukljucujuéi 3-glukozilarabinozid i 3-galaktozid (Cheynier et al, 2003), (slika 2.18).
Na sardzaj flavanola uti¢e i1 debljina pokoZice grozda, sa debljom pokoZicom veca je i
koli¢ina flavonola (McDonald et al., 1998), a takode uti¢e i osunéanost grozda. Grozde iste
sorte vinove loze moze sadrzati i do 10 puta vise flavonola ako je bilo izloZeno suncu u od-
nosu na grozde koje se nalazilo u senovitim delovima ¢okota. U grozdu se flavonoli nalaze
kao 3-glikozidi a u vinu se nalaze i u obliku aglikona koji nastaju njihovom hidrolizom u
kiseloj sredini. Najzastupljeniji Secer je glukoza koja je vezana za C-3 ugljenikov atom
kemferola, kvercetina, miricetina i izoramnetina. Flavonoli uti¢u i na kvalitet crvenih vina
jer stabilizuju flavilijum oblike antocijana u mladim crvenim vinima reakcijama ko-

pigmentacije.

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

4. (izoharmnetin): R=H; R = OCH3

5. (laricitrin): R = OH; R' = OCHs

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

Slika 2.18. Strukture flavonola grozda
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2.3.5.1.2. Antocijani

Antocijani pripadaju flavonoidnoj grupi polifenola. Imaju Cs.C3.Ce kostur tipic¢an za
flavonoide. Antocijani su glikozilovani polihidroksi i polimetoksi derivati 2-
fenilbenzopirilium katjona odnosno flavilijum katjona (Brouillard, 1982). Glavni deo
antocijana je njegov aglikon, flavilijum katjon, koji sadrzi konjugovane dvostruke veze
odgovorne za absorpciju svetlosti pri talasnim duzinama od oko 500 nm, §to omogucava
pigmentu da se ljudskom oku ¢ini crvenim. Aglikoni se nazivaju antocijanidini, a obi¢no su
penta (3,5,7,3°,4") ili heksa supstituisani (3,5,7,3",4°,5"). Danas su poznata 22 razli¢ita
antocijanidina, ali samo njih 6 je znacajno za hranu (Francis, 1989).

Najznacajniji antocijanidini su pelargonidin, cijanidin, peonidin, delfinidin, malvidin
i petunidin. Ovi se aglikoni medusobno razlikuju po broju hidroksilnih i metoksilnih grupa
na B prstenu flavilijum katjona. Antocijanidini se kao takvi retko nalaze u prirodi. U obliku
glikozida odnosno antocijana nalaze se u cvecéu, vocu itd. Antocijani su mnogo stabilniji i
NajceS¢e vezani Seeri na antocijane su monosaharidi: glukoza, ramnoza, galaktoza,
arabinoza i ksiloza. Od disaharida i trisaharida: rutinoza, soforoza, sambubioza i
glukorutinoza (K&hkonen et al., 2003).

Antocijani mogu biti i acilovani. Organske kiseline, koje su vezane na antocijanin
glikozil jedinicu preko estarskih veza jesu ili aromati¢ne fenolne kiseline ili alifati¢ne
dikarboksilne kiseline ili njihova kombinacija. Najce$¢e fenolne kiseline su derivati
hidroksicilibarne kiseline (kumarinska kiselina, ferulna, kafena Kkiselina i sinapinska
kiselina) i hidroksibenzojeve kiseline (npr. galna kiselina). Najcesce alifati¢ne kiseline su
malonska kiselina, siréetna kiselina, jabucna kiselina, ¢ilibarna kiselina i oksalna kiselina
(Francis, 1989; Cabrita et al., 2000).

Na slici 2.19. prikazane su strukture najznacajnijih prirodnih antocijanidina.

H OH

Cijamidin Feonidin

CH

HO HO OH
Delfivicin Idalvidin Fefunidin

Slika 2. 19. Najznacajniji prirodni antocijanidini (Kopjar, 2007.)
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Antocijanidini se kao takvi retko nalaze u prirodi. U obliku glikozida odnosno
od antocijanidina zbog prisustva Sec¢erne komponente u molekulu (Robinson i Leon, 2005).

Na stabilnost boje antocijana uti¢u: pH, rastvara¢, temperatura, koncentracija
antocijana i struktura, Kiseonik, svetlost, enzimi i drugi prisutni sastojci. Glikozilne jedinice
i acilne grupe vezane na aglikon, mesto vezivanja imaju znac¢ajan uticaj na stabilnost i reak-
tivnost antocijana. Mesto supstitucije na antocijanidinu, broj i pozicija hidroksilnih i me-

toksilnih grupa na aglikonu uti¢u na hemijsko ponasanje antocijana (slika 2.20).

HsCo

HO)
COOH COOH COOH COOH
H ocH, Ha

OCH;

kumarinska kizselina kafeitiska kiselina sinapinska kiselina ferulinska kiselina galna kiseling
o o o) o
Hal oH HO "OH 0 OH HO
. i +)
octena kiselina oksalta kiselina maloninsks kselina malifha kiselina sukcininska kiselina

Slika 2.20. Najcesce aromatske fenolne kiseline i alifatske dikarboksilne kiseline koje se

vezuju na antocijanin glikozil jedinicu (Kopjar, 2007.)

Povecano hidroksilovanje na aglikonu stabilizuje antocijanidin; delfinidin je stabilni-
ji od cijanidina u zakiseljenom metanolu (Dao et al., 1998). Ipak, postoje odstupanja od
pravila uticaja hidroksilovanja aglikona na stabilnost molekula. U puferskom rastvoru pH
3,1 cijanidin 3-glukozid je stabilniji od pelargonidin 3-glukozida, ali je delfinidin 3-glukozid
manje stabilan nego cijanidin 3-glukozid. Takode, petunidin 3-glukozid, sa dve hidroksilne
grupe na B prstenu je manje stabilan nego peonidin 3-glukozid koji ima samo jednu hi-
droksilnu grupu u istom prstenu (Cabrita i sar., 2000). Povec¢anjem metilovanja hidroksilnih
grupa smanjuje se stabilnost antocijana. Metoksi grupe na C-4' i C-7 smanjuju stabilnost
pigmenata u odnosu na pigmente s hidroksilnim grupama u istom polozaju (Mazza i Brouil-
lard, 1987). U puferskom rastvoru cijanidin 3-glukozid je stabilniji nego petunidin 3-
glukozid koji ima jednu metoksi grupu vise (Cabrita et al., 2000).

Prisutnost hidroksilnih i metoksi grupa ne utice samo na stabilnost antocijana, vec¢ i
na boju. Boja antocijana se menja od ruzicaste prema plavoj kako se broj hidroksilnih grupa
povecava (Mazza i Brouillard, 1987). Glikozilnom supstitucijom postize se stabilniji
molekul antocijanina, ali na stabilnost utice i sama pozicija glikozilovanja ali i vrsta

glikozilne jedinice (Timberlake i Bridle, 1966.; Starr i Francis, 1968). Antocijani brusnice s
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galaktozom su stabilniji nego s arabinozom tokom skladistenja (Starr i Francis, 1968).
Broennum-Hansen i Flink (1985) su otkrili da su antocijani koji sadrze disaharid,
sambubiozu, stabilniji od onih koji sadrze monosaharid, glukozu (Broennum-Hansen i
Flink, 1985). Smatra se da je spora hidroliza 3-glikozilnih jedinica antocijana u kiselim
uslovima odgovorna za bolju stabilnost ovih pigmenata (Mazza i Brouillard, 1987).
Antocijan 3-glukozidi su jace obojeni nego 3,5-glukozidi i 5-glukozidi (Kdhkonen et al.,
2003). Povecanje broja glukoznih jedinica uzrokuje stvaranje pigmenta zute boje (Giusti et
al., 1999).

Veoma vazna karakteristika antocijana je Sto kiseonik u heterocikliénom prstenu
moze da ima pozitivno naelektrisanje. Zbog ove osobine antocijani se ponasaju kao katjoni
u kiseloj sredini i grade soli sa kiselinama, a u alkalnoj sredini ponasaju se kao anjoni i
grade soli sa bazama. Na boju antocijana uti¢u pH sredine, kompleksiranje sa metalima,
prisustvo tanina i dr.

Boja antocijana zavisi i od broja hidroksilnih grupa vezanih za B prsten, tako da je
delfidin ljubicaste boje, cijanidin tamnocrven a pelargonidin oranz-crven. Metilovanjem
hidroksilnih grupa na B prstenu povecava se intenzitet boje (Gruji¢-Injac i Lajsi¢, 1998).

Antocijani su odgovorni za boju crvenih sorti grozda i crvenih vina. Nalaze se u
spoljasnjim slojevima pokoZice bobica grozda, najéesc¢e u vakuolama ili antocijanoplastima,
a kod nekih sorti kao §to su bojadiseri antocijani se nalaze i u pulpi bobica.

Najznacajniji antocijani su 3-O-glukozidi cijanidina, delfinidina, peonidina,
petunidina i malvidina. U toku procesa prerade grozda, tokom fermentacije i maceracije
antocijani se ekstrahuju iz pokozice i prelaze u §iru i vinu daju boju. Intenzitet boje crvenih
vina zavisi od sorte grozda, tj., od sadrzaja antocijana u grozdu. Intenzitet boje vina zavisi i
od uslova maceracije a takode i od uslova gajenja grozda jer vina dobijena od iste sorte
grozda razlikuju se po sadrZaju antocijana u zavisnosti od geografskog podrucja u kome je
odgovarajuca sorta vinove loze gajena. Boja vina zavisi i od nacina prerade kao §to je
temperatura maceracije i duzina trajanja maceracije, koli¢ina dodatog sumpor-dioksida i
koli¢ina dodatog bojadisera ako je dodat radi korekcije boje vina.

Antocijani su stabilniji u kiseloj sredini nego u alkalnoj sredini. Pokazuju S$iroki
raspon boja zavisno od pH vrednosti. Jonska priroda antocijana omoguéava promenu
strukture molekula s obzirom na pH, $to rezultira razli¢itim bojama i nijansama boja pri
razli¢itim pH vrednostima (Von Elbe et al., 1996; Brouillard, 1982).

U kiselim vodenim rastvorima antocijani postoje u Cetiri glavna oblika: hinoidna ba-

za (A), flavilijum katjon (AH"), halkon (C) i karbinol pseudo-baza (D) (slika 2.21). U vrlo
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kiseloj sredini crveni flavilijum katjon je dominantan oblik. Pove¢anjem pH dolazi do sman-
jenja intenziteta boje i koncentracije flavilijum katjona zbog hidratacije preko nukleofilnih
veza, te nastaje bezbojni karbinolni oblik. Karbinolni oblik gubi konjugovane dvostruke
veze izmedu A i B prstena i ne absorbuje vidljivu svetlost (Brouillard, 1982). Takode dolazi
do brzog gubitka protona s flavilijum katjona kako pH dalje raste i nastaje obojeni gvinoi-
dalni oblik. Relativna koli¢ina svakog oblika varira zavisno od pH i strukture svakog antoci-

jana (Mazza i Brouillard, 1987; Jackman et al., 1987).

Z0GlI

OH
A Kinoidna baza (plava) AH™: Flavilijum katjon (crvana)
~H O
H | ﬁOH
OH O R__. HO 0. OH
Z~0G) =~ 0GlI
C: Halkon (bezbojan) D: Karbinol pseudo-baza (bezbojna)

Slika 2.21. Cetiri glavna oblika antocijana u vodenom medijumu

Na stabilnost antocijana uti¢e i temperatura. Brzina degradacije antocijana se
povecava tokom procesiranja 1 skladiStenja kako se temperatura povecava (Broennum-
Hansen i Flink, 1985; Giusti et al., 1999). Povec¢anje temperature u pH intervalu 2-4 izaziva
gubitak glikozilnih jedinica antocijana hidrolizom glikozidne veze, §to dovodi do gubitka
boje antocijana s obzirom da su aglikoni manje stabilni od svojih glikozidnih oblika.
Stvaranje halkona je prvi korak tokom termiCke degradacije antocijana (Adams, 1973;
Markakis et al., 1957). Termicka degradacija vodi ka stvaranju smedih pigmenata, posebno
u prisustvu kiseonika.

Kiseonik pojacava uticaj drugih degradacionih procesa antocijana. Stetan uticaj
kiseonika na antocijane se moze manifestovati kroz direktnu oksidaciju i/ili indirektnu
oksidaciju gde oksidovane komponente medijuma (sredine) dalje reaguju s antocijanima, pa
se stvaraju bezbojni ili smedi produkti (Jackman et al., 1987). Antocijani reaguju i sa
radikalima kiseonika odnosno s peroksi radikalima. U takvim reakcijama antocijani deluju

kao antioksidansi, pa se smatra da je to svojstvo antocijana odgovorno za njihov pozitivan
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uticaj na kardiovaskularna oboljenja (Matsufuji et al., 2003; Rossetto et al., 2004; Garcia-
Alonso et al., 2004).

Svetlost utice na antocijane na dva razli¢ita nacina. Neophodna je za biosintezu
antocijana, ali i ubrzava njihovu degradaciju (Markakis, 1982). Boja antocijana se ofuva
mnogo bolje kada se proizvodi ¢uvaju u mraku.

Inaktivacija enzima poboljSava stabilnost antocijana (Garcia-Palazon et al., 2004).
Enzimi koji najcesée uzrokuju degradaciju su glikozidaze, koji raskidaju kovalentnu vezu
izmedu glikozilnih jedinica i1 aglikona $to dovodi do degradacije vrlo nestabilnog
antocijanidina, zatim peroksidaze i fenolaze kao $to su fenol-oksidaza i polifenol-oksidaza
koji prirodno postoje u voéu (Kader et al., 1997; Pifferi i Cultrera, 1974). Kod enzimske
degradacije antocijana, hinoni imaju vrlo znacajnu ulogu. Enzimi najpre oksiduju druge
fenolne materije u medijumu do odgovarajucih hinona koji zatim reaguju s antocijanima i
dolazi do njihove degradacije i stvaranja smedih produkata kondenzacije.

Seéeri su prirodno prisutni u voéu, a vrlo &esto se dodaju tokom dobijanja razligitih
proizvoda na bazi vocéa. Seéer, kao i njegovi produkti degradacije smanjuju stabilnost
antocijana. Reakcijom izmedu antocijana i degradacionih produkata Secera i askorbinske
kiseline nastaju smedi pigmenti (Krifi et al., 2000). Takode je ustanovljeno da Secer moze i
Stititi  antocijane. Ustanovljeno je da saharoza S§titi antocijane tokom skladiStenja
zamrzavanjem i spreCava posmedivanje i stvaranje polimera verovatno zbog inhibicije
enzimskih reakcija, ili zbog smanjenja aktiviteta vode (Wrolstad et al., 1990).

Boja antocijana se moze stabilizovati i pojacati kopigmentacionim reakcijama. lako
su antocijani obojeni u prirodi, njihov obojeni oblik je jako stabilizovan drugim prirodnim
komponentama tzv. kopigmentima, koji postoje u ¢elijama cveca i voca (Brouillard, 1982).

Kopigmentacija moZze biti vrlo korisna odnosno prirodan nacin za poboljSanje boje
prehrambenih proizvoda bogatih antocijanima. Uoceno je da je kopigmentacija intenzivnija
u sokovima bobicastog voca nego s Cistim antocijanima tih sokova, a $to upucuje na
Cinjenicu da i druge materije soka imaju ulogu u fenomenu kopigmentacije (Wilska-Jeszka i
Korzuchowska, 1996).

Kopigmentacija se moZe odvijati na nekoliko nacina. Najznacajniji mehanizmi
kopigmentacije su formiranje inter-molekularnih i intra-molekularnih kompleksa.
Medusobno povezivanje i stvaranje metalnih kompleksa su takode mogué¢i mehanizmi za
stvaranje kopigmenata.

Antocijani su zasluzni 1 za obojenost crvenih i roze vina, koja pored grozda

predstavljaju vazan izvor ove klase flavonoida u ishrani. Medutim, utvrdeno je da tokom
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starenja vina dolazi do obrazovanja novih najée$¢e narandzasto obojenih, kopigmenata
reakcijom antocijana sa drugim bezbojnim polifenolima, karbonilnim jedinjenjima, jonima
metala, proteinima i ugljenim hidratima (Seabra et al., 2008). Struktura antocijana
omogucava im izuzetnu reaktivnost kako ka elektrofilima tako i prema nukleofilima (Gould
et al., 2009).
2.3.5.1.3. Flavan-3-oli

Flavanoli i flavan-3-oli se nalaze u ¢vrstom delu bobice grozda (drska, pokozica,
seme) i nalaze se u monomernim, oligomernim i polimernim oblicima, (oligomerni i po-
limerni oblici su proantocijanidini ili kondenzovani tanini). Monomerni oblici u vinu su
katehin i epikatehin, prikazani na slici 2.22. Poseduju antioksidativnu aktivnost, a katehin

inhibira LDL oksidaciju i agregaciju trombocita (Monagas et al., 2005).

OH
@[ | s OH
HO O. . Ry
# OH ' OH

OH OH

Epikatehin Katehin

Slika 2.22. Hemijske strukture katehina i epikatehina
Flavan-3-oli su gradivne jedinice kondenzovanih tanina. Tanini  su
polikondenzovana jedinjenja oporog ukusa i velikih molekulskih masa. Na osnovu strukture
tanini se dele na: kondenzovane tanine i hidrolizovane tanine (galotanini i elagitanini). Na
slici 2. 23 prikazana je struktura flavan-3-ola. Kondenzovani tanini (proantocijanidoli ili
proantocijanidini) se sastoje iz dve ili vise jedinica flavan-3-ola ili flavan-3,4-diola.
Najcesce jedinice proantocijanidola su (+) katehin sa 2,3 trans polozajem supstituenta i (-)

epikatehin sa 2,3 cis polozajem supstituenta.
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Katehin serija Epikatehin serija

R’ =H, R” = H:(+)-katehin (2R,38) R’ =H, R” = H:(+)-epikatehin (25,3S)
R’ =H, R” = H:(-)-katehin (28,3R) R’ =H, R” = H:(-)-epikatehin (2R 3R)
R’=0H, R” = H:galokatehin R’ =OH, R” = H: epigalokatehin
R’=H, R” = galna kiselina: R’=H, R” = galna kiselina:
atehin-3-0-galat epikatehin-3-0-galat

Slika 2.23. Struktura flavan-3-ola

Razlikuju se 3 serije flavan-3-ola u zavisnosti od broja OH grupa u prstenu B i od
polozaja supstituenata na Cz i Czatomu (Kovac et al., 1991), (tabela 2.4).

Tabela 2.4. Serije flavan-3-ola u zavisnosti od polozaja hidroksilnih grupa

SERIJA POLOZAJ OH GRUPE
afzelenska 57,4

katehinska 57,314
galokatehinska 57,3,4 15

Katehini su najznacajniji jer su najrasprostranjeniji u biljnom svetu, nalaze se u
slobodnom obliku a mogu biti esterifikovani najc¢es¢e galnom kiselinom. U grozdu i vinu se
nalaze (+)-katehin, (-)-epikatehin, epikatehin-3-O-galat (Lee et al., 1987; Czochanska et al.,
1979) i epigalokatehin (Tsai et al., 1969; Yang, 2001) i njihovi oligomeri: dimeri i trimeri.

Na slici 2.24. prikazana je struktura dimera proantocijanidola.
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OH

Slika 2.24. Struktura dimera proantocijanidola

Delimi¢nom hidrolizom tanina koji predstavljaju estre Secera i fenolnih kiselina ili
njihovih derivata dobijaju se monomeri. Seéerna komponenta je glukoza, a u nekim
slu¢ajevima su identifikovani i polisaharidi. Hidrolizovani tanini se dele u dve podgrupe:

galotanine i elagitanine.

0 OH
HO OH  Galna kiselina
OH

O
HO O

o OH

o)
Elaginska kiselina Hebulinska kiselina
Slika 2.25. Fenolne kiseline
Galotanini su estri galne kiseline i m-galne kiseline i glukoze ili polisaharida. Ova
jedinjenja mogu da sadrze i 1-galoil-, 3,6-digaloil- i 1,3,6-trigaloilglukozu dobijenih
hidrolizom ili delimi¢nom degradacijom kompleksnih molekula. Na slici 2.25. prikazana je
struktura fenolnih delova hidrolizovanih tanina. Galna kiselina se nalazi u semenkama i

pokozici grozda i prirodni je sastojak vina. Elagitanini su estri elaginske kiseline, hebulinske
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kiseline ili heksahidroksidifenske kiseline i glukoze. Ovi tanini nisu prirodi sastojci grozda i

predstavljaju komercijalne tanine koji se koriste kao aditivi.

2.3.5.2. Fenolna jedinjenja neflavonoidne strukture

Fenolna jedinjenja neflavoidne strukture (fenolne Kiseline i stilbeni) sadrze Cs-Cy,
Cs-Cs ili Co-Cs 0snovni skelet. Fenolne kiseline su derivati bezoeve i cimetne Kiseline (slika
2.26).

Derivati benzoeve kiseline kao $to su: p-hidroksi benzoeva kiselina, prokatehinska,
vanilinska, galna, siringinska, salicilna i jorgovanska kiselina nalaze se u vinu i grozdu, a od
derivata cimetne kiseline nalaze se kumarinska, kafena, ferulinska i sinapinska kiselina
(tabela 2.5). U grozdu su prisutne fenolne kiseline koje se nalaze u glikozidnoj formi a
oslobadaju se kiselom hidrolizom, ili se nalaze u obliku estara a oslobadaju se alkalnom
hidrolizom (Ribereau-Gayon, 1965). lako su bezbojna, neflavonoidna jedinjenja
poboljsavaju i stabilizuju boju crvenih vina, doprinose boljem ukusu vina (isparljive fenolne
kiseline), a neka od njih (npr. resveratrol) pokazuju snaznu biolosku aktivnost.

Hidroksicimetne kiseline poseduju Ce-Cz skelet i formalno pripadaju grupi
fenilpropanoida. Derivati cimetne Kiseline mogu biti prisutni u cis i trans-konfiguraciji.
trans-oblici su stabilniji i rasprostranjeniji. U vinu su hidroksicimetne Kiseline prisutne u

malim koli¢inama u slobodnom obliku, a dominiraju estri L(+) vinske Kiseline.

Rs COOH Rs OOH
=
R4 Rz R4 Rz
R1 R3
Benzoeva kiselina Cimetna kiselina

Slika 2.26. Struktura benzoeve i cimetne kiseline
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Tabela 2.5. Derivati benzoeve i cimetne kiseline grozda i vina (Ribereau-Gayon, 1999).

BENZOEVA KISELINA R2 R3 R4 R5 CIMETNA
KISELINA

p-hidroksi benzoeva H H OH H Kumarinska

prokatehinska H OH OH H Kafena

Vanilinska H OCH3 OH H Ferulna

Galna H OH OH OH

Siriginska H OH OCH3 Sinapinska

OCH3

Salicilna OH H H H

Jorgovanska H H H

OH

Od stilbena u grozdu i vinu prisutan je resveratrol (3,5,4'-trihidroksistilben), koji u
svojoj strukturi sadrzi dva aromati¢na prstena spojena metilenskom vezom, ubraja se u
neflavonoidna polifenolna jedinjenja. Nalazi se u trans- ili cis- obliku, slobodan ili u
glikozidnoj formi kao 3-mono-D-glukozid (piceid), slika 2.27.

OH

cis-Resveratrol

trans-Resveratrol

OH Glu-0 R
Glu-0 \ O
® rC
OH OH

trans-Resveratrol-3-O-glucoside cis-Resveratrol-3-O-glucoside
(frans-Piceid) (cis-Piceid)

Slika 2.27. Resveratrol
Resveratrol pripada klasi biljnih antibiotika poznatih kao fitoaleksini i antifungicidi
jer inhibira razvoj infekcija izazvanih gljivicama Botrytis cinerea, i Plasmopara viticola. To
je jedinjenje koje biljke sintetisu kao odgovor na napad bolesti, prilikom povredivanja tkiva,

prilikom mikrobioloskih infekcija ili delovanja UV zracenja.
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2.3.5.3. Sadrzaj fenolnih jedinjenja u grozdu

Fenolna jedinjenja su veoma znacajna u enologiji jer direktno ili indirektno deluju na
kvalitet vina. Pored toga, u zavisnosti od njihove prirode, mogu imati prehrambeni ili
farmakoloski znacaj. Grozde sadrzi neflavonoidne sastojke uglavnom u pulpi a flavonoidne
u pokozici, semenkama i peteljci.

Sadzaj fenolnih materija u grozdu zavisi pre svega od sorte vinove loze, od
proizvodnog postupka, od spoljasnjih faktora (zemljiste, klima, geografsko poreklo) 1 od
stepena zrelosti grozda (Singleton et al., 1978; Ribereau-Gayon,1982; Macheix et al., 1990).

Fenolna jedinjenja biljkama pruzaju mikrobiolosku 1 antioksidativnu zastitu, a neka
fenolna jedinjenja se sintetiSu kao odgovor na napad gljivica ili ostecenje tkiva.

Fenolna jedinjenja se nakupljaju sa porastom bobice i u procesu sazrevanja grozda.
Koncentracija antocijana se poveéava u procesu sazrevanja grozda a pocinje da se smanjuje
kada dode do prezrevanja grozda. Koncentracija tanina u ekstraktu semenki opada u toku
sazrevanja grozda, dok sadrzaj tanina raste u pokozici grozda. Sadrzaj tanina zavisi i od
vremenskih uslova. Ranije se smatralo da dolazi do migracije proantocijanidola iz semenki
do pokozice. Detaljnijim ispitivanjima je dokazano da ne dolazi do migracije
proantocijanidola iz semenki u pokozicu ve¢ dolazi do njihove polimerizacije tako da je
njihova ekstrakcija iz semenki alkoholno-vodenim rastvara¢ima otezana. Neke sorte imaju
veci sadrzaj tanina kao §to su (Cabernet franc, Pinot noir itd.) a druge imaju znatno manji
sadrzaj (Cabernet sauvignon). Sintezu antocijana inhibiraju visoke dnevne temperature
(35°C) i visoke noéne temperature, dok odlaganje vremena berbe ne uti¢e na porast sadrzaja
antocijana. U tabeli 2.6. je dat sadrzaj antocijana u stonim (Cardinal, Muscat hamburg,
Ribier) i vinskim sortama grozda (Prokupac, Vranac, Merlot, Cabernet sauvignon).

Tabela 2.6. Sadrzaj antocijana u nekim stonim i vinskim sortama grozda (Miti¢, 2011).

Antocijan Cardinal | M. Ribier Prokupac | Vranac | Merlot | C.
Hamburg sauvignon
1 Dp-3-glukozid 0,53 4,11 1,84 2,47 10,19 5,36 8,29
2 Cy-3-glukozid 1,19 3,54 0,72 1,25 6,70 1,62 0,40
3 Pt-3-glukozid 0,74 4,23 2,46 2,93 11,71 5,97 4,54
4 Pn-3-glukozid 14,57 15,72 5,19 7,92 14,33 9,35 7,04
5 Mv-3-glukozid 11,17 22,23 17,67 27,64 29,14 43,97 54,47
6 Dp-3-acetil-glukozid nd nd nd nd 0,71 0,89 0,92
7 Dp-p-kumaroil-glukozid nd nd nd 1,74 2,37 1,10 0,95
8 Mv-3-acetil-glukozid nd nd 0,98 3,77 2,74 3,02 3,52
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9 Cy-3-p-kumaroil-glukozid nd nd 1,19 nd 1,30 0,40 0,80

10 Pt-3-p-kumaroil-glukozid nd nd nd 0,83 1,57 2,30 2,85

11 Pn-3-p-kumaroil-glukozid 2,66 1,59 3,11 2,86 2,29 2,78 2,92

12 Mv-3-p-kumaroil- 1,64 1,08 11,51 7,27 5,17 12,94 9,90
glukozid

Ukupno, mg/100 g svezag 32,50 52,50 44,67 58,68 88,22 89,70 96,60

grozda

Od fenolnih jedinjenja u semenkama 50-70 % ¢ine flavan—3-oli tj. proantocijanidoli.
Proantocijanidoli semenki su niZzeg stepena polimerizacije i sadrze do 28 jedinica flavanola,
dok tanini pokozice mogu da sadrze i do 70 monomernih jedinica. Tokom zrenja menja se
hemijski sastav fenolnih jedinjenja, smanjuje se sadrzaj proantocijanidola u semenkama za
60% a sadrzaj monomernih flavan-3-ola ¢ak za 90%. Proantocijanidoli pokozice imaju
koloidnu prirodu i tokom zrenja dolazi do gubitka izrazito jakog taninskog karaktera i
adstrigencije jer opada njihova reaktivnost. U semenkama se nalazi oko 60% ukupnih
fenolnih materija a u peteljci oko 20%. Proantocijanidoli peteljke su po reaktivnosti sli¢ni
proantocijanidolima semenki i nekoloidne su prirode. Tokom zrenja grozda koli¢ina
proantocijanidola se vrlo malo menja u peteljci, dok svi ostali delovi grozda sadrze jednake
kolic¢ine nisko polimerizovanih proantocijanidola katehina.

Vrlo je vazno brati grozde u fazi ,fenolne zrelosti“ jer tada grozde sadrzi
maksimalnu koli¢inu antocijana i ukupnih fenolnih materija. Vino sa maksimalnim
sadrzajem ukupnih fenolnih materija i antocijana dobija se od grozda koje je obrano u fazi

pune zrelosti ili od blago prezrelog grozda (Ribereau-Gayon et al., 1999).

2.3.5.4. Sadrzaj fenolnih jedinjenja u vinu

U toku fermentacije te¢na faza ekstrahuje: polisaharide, azotna jedinjenja, mineralne
materije, fenolna jedinjenja kao $to su antocijani 1 proantocijanidoli. Ova jedinjenja se
ekstrahuju iz semenki i pokozice grozda a nekada i iz peteljke. Stepen ekstrakcije zavisi od
stepena zrelosti grozda i sorte vinove loze, a oko 20-30 % od ukupnih fenolnih materija
grozda ekstrahuje se u vino (Ribereau-Gayon et al., 1999).

Tokom maceracije u teénu fazu ekstahuju se fenolna jedinjenja (antocijani i
proantocijanidoli koji ¢e vinu dati boju, ukus i trpkost) polisaharidi, aromati¢na jedinjenja,
mineralne materije, azotna jedinjenja. Ova jedinjenja se ekstrahuju iz cvrstih delova,
pokozice, semenki i peteljke. Na stepen ekstrakcije utiCu uslovi pod kojima se odvija

maceracija (temperatura, meSanje, prisustvo kiseonika, sumpor-dioksida i sadrzaj alkohola),
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intenzitet muljanja grozda, odnos ¢vrste i te¢ne faze u kljuku, sorta vinove loze i zrelost
grozda. Tokom maceracije u vino se ekstrahuje oko 20-30 % od ukupnih fenolnih jedinjenja
koja se nalaze u grozdu.

Proces maceracije odvija se u tri faze:

-pred-fermentativna faza maceracije - odvija se pre pocetka alkoholne fermentacije i
traje od nekoliko sati do nekoliko dana

- faza maceracije — odvija se u toku alkoholne fermentacije a traje od 2 do 7 dana,

- post-fermentativna faza maceracije- odvija se posle zavrsetka alkoholne
fermentacije a traje od nekoliko dana do nekoliko nedelja.

U pocetnoj fazi maceracije tj., pred-fermentativnoj fazi fenolna jedinjenja se najbrze
ekstrahuju iz pokozice. Glavni izvor fenolnih materija su semenke i peteljka jer su one
njima bogatije od pokozice.

Odmah nakon muljanja grozda pocinje ekstrakcija antocijana, u pred-fermentativnoj
fazi a pre pocetka alkoholne fermentacije. Ekstrakcija antocijana prestaje kada koncentracija
alkohola dostigne odredeni nivo. Vina koja su dobijena samo maceracijom pokozice sadrze
manje fenolnih jedinjenja dok vina dobijena uz dodatak peteljke sadrze veéu koli¢inu
fenolnih materija zbog vece koncentracije fenolnih jedinjenja u peteljci. Prema Singletonu
(Singleton et al., 1992) semenke su znaéajan izvor proantocijanidola u vinu. Ekstrakcijom
proantocijanidoli iz semenki postaju rastvorljivi kada se kutikula rastvori u etanolu, na
polovini alkoholne fermentacije a nastavlja se i u toku postfermentativne maceracije.
Intenzitet boje vina se povecava u pred-fermentativnoj fazi maceracije i srazmeran je
ekstrakciji bojenih materija i reakcijama ko-pigmentacije. U drugoj fazi etanol prekida
reakcije ko-pigmentacije dok u tre¢oj fazi intenzitet boje se povecava zbog nastanka
kompleksa tanin-antocijanin.

U slucajevima kada je stepen zrelosti grozda idealan ekstrakcija fenolnih jedinjenja
je relativno jednostavna operacija, a kada uslovi nisu idealni potrebno je primeniti neke
postupke da bi se nedostaci otklonili. Primenjuju se slede¢i postupci: pravilan izbor trajanja
maceracije, podeSavanje ¢vrste 1 te€ne faze, primena odgovarajucih selekcionisanih kvasaca
I enzima, regulisanje temperature, potapanje klobuka. Grozde sadrzi enzime koji ubrzavaju
degradaciju celijskih zidova §to dovodi do ekstrakcije tanina i fenolnih materija. Da bi se
ovi procesi ubrzali dodaju se komercijalni enzimski preparati kao S$to su proteaze, pektinaze,
celulaze, hemicelulaze, a delovanjem ovih preparata ekstrakcija tanina je intenzivnija u

odnosu na antocijane ¢ime se dobijaju punija i karakternija crvena vina.
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U peteljci su pronadene znacajne koli¢ine fenolnih materija a od toga je od 40-50 %
polimerizovano (Bourzeix et al., 1986; Kantz et al., 1990) tako da vina koja su proizvedena
sa dodatkom peteljke sadrze vece kolic¢ine fenolnih materija od vina koja su proizvedena bez
dodatka peteljke. Prema nekim studijama semenke predstavljaju znacajan izvor fenolnih
materija, pre svega monomera flavan-3-ola i proantocijanidola (Cheynier i Prieur, 1997;
Ricardo da Silva, 1997; Singleton, 1992). Ukoliko se Zeli proizvesti vino sa kvalitetnim
fenolnim sastavom neophodno je da se ekstrahuju proantocijanidoli iz semenki, temperatura
u toku i nakon fermentacije treba biti relativno visoka, potrebno je obezbediti dovoljnu
aeraciju a trajanje maceracije treba da bude od 3-4 nedelje. Ova vina treba da se proizvode
od zdravog i kvalitetnog grozda obranog u fazi pune zrelosti. Tokom procesa maceracije
dolazi do adsorpcije fenolnih i drugih materija na ¢éelije kvasca i ¢vrste delove kljuka, tj. do
smanjenja njihovog sadrzaja. Pri ovome antocijani privremeno prelaze u slabije obojene
redukovane oblike. Reakcija je povratna i izlaganjem ovakvog vina vazdu$nom kiseoniku u
toku 24 h dolazi do porasta intenziteta boje vina, za ovo je zasluZzan kompleks- Fe**
(Ribereau-Gayon et al., 2005).

Postoji proporcionalna zavisnost izmedu koncentracije fenolnih jedinjenja 1 duZine
trajanja maceracije. Na pocetku fermentacije ekstrakcija fenolnih jedinjenja u vinu je
intenzivnija a kasnije se smanjuje (Sudraud, 1963). Na pocetku maceracije prvo se
ekstrahuju antocijani pokozice, i za njihovu ekstrakciju nije potreban etanol. Sa porastom
etanola ekstrahuju se tanini iz pokozice, a za ekstrakciju tanina iz semenki potreban je duzi
vremenski period (Boulton, 1996). Ispitivanjem uticaja trajanja maceracije na sadrzaj
fenolnih jedinjenja doslo se do zaklju¢ka da sadrZzaj ukupnih fenolnih jedinjenja raste sa
produzenjem maceracije do 15 dana. Produzena maceracija utiCe je na povecanje nijanse
boje, dok se sadrzaj antocijana povecavao do Sestog dana maceracije a zatim je poceo da
opada (Puskas et al., 2005).

Na ekstrakciju fenolnih jedinjenja tokom maceracije veliki uticaj ima i temperatura.
Sa porastom temperature ubrzava se ekstrakcija fenolnih jedinjenja (Merida et al., 1991).
Dolazi do degradacije celijskih zidova 1 isticanja sadrzaja iz njih. Kod kratkotrajne
maceracije koja traje oko cCetiri dana blago raste nijansa boje i sadrzaj antocijana, a
intenzivnije se povecava vrednost intenziteta boje, sadrzaj ukupnih fenolnih materija i
proantocijanidola.

Na koncentraciju fenolnih jedinjenja u vinu i na njegove senzorne karakteristike
znacajan uticaj ima odnos ¢vrste i te¢ne faze u kljuku (Scudomore et al., 1990; Auw et al.,

1996). Semenke i peteljka sadrze znatnu koli¢inu fenolnih materija pa se njihovim
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dodavanjem postize veéi sadrzaj fenolnih materija u vinu. Sadrze (+) katehin, (-) epikatehin
i dimere B1, B2, B3 i B4 (Ricardo da Silva et al., 1991; Revilla et al., 1997).

Razliciti sojevi kvasaca uticu razlicito na sadrzaj fenolnih materija a takode i na boju
crvenih vina. Zapazeno je fizicko delovanje kvasaca na sastav fenolnih materija u vinu,
dolazi do adsorpcije antocijana na ¢elijske zidove kvasaca (Vasserot, 1997; Morata et al.,
2003). Pojedini kvasci deluju tako S§to utiCu na povecanje sadrzaja fenolnih jedinjenja,
monomera antocijana i poveéanja intenziteta boje vina. Mogu uticati i na povecani sadrzaj
flavan-3-ola i proantocijanidola. Primenom odgovarajucih sojeva kvasaca koji imaju manju
sposobnost adsorpcije antocijana na celijske zidove dobijena su vina sa vis§im sadrzajem
flavan-3-ola i monomera antocijana §to je pozitivno uticalo na intenzitet boje vina

(Bartowsky et al., 2003, Eglinnton et al., 2003, Eglinton et al., 2004, Caridi et al., 2004).

2.3.6. Aromatske komponente vina

Aroma vina je kompleksno svojstvo koje je rezultat medudejstva izmedu hemijskih
jedinjenja u vinu 1 osecaja mirisa 1 ukusa. Aromu ¢ine aromatska jedinjenja iz grozda, kao 1
jedinjenja koja se formiraju tokom i nakon alkoholne fermentacije. Do sada je identifiko-
vano nekoliko stotina aromatskih komponenti sa Sirokim rasponom malih koncentracija koje
se izrazavaju u mg/L, pg/L ili ng/L (Rapp, 1988). Poreklo arome u vinu je predmet velikog
broja istrazivanja zahvaljuju¢i napretku analitickih metoda koje nam pomazu u detekciji tih
jedinjenja (Giith, 1997; Lopez et al., 2002; Ferreira et al., 2000; Francis 1 Newton, 2005;
Ebeler i Thorngate, 2009).

Aroma predstavlja najsloZeniju hemijsku komponentu grozda i vina, ¢ine je veliki
broj jedinjenja ¢ija koncentracija varira pod uticajem sorte (Sanchez-Palomo et al., 2005;
Prosen at al., 2007a) i teroara (Miklosy i Kereny, 2004). Na aromu grozda mogu uticati
primena pojedinih ampelotehni¢kih mera, momenat berbe, stresni uslovi gajenja poput suse
(Bureau et al., 2000; Darriet et al., 2001; Gashons et al., 2005; Sanches-Palomo et al., 2007),
soj kvasca koji se upotrebljava tokom fermentacije, vrsta drveta od koga je napravljen sud i
duzina odleZavanja vina (Spillman et al., 2004; Francis i Newton, 2005; Chalier et al., 2007,
Kosmerl et al., 2008) itd.

Arome se prema poreklu dele na: primarnu aromu (potice iz grozda), sekundarnu
aromu (nastaje tokom primarne prerade, muljanjem grozda, aktivnos¢u enzima), aromu koja
nastaje tokom fermentacije i aromu ¢uvanja vina (nastaje tokom odlezavanja i ¢uvanja vi-

na). Sadrzaj aromati¢nih materija u vinu krece se od 0,8-1,2 g/l, a polovinu ¢ine alkoholi
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koji nastaju u toku alkoholne fermentacije. Prag detekcije mirisa aromaticnih materija je
izmedu 10*do 102 g/l (Rusjan, 2010).

Primarna ili sortna aroma obuhvata jedinjenja koja poti¢u od grozda. Najvazniji
predstavnici ove grupe su terpeni, C13- norizoprenoidi, derivati benzoeve kiseline, isparljiva
tiolska jedinjenja i pirazini. Terpeni koji su vezani za Secere ne daju aromu vinu, dok sortno
tipi¢ni buke vina daju slobodni terpeni. Jedinjenja aromatskog kompleksa vina skoncen-
trisana su u pokozici i tankim delovima ispod pokozice, a maksimalni intenzitet i aromu
vinu daju vina dobijena alkoholnom fermentacijom zrelog i zdravog grozda.

Isparljivi sastojci su tipi¢ni za sortu. Ta jedinjenja pripadaju prvenstveno dvema hemijskim
familijama: pirazini (karakteristi¢ni za sorte porodice kabernea) i terpeni (karakteristi¢ni za
muskatne sorte).

Terpeni su ugljovodonici biljnog porekla hemijske formule (CsHs)n i njihovi oksidovani,
hidrogenovani i dehidrogenovani derivati. Terpeni se u grozdu, $iri 1 vinu nalaze slobodni ili
glikozidno vezani. Glikozidno vezani terpeni su prekursori arome grozda i vina. Citava gru-
pa terpena nastala je kondenzovanjem Cs izoprenskih jedinica povezanih na nacin glava-rep

(asimetri¢no povezivanje) prikazano na slici 2.28.

2 4
e, 2 /4 —> 2 4 2 4
------ = =
1/ 3 el = =
1 3 1 3 1 3
1->4
asimetri¢no vezivanje
“glava-rep”
2 /4 ;4\ 2 W
.......... )
= X
1 3 3 1 1/ 3 3 \1
4 >4
simetri¢no vezivanje
“rep-rep”

S1.2.28. Nagini vezivanja Cs izoprenskih jedinica u terpenskim molekulima (Sarac, 2014)

Terpeni su podeljeni prema broju Cs izoprenskih jedinica na: monoterpene-Cio, seskvit-
erpene- Cis, diterpene-Coo, sesterpene-Cos, triterpene-Cso i tetreterpene-Cao. Politerpeni nas-
taju vezivanjem velikog broja Cs izoprenskih jedinica ¢ija molekulska masa se krec¢e preko
100 000. Svaka od ovih grupa terpena deli se na podgrupe u zavisnosti od broja prstenova
koji se nalazi u grupi:

-Acikli¢ni terpeni- ne poseduju prstenastu strukturu,
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- Monocikli¢ni terpeni- prisutan jedan prsten

- Bicikli¢ni,

-Tricikliéni,

-Tetracikli¢ni terpeni.

U zavisnosti od funkcionalne grupe koju poseduju terpeni mogu biti: ugljovodonici, alko-

holi, fenoli, aldehidi, ketoni, kiseline i estri. Na slici 2.29. predstavljen je na¢in povezivanja

1 glava Iep
glava .
s, 3 rep ~~t~ glava
rep
rep
o e

terpena.

glava glava
Primjeri:
/
HOH,C__~
Mircen Farnesol

Slika.2.29 Nacini povezivanja terpena

Terpeni su jedinjenja koja daju tipi¢nost, posebno muskatnim, ali i drugim sortama.
Najcesce su to monoterpeni, nekoliko seskviterpena, kao i odgovarajuéi alkoholi 1 aldehidi,
koji su i najinteresantniji sa olfaktivnog aspekta. U prirodi je dokazano oko 4000 terpenskih
jedinjenja od kojih je oko 400 terpenoida (sa Cio) i skoro 1000 seskviterpenoida (sa Cis).

Te dve serije jedinjenja su karakteristike esencijelnih ulja biljaka i medu njima su jedinjenja
sa vrlo intenzivnim i prijatnim mirisom cvec¢a i agruma. Ta jedinjenja prisutna su u grozdu
svih sorti, a sadrzaj je ve¢i u muskatnim sortama i kre¢e se od 500 do vise od 1700 pg/l u
Siri 1 predstavljaju 40-50 % od ukupnih isparljivih sastojaka u okviru bobice. Slobodni ter-

peni nalaze se u svim delovima bobice s tim Sto se u ¢elijskim opnama pulpe 1 pokozice
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nalazi oko 50 %. Slobodni geraniol i nerol su oko 90 % u pokozici bobice, a od linalola je
oko 2 u Siri.

Sadrazaj slobodnih terpena se povecava u toku razvi¢a bobice. U zelenom grozdu ima ih
samo u tragovima ili ih ¢ak i nema kao §to je slucaj sa a-terpineolom i citronelolom, koji se
pojavljuju tek u vreme Sarka. U toku sazrevanja grozda sadrzaj se konstantno povecava s
tim Sto u fazi prezrelosti sadrzaj nekih jedinjenja moze da se smanjuje kao Sto je slucaj sa a-
terpineolom i linalolom (slucaj sorte muscat de Frontignan).

Ulogu prekursora mogu da imaju vise razlicitih jedinjenja:

-monoterpeni, dioli i terpenski polioli, masne kiseline, karotenoidi, glikozilni prekursori
arome,

prekursori arome sovinjona.

Monoterpeni: su jedinjenja manje ili vise podlozna promenama pod uticajem procesa
hidratacije i oksidacije. Te promene mogu se odvijati u toku nege vina. Tako na primer od
linalola u toku 3 meseca nastaju 4 glavna sastojka: nerol, geraniol, a-terpineol i 6,7-
dihidroksi-linalol.

Dioli ili terpenski polioli: U kiseloj sredini, kao $to je Sira ili vino, dioli se trans-
formiSu u monoterpene sa manjim ili ve¢im stepenom oksidacije. Neka od tih jedinje-
nja daju vinu strani miris: trans-1,8-terpen ima miris na eukaliptus a 3,9-epoksi-8-menten-1
ima miris na aromaticnu biljku “fenovil”.

Masne kiseline: U toku prvih nekoliko minuta koji slede nakon muljanja grozda,
javlja se znacajna koli¢ina aldehida i alkohola sa 6 ugljenikovih atoma. Neki od njih imaju
miris na zgnjeceno lis¢e, na zelenis i gorkog su ukusa (Flanzy,C.,1998). Njihovi prekursori
su nezasi¢ene masne kiseline. Sadrzaj nezasi¢enih masnih kiselina u grozdu sorti Vitis vinif-
era je oko 500 mg/kg bobica (ne raCunajuc¢i semenke).

U ukupnoj masi masnih kiselina na nezasi¢ene masne kiseline dolazi 70-75 %, a medu
njima na linoleinsku i linolensku kiselinu dolazi 55-63%. Druge nezasi¢ene masne kiseline
kao: palmitinska, oleinska prisutne su u mnogo manjoj koli¢ini.
Masne kiseline prakti¢no nisu prisutne u slobodnom obliku, ve¢ su esterifikovane 1 angazo-
vane u razli¢itim klasama lipida: fosfolipidi sa 64-71 % od ukupnih lipida, neutralni lipidi sa
17-24 % i glikolipidi sa 8-14 %.

Karotenoidi: Visok kvalitet vina od nearomati¢nih sorti moze se pripisati karote-
noidima koji daju poseban aromati¢ni karakter. On se zapaza nekada ve¢ u mladom vinu,

odmah nakon zavrSene alkoholne fermentacije, ali svoj vrhunac dostize u toku nege vina, a
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to znaci da se te materije oslobadaju od svojih prekursora. Ta jedinjenja imaju isto poreklo
kao i terpenoli s tim S§to su viSeg stepena polimerizacije.

Isparljivi sastojci predfermentativnog stadijuma: Te arome se razvijaju od berbe, preko
transporta, muljanja, presovanja, do eventualne termicke obrade ili karbonske maceracije.
Mehanicki efekat ovih operacija ogleda se u ostvarivanju kontakta izmedu razli¢itih en-
zimatskih sistema i supstanci prisutnih u bobici. Kiseonik je uklju¢en u te enzimatske pro-
cese. Osim enzimatskog posmedivanja i promene boje, neki od enzima ucestvuju u stvaranju
jedinjenja koja uti¢u na aromu vina. Radi se o enzimima koji ucestvuju u stvaranju aldehida
i alkohola sa 6 C atoma i koji su odgovorni za miris na zeleno, herbacee, a nekad i za
goréinu.

Visi alkoholi: Koli¢inski dominiraju 2 i 3-metil butanoli, propanol, 2-metil propanol,
butanol, pentanol, 2-feniletanol, 3-metiltio-propanol, tirozol i triptofol. Njihov prosecan
ukupan sadrzaj u vinu je 400-500 mg/l, §to je optimum za aromu vina, a ako je veci (do 1g/1)
predstavlja manu arome. Nastaju metabolizmom aminokiselina, §to znaci da je sadrzaj u
velikoj zavisnosti od izvora azota u $iri. Dva su puta njihovog nastanka: po jednom katabo-
lizmom aminokiselina pri ¢emu dolazi do njihove dekarboksilacije iza ¢ega sledi redukcija
nastalih a-keto kiselina. Drugi put je anabolizam aminokiselina preko odgovarajucih a-keto
kiselina nastalih od Secera. Koji ¢e od ovih puteva predominirati zavisi od izvora azota u
Siri: nedostatak asimilirajuéeg azota izaziva akumulaciju o-keto Kkiselina i posledica je
stvaranje vise visih alkohola. U suprotnom sluc¢aju (prisustvo u sredini vece koli¢ine ami-
nokiselina) stvartanje vi$ih alkohola anaboli¢kim putem je inhibirano, ali se zato oni vise
stvaraju katabolickim putem.

Polioli: 1,2-propandiol, 2,3-butandiol i 2,3-pentadioli stvaraju kvasci redukcijom
odgovaraju¢ih karbonilnih sastojaka 1 sa glicerinom predstavljaju najznacajniju grupu
jedinjenja u pogledu kolicine, ali nemaju direktno dejstvo na aromu (Flanzy,C.,1998).

Alkoholi sa 6 C atoma: heksenol i heksanol. Poticu od oksidacije lipida koji nastaju u
predfermentativhom stadijumu. Daju vinu biljni 1 herbacee karakter koji je ¢ak neprijatan
ako su ove komponente prisutne u ve¢oj koli¢ini.

Kiseline i njihovi estri: Masne kiseline i njihovi estri sa alkoholima predstavljaju
glavne markere fermentativne arome. Vina sa prijatnom fermentativnom aromom su ona u
kojima je stvoreno viSe masnih kiselina 1 to se pripisuje njihovim estrima koji imaju prijatan
voéni karakter, sa izuzetkom etilacetata koji sam po sebi nije neprijatan ali pri sadrazaju
veéem od 100 mg/l kvari aromu vina. Same masne kiseline imaju neprijatan miris, ali

njihova koncentracija u vinu retko prelazi prag osetljivosti. U klasi¢cnom smislu ovu familiju
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jedinjenja ¢ine: masne kiseline sa kratkim lancem (Cz do Cio), njihovi etilestri i acetati visih
alkohola. Biogenetski sva ta jedinjenja nastaju preko acil-S-koenzim A od kojeg nastaju bilo
masne kiseline hidrolizom, bilo etilestri masnih kiselina ili acetati viSih alkohola alkohol-
izom.
Isparljivi fenoli: Glavni isparljivi fenoli koje stvaraju kvasci S.cerevisiae su 4-vinilfenol
(miris na karanfil) i 4-vinilgajakol (miris na karanfili¢). Kvasci ih stvaraju enzimatskom
dekarboksilacijom kumarinske i ferulinske kiseline. lako je sadrzaj ovih kiselina u crnom
grozdu veci, sadrzaj nastalih isparljivih fenola je ve¢i u belim vinima. Razlog tome je $to
neka fenolna jedinjenja crvenog vina inhibitorno deluju na enzime koji vrSe dekarboksi-
laciju navedenih fenolnih kiselina. Treba napomenuti da druge fenolne kiseline (cimetne i
benzojeve) ne podlezu dekarboksilaciji. Isparljivi fenoli uti¢u pozitivno na aromu vina.
Sekundarna aroma se razvija u periodu od berbe grozda do pocetka fermentacije Sire
ili kljuka. U ovom periodu dolazi do slozenih biohemijskih 1 hemijskih reakcija i do sinteze
sekundarnih aromatskih jedinjenja. Ova aroma se naziva predfermentativnom aromom.
Masne Kiseline kratkog, srednjeg i dugog lanca su produkat metabolizma kvasaca i imaju
ulogu u ukupnoj aromi vina (Francis i Newton, 2005). Masne kiseline kratkog lanca su
maslacna, izomasla¢na, propionska i izovalerijanska kiselina, masne kiseline srednjeg lanca
su heksanonska, oktanska 1 dekanska i njihova koncentracija zavisi od sorte grozda, sastava
Sire, soja kvasca 1 temperature fermentacije (Edwars et al.,1990, Bardi et al.,1999).
Tercijarna aroma ili bouquet vrenja nastaje u toku alkoholne fermentacije ili jabu¢no
mlecne fermentacije kao proizvod metabolizma kvasca 1 bakterija. Nastaju aromaticna
jedinjenja kao $to su visi alkoholi, isparljive kiseline, etil estri masnih kiselina i isparljivi
fenoli. Najvazniji estri u vinu su etil estri masnih kiselina i acetatni estri ukljucujuci etil ace-
tat, etil butirat, etil heksanoat, etil oktanoat, etil dekanoat, heksil acetat, izoamil acetat, izo-
butil acetat i fenil etil acetat (Guth 1997, Ferreira et al., 2000, Francis i Newton 2005,
Swiegers et. al.,2005). Gubitak voénih i cvetnih aroma mladih vina povezan je sa hi-
drolizom estara (Marais i Pool 1980). Visi alkoholi nastaju kao proizvod a nastaju katabo-
lizmom aminokiselina od strane kvasaca kroz Ehrlichov put sinteze (Swiegers et al., 2005).
Aroma dozrevanja (postfermentativna fermentacija ili bouquet starenja) nastaje
tokom dozrevanja i skladiStenja vina. Tokom zrenja vina gube voéne mirise 1 sortne karak-
teristike a dobijaju poseban bouquet starosti koji je cenjen kod crvenih vina.
Terpeni daju floralne tonove vinima, od estara i laktona poti¢e voc¢nost a visi alko-

holi i aldehidi daju herbalne tonove. Kod mladih crvenih vina najizrazenije su primarne
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arome, a adlezavanjem javljaju se sekundarne arome kao i arome usled starenja vina.
(Prosen et al., 2007a; Castro-Vasquez et al., 2002; Schneider et al., 2001).

Prema Ribereau-Gayon et al. (2006) u vinu i grozdu srecu se od 30-40 mirisno
najaktivnijih komponenti od oko 800 koliko se nalazi u grozdu i vinu.

U obliku aglikona javljaju se najvaznija aromatska jedinjenja iz grupe terpena, visih

alkohola, estara, isparljivih fenola, derivata benzola i C13 norisoprenoida.

2.4. ANTIOKSIDANSI | SLOBODNI RADIKALI
2.4.1. Slobodni radikali

Slobodni radikali su atomi, joni ili molekuli sa jednim ili viSe nesparenih elektrona u
strukturi. Nastaju iz neradikala koji su po prirodi slabo reaktivni i imaju u orbitalama paran
broj elektrona suprotnih spinova, a to je energetski najpovoljnije i najstabilnije stanje.
Gerschman i saradnici su 1954. godine prvi ukazali na Cinjenicu da se brojni hemijski
procesi odvijaju putem formiranja slobodnih radikala (Gerschman et al., 1954; Guteridge et
al., 1999; Gerschman et al., 2001). Slobodni radikali, za razliku od neradikala, poseduju
jedan nespareni elektron u spoljasnjoj orbitali, koji je odgovoran za njihovu nestabilnost i
reaktivnost.

Neradikal se moZe konvertovati u slobodni radikal gubitkom ili primanjem jednog
elektrona, pri ¢emu se bitno menjaju njegova fizicka i hemijska svojstva. Jednom nastali
slobodni radikal moze da izazove niz lanCanih reakcija u fazi inicijacije, sa drugim manje
reaktivnim vrstama. Slobodni radikali predstavljaju najreaktivnije vrste, a i neradikalski
oblici su oksidacioni agensi i oni se konvertuju lako u radikale (Halliwell et al, 1989;
Halliwell et al., 1999). Oni lako stupaju u hemijske reakcije sa drugim molekulima, pri tome
nespareni elektroni obrazuju hemijske veze, oslobada se energija i pri tome ceo sistem
prelazi u nize energetsko stanje.

Prooksidansi su razlic¢ite hemijske vrste koje u bioloskim i hemijskim sistemima
uzrokuju ili ubrzavaju reakcije oksidacije. Dele se na reaktivne slobodnoradikalske i
neradikalske vrste (oksidaciona sredstva koja lako prelaze u slobodne radikale). Najvaznije
reaktivne vrste kiseonika (ROS), hlora (RCS) i azota (RNS), date su u tabeli 2.7.
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Tabela 2.7. Reaktivne i slobodno radikalske i neradikalske vrste kiseonika. (Halliwell i

Whiteman, 2004).

Slobodno radikalske kiseoni¢ne vrste (ROS)

Neradikalske vrste

superoksid anjon radikal (O2- -),

ozon (03), singletni kiseonik (02')

hidroksil radikal (*OH),

organski peroksidi (ROOH),

hidroperoksil radikal (¢HO?2),

peroksinitrit (ONOO-),

peroksil radikal (RO2-),

peroksinitritna kiselina (ONOOH),

karbonatni radikal (CO3e-),

hipohlorna kiselina (HOCI),

ugljendioksidni radikal (CO2--),

hipobromna kiselina (HOBY),

alkoksil radikal (RO¢).

vodonik-peroksid (H202),

Reaktivne hlorne vrste (RCS)

Neradikalske vrste

Atomski hlor, Cle

Hiphlorna kiselina, HOCI
Nitril (nitronijum) hlorid, NO.CI
Hloramini

Reaktivne azotove vrste (RNS)

Neradikalske vrste

Azotmonoksidni radikal, NO-
Azotdioksidni radikal, NO2

Azotasta kiselina, HNO2
Nitroksil katjon, NO+

Nitroksil anjon, NOD

Azot tetroksid tetroksid, N2O4
Azot trioksid, N2Os
Peroksinitrit, ONOO
Peroksinitritna kiselina, ONOOH
Nitronijum (nitril) katjon, NO2+
Alkilperoksinitriti, ROONO
Nitril (nitronijum) hlorid, NO.CI

Zbog prisustva nesparenog elektrona, slobodni radikal je jak oksidans i veoma je

reaktivan, pa tezi da se spoji sa drugim elektronom, oduzimajué¢i mu od molekula jedan

elektron i na taj nacin dolazi do lan¢ane reakcije. Molekul od koga je oduzet elektron i sam

postaje slobodan radikal. Slobodni radikali mogu da ostete ¢elijsku membranu, holesterol,

masne kiseline, DNA i proteine i imaju ulogu u patogenezi mnogih degenerativnih bolesti.

Oksidacija Celijskih proteina i membrana dovodi do bolesti kao $to su: reumatoidni artritis,

Parkinsonova bolest, oksidacija LDL holesterola dovodi do pojave ateroskleroze, a

oksidativno oSte¢enje DNA dovodi do nastanka karcinoma. Oksidativni stres predstavlja

poremecaj ravnoteze izmedu prooksidanasa i oksidanasa usled Cega dolazi do oStecenja

makromolekula u ¢eliji.
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Respiratorni lanac u mitohondrijama dovodi do nastanka mnogih reaktivnih grupa
kiseonika kao $to su hidroksil radikal OH i superoksid radikal O2-. Imuni odgovor na
alergene povecava proizvodnju slobodnih radikala.

U zZivom organizmu slobodni kiseonikovi radikali stvaraju se na nekoliko nacina:

-delovanjem jonizujuéeg zracenja na bioloske molekule,

-tokom procesa celijskog disanja, zbog odlaska pojedinih elektrona u transportnom
lancu elektrona i nepotpune redukcije kiseonika,

-sintezom u ¢elijama imunoloSkog sistema, neutrofilima i makrofazima,
posredstvom enzima NADPH- oksidaze i mijeloperoksidaze (respiratorni prasak), (Halliwell
i Gutteridge., 2000). Slobodni radikali nastali na ovakve naline reaguju sa okolnim
molekulima kako bi postigli stabilnost, a molekul sa kojim reaguju postaje novi slobodni
radikal.

Primarne produkte lipidne peroksidacije, hidroksiperokside, nije moguce
kvantitativno odrediti zbog njihove nestabilnosti i reaktivnosti, pa se u praksi mere
sekundarni oksidacioni produkti kao §to su malondialdehidi (MDA). MDA se koristi kao
marker lipidne peroksidacije i oksidativnog stresa.

U Zivim organizmima postoje odbrambeni mehanizmi koji odrzavaju ravnotezu
oksido-redukcionih procesa i to su:

-Postojanje celijskih organela, (mitohondrije, lizozomi), koje odvajaju vece kolic¢ine

slobodnih radikala od ostalih vitalnih delova ¢elije,

-Celijski enzimi: superoksid dizmutaza, katalaza i glutation peroksidaza,

-Antioksidansi: vitamin E, C, mokracna kiselina.

Slobodni radikali se stalno stvaraju i neutraliSu u organizmu. Problem nastaje kada
se oni stvaraju ve¢om brzinom nego Sto organizam moze da ih neutraliSe, a do toga dolazi u
uslovima stresa, kod povecanih fizi¢kih i umnih naprezanja, pod dejstvom otrova, pesticida,
herbicida, duvanskog dima, zraCenja, izduvnih gasova, prekomernog suncanja kao i
upotrebe nekih lekova.

Kada se slobodni radikali stvaraju ve¢om brzinom nego $to organizam moze da ih
neutraliSe, nastaju uslovi za propadanje Celija i razvoj bolesti. Mnoga oboljenja nerava,
krvnih sudova, srca, tumori povezuju se sa pove¢anom izloZzenos¢u nekim Stetnim agensima,
koji su preko stvaranja slobodnih radikala doveli do razvoja bolesti. Slobodni radikali
takode ubrzavaju starenje organizma, jer dovode do ubrzanog propadanja celija.

Slobodni radikali spadaju u najreaktivnije hemijske vrste, lako stupaju u hemijske

reakcije zbog svoje hemijske reaktivnosti pri ¢emu nespareni elektroni obrazuju hemijske

74



veze, oslobada se energija i sistem prelazi u nize energetsko stanje. Slobodni radikali
najée$¢e nastaju preko sledecih tipova reakcija: oksido-redukcionih procesa, fotolize,
termolize i radijacije visoke energije (Pileti¢ i sar., 1993). Nastanak slobodnih radikala u
biosistemima deSava se tokom enzimskih reakcija koje katalizuju oksidaze, u
endoplazmati¢nom retikulumu tokom procesa biotransformacije endogenih i egzogenih
supstrata, apsorpcije radijacije, fagocitoze itd. Genetska predispozicija na neku bolest utice
na povecano stvaranje slobodnih radikala kao i infekcije, hroni¢ne bolesti, stres, izlaganje
suncu, pusenje i zagadeni vazduh. U toku metabolizma nastaju i neki slobodni radikali, a
¢ak 90% kiseonika iz vazduha u organizmu sisara se redukuje do vode primanjem detiri
elektrona od transportnog sistema u respiratornom lancu mitohondrija (Acworth, 2003).

Hidroksil radikal, (*OH) je najreaktivniji slobodni radikal, brzo reaguje sa
biomolekulima, njegov poluzivot je kratak i najodgovorniji je za citostatine efekte
kiseonika. Nastaje tokom hemijskih reakcija u prisustu redukovanih oblika prelaznih metala
ili 02* -~ u Fentonovoj reakciji (H.0, + Fe?* — OH*+ OH" + Fe®"), nastaje i u Haber-
Weissovoj reakciji reakciji (02 *~ + Fe¥* — 02 + Fe?*; Fe?* + H202 — Fe®'+ OHe + HO ).
Nastaje i homolitickim raskidanjem O-O veze pod dejstvom toplotne energije i reakcijom
vode i ozona u alkalnoj sredini. Hidroksi radikal izaziva velika oSteCenja unutar malog
radijusa od mesta nastanka, kratkog je poluzivota i napada i oStecCuje Celijske biomolekule,
inicira lan¢ane procese inicirajuci pri tome razne Celijske i metaboli¢ke poremecaje (Halli-
well, 2001).

Superoksid anjon radikal (O2e-) i njegov protonovani oblik, peroksilni radikal
(HO2e-) nastaju  jednoelektronskom  redukcijom  molekulskog  kiseonika, ili
jednoelektronskom oksidacijom vodonik peroksida. U reakcijama katalizovanim ksantin
oksidazama nastaju znacajne koli¢ine ovih radikala (Ohara i sar., 2015).

Singletni kiseonik (102) je veoma reaktivan a nastaje tokom enzimskih reakcija u
prisustvu laktoperoksidaza i mieloperoksidaza.

Vodonik peroksid (H.O;) ubraja se u reaktivne vrste kiseonika ali nije slobodni
radikal. Nastaje direkthnom dvoelektronskom redukcijom molekulskog kiseonika,
jednoelektronskom redukcijom superoksid anjon redikala ili enzimskom mutacijom
dejstvom superoksid dizmutaze :

02~ +02°~ +2H" — H,0, + O,
Proces stvaranja vodonik peroksida odvija se na nivou mitohondrija, peroksizoma,

mikrozoma i ¢elijske membrane.

75



2.4.2. Antioksidansi i oksidativni stres

Antioksidansi prema definiciji koju je dao Halliwell (1990) su “supstance koje su
prisutne u malim koncentracijama u odnosu na supstrat (biomolekul) koji se oksiduje,
znacajno usporavaju ili spre¢avaju oksidaciju tog supstrata”.

Antioksidansi deluju preko vise mehanizama:

- kao “hvataci” (skevindzer) slobodnih radikala
- kao donori H-atoma

- kao donori elektrona

- kao akceptori elektrona

- akceptori H-atoma

Antioksidansi se prema mestu nastajanja dele na: endogene i egzogene. Endogeni
antioksidansi nastaju u ljudskom organizmu, dok se egzogeni antioksidansi unose putem
hrane i lekova. Fenolna jedinjenja predstavljaju najvazniju grupu prirodnih egzogenih
antioksidanasa.

Shi i saradnici (2001) klasifikovali su antioksidanse prema nacinu i nivou delovanja
u ljudskom organizmu na: preventivne antioksidanse, “skevindzer” antioksidanse i
“reparacione” antioksidanse. Preventivni antioksidansi imaju ulogu u sprecavanju nastanka
slobodnih radikala, “skevindzer” antioksidansi imaju ulogu u hvatanju slobodnih radikala a
reparacioni antioksidansi obnavljaju ili uklanjaju vitalne biomolekule koji nastaju u
uslovima oksidativnog stresa. U “reparacione” antioksidanse spadaju proteaze, fosfataze,
transferaze, enzimi koji obnavljaju DNK, itd.

Oksidativni stres je definisao H. Sies 1985. godine kao poremecaj u kome su
slobodni radikali brojniji u odnosu na antioksidanse usled ¢ega dolazi do oStecenja bitnih
¢elijskih makromolekula (proteina, lipida, ugljenih hidrata i DNK). Poremecena ravnoteza
izmedu antioksidanasa i produkcije prooksidanasa dovodi do povecanog stvaranja slobodnih
radikala $to moze dovesti do ozbiljnih Celijskih ostecenja. Slobodni radikali nastaju tokom
normalnih metabolickih procesa a mogu biti i uzrok oksidativnog oSteCenja celija u
nekontrolisanim uslovima (Valko et al, 2007). Slobodni radikali mogu imati fiziolosku ili
patolosku ulogu u organizmu, a oksidativna ostecenja nastaju zbog povecane produkcije
slobodnih radikala ili zbog nedovoljne efikasnosti antioksidativnog sistema zastite.

Pojam oksidativni stres oznaava poremecaj ravnoteze izmedu stvaranja oksidanasa i
sposobnosti odbrambenih sistema u organizmu da te oksidanse eliminise (Beeridge et al.,

1996). Antioksidativni stres se danas spominje u kontekstu mnogih bolesti poput
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ateroskleroze, Parkinsonove bolesti, infarkta miokarda, Alzheimerove bolesti, sindroma

hroni¢nog umora.

2.5. FARMAKOLOSKA SVOJSTVA GROZDA 1 VINA

Upotrebu vinove loze u medicini poznavali su stari Egip¢ani 1 stari Grei. Sok,
isceden iz zeljastih izdanaka, tada je koriS¢en kao popularan lek protiv raznih koznih bolesti.
Listovi su, zbog adstringentnih i hemostatickih svojstava, ¢esto koriSéeni u leenju dijareja,
hemoralgija, prosirenih vena i hemoroida. Za leCenje upala grla, Cesto je ceden sok zelenih
plodova i kori§¢en za ispiranje. Osuseni zreli plodovi koriS¢eni su kao blagi laksans, ali i za
podsticanje izluCivanja urina, za olakSavanje iskaSljavanja, za poboljSanje apetita 1 za
podizanje tonusa organizma, kod izgladnelosti, oticanja ekstremiteta, dijareja, mucnina i
razli¢itih oboljenja koze, bubrega i jetre.

Farmakoloska vrednost vina je takode poznata jo§ iz anti¢kih vremena. Starogrcki
lekari — Hipokrat i Galen — Kkoristili su adstringentno i toni¢no delovanje crnog vina u
lecenju mnogih oboljenja, dok je belo vino obi¢no koris¢eno kao diuretik.

Ulje, dobijeno cedenjem semena grozda, je koriS¢eno kao laksans, antacid, protiv
opekotina i povrSinskih ozleda koze, ali 1 za podsticanje lucenja Zuci.

U Ajurvedi, drevnom holistickom indijskom sistemu lecenja, kori§¢eni su plodovi
crnog grozda kao afrodizijak, diuretik, laksans, protiv astme, groznice, oboljenja oc€iju,
zutice i upala grla. I u drugim delovima sveta tradicionalno se koristi list i plod vinove loze
u lecenju groznice, oboljenja jetre, protiv skorbuta i difterije, protiv poremecaja nastalih
usled nedostatka gvozda (prvenstveno kod male dece), kao analgetik protiv bolova razli¢ite
etiologije i dr.

U nasoj narodnoj medicini je Cesto koriS¢en list, u leCenju poremec¢aja menstrualnog
ciklusa Zene, ali i protiv kamena i peska u bubrezima.

Od 1991. godine govori se o tzv. ,francuskom paradoksu“ u ¢ijoj osnovi lezi
Cinjenica da Francuzi i pored toga $to konzumiraju hranu bogatu mastima Zzivotinjskog
prekla dozivljavaju u mnogo manjoj meri infarkt miokarda u odnosu na stanovnike USA i
ostale narode zapadne Evrope. Sustina ovog paradoksa je u slede¢em: koli¢ina holesterola u
krvi ¢oveka zavisi od genetske konstitucije i naina ishrane. Hrana bogata masno¢om
povecava sadrzaj lipoproteina niske gustine (LDL) u krvi, koji se vremenom taloze kao
vosak na zidove arterija. Lipoproteini vezuju kiseonik iz krvi i time otezavaju rad sr¢anog
miSi¢a a time se uveCava rizik od infarkta miokarda. Proantocijanidoli, kvercetin i

resveratrol poseduju antioksidativno svojstvo i imaju ulogu koronarnih zastitnika. Ova
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fenolna jedinjenja sprecavaju oksidaciju LDL i uti¢u na porast lipoproteina visoke gustine
(HDL), koji sprecavaju zacepljenje arterija i predstavljaju pozitivne regulatore masnoce u
krvi.

Kardioprotektivni efekat crvenog vina je u pocetku pripisivan etanolu a studija
Siemanna i Creasy-ja (1992) godine ukazuje na to da kardioprotektivni efekat ima
resveratrol (Sovak, 2001). Najznacajnija bioloska dejstva resveratrola su: inhibicija lipidne
peroksidacije, neutralizacija slobodnih radikala, inhibicija agregacije trombocita,
antikancerogena aktivnost, estrogena aktivnost, helacija bakarnih jona, vazorelaksaciona
aktivnost.

Kao pripadnici klase polifenola, ova jedinjenja imaju sposobnost da “hvataju” i
neutraliSu toksi¢ne oblike kiseonika — tzv. slobodne radikale. U organizmu ¢oveka, slobodni
radikali reaguju sa lipidima celijskih membrana, proteinima tkiva ili enzimima, ugljenim
hidratima 1 DNK, izazivaju¢i oSte¢enja celijskih membrana i lizu ¢elija, modifikaciju
proteina 1 enzima, oksidaciju ugljenih hidrata i oSte¢enja DNK. OSteéenja izazvana
slobodnim radikalima (oksidativni stres) direktno su povezana sa procesom starenja
(naroCito koZe 1 vezivnih tkiva) i1 razvojem nekih degenerativnih oboljenja, kao Sto su
reumatoidni artritis, oboljenja srca i krvnih sudova, degenerativne o¢ne bolesti (katarakta), i
razni neurodegenerativni procesi, multipla skleroza, astma, dijabetes i neki oblici
karcinoma. Konkretno, resveratrol u znafajnoj meri sniZzava nivo serumskih lipida 1
smanjuje agregaciju krvnih plocica, $to u velikoj meri umanjuje rizik od infarkta miokarda.
Antocijanini su vazoaktivne supstancije, a ispoljavaju i vrlo izrazenu antioksidantnu
aktivnost. Procijanidini izolovani iz semena grozda imaju veliki znac¢aj u lecenju nekih
vaskularnih poremecaja.

Antioksidativna aktivnost polifenolnih jedinjenja rezultat je njihove sposobnosti da
budu donori vodonika slobodnim radikalima (npr. u reakciji oksidacije lipida) i nakon toga
nastaju manje reaktivni fenoksil radikal: Ph-OH + ROO°— Ph-O°+ROOH

Stabilizacija fenoksil radikalima moguca je kuplovanjem sa slobodnoradikalskim
vrstama koje su karakteristi¢ne za reakcije oksidacije lipida, pri ¢emu nastaju relativno sta-
bilne neradikalske vrste (Duh et al., 1999). Polifenolna jedinjenja definisana kao antioksi-
dansi moraju da zadovoljavaju dva osnovna uslova:

1. Antioksidansi prisutni u malim koncentracijama u supstratu mogu da odloze,
uspore ili sprece delovanje slobodnih radikala (Halliwell 1 Gutteridge, 1990);

2. Novonastali radikal (nastao dejstvom antioksidanasa) mora da bude stabilan
(Shahidi i Wanasudara, 1992).
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Nekoliko studija ukazuju na to da zbog svojih antioksidativnih svojstava crveno vino
je u stanju da inhibira oksidaciju LDL (Frankel et al., (1993, 1998); Maier et al., 1994),
blokira genotoksi¢ni efekat mutagene okoline (Kobayashi et al., 1999), i smanji ucestalost
bolesti srca i krvnih sudova (Burns et al., 1993, Waterhouse, 2008). U svetu se proizvode
vina obogacena tim sastojcima, koja se u prometu deklarisu kao ,,vino za srce®.

Dokazano je da flavonoidi i polifenolne komponente vina: ferulat, etilgalat, ferulna
kiselina, galna kiselina, kafe kiselina i dr. inhibiraju do 80% HIV pojavnih oblika, time §to
inhibiraju lipoperoksidaciju ¢elija. Smatra se da povezivanjem flavonoida i drugih Cestica
slobodnih radikala u kombinaciji sa antivirusnim lekovima moze biti dobijeno terapeutsko
sredstvo u borbi protiv ,.kuge dvadesetog veka™ (Edeas i Lindenbaum, 2001).

Brojna istrazivanja dejstva kvercetina na organizam pokazala su da ovo flavonoidno
jedinjenje poseduje pozitivne osobine: antikancerogeno dejstvo se ogleda u inhibiranju
proliferacije ¢elija; antivirusno dejstvo usled inhibicije aktivnosti polimeraze, enzima
odgovornog za replikaciju virusa; anti inflamatorno dejstvo se ogleda u inhibiranju
metabolizma eksanoida koji su znacajni za reakcije inflamacije; kardioprotektorno dejstvo
ogleda se u redukciji aktivnosti krvnih plo¢ica ¢ime se umanjuje rizik od tromboze (Jovic et
al., 2002).

U vinu se nalazi i salicilna kiselina koja ne samo da je u stanju da razgaduje
masnocu i snizava nivo holesterola u krvi, ve¢ deluje i kao rastvarac¢ Cestica koje se nalaze u
krvi i time spre¢ava zacepljenje arterija (Maury, 2001). U vinu je nadeno oko 60 mg/l
salicilne kiseline, $to predstavlja dvostruko vecu koli¢inu u poredenju sa dnevnom dozom

aspirina koji lekari preporu¢uju kao predohranu za oboljenja kardiovaskularne prirode.

2.6. AUTOHTONE SORTE VINOVE LOZE

U svakom vinogradarskom regionu sveta postoje sorte koje su se u toku dugog
vremenskog perioda prilagodile klimatsko-edafskim uslovima podruéja (Savi¢, 2003).
Takav sortiment nosi naziv autohtoni ili aborigeni koji pod uticajem ekoloskih i
agrotehnickih uslova, ispoljava svoj sirovinski potencijal, koji je osnova za proizvodnju
grozda karakteristiénog sastava i osobina koje daju pecat kvalitetu vina. U Srbiji, pored
stranih sorti, u sortimentu sve znacajnije mesto poc¢inju da zauzimaju i autohtone sorte:
Prokupac, Smederevka, Tamnjanika bela i crna, Kreaca, Plovdina i dr. Autohtone sorte

dobijaju imena prema kraju iz kog poticu ili putu kojim su dospele u odredene krajeve.
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2.6.1. Prokupac

Sorta Prokupac je jedna od najrasprostranjenijih autohtonih sorti Srbije, a gaji se i u
Makedoniji i Bugarskoj.

Sinonimi po kojima se moze naci kod nas su: Nisevka, Prokupka, Crnka, Ka-
menicarka, Rskavac, Skopsko crno, Majki ¢orni, Zar¢in. U Srbiji je zastupljen u sortimentu
vinogradarskog regiona Centralna Srbija, i to u juznim podrué¢jima (niski, niSavski, toplicki,
leskovacki, vranjski rejon) ali se mestimi¢no mozZe naci i u vinogradarskom regionu Voj-
vodine. Sve je zastupljenija u novim zasadima na jugu Srbije.

Ova sorta vodi poreklo iz okoline Prokuplja. Pretpostavlja se da je dobila ime po
Prokuplju i selu Kamenica ,kamenicarka”. Prokuplje sa okolinom predstavlja stari
vinogradarski centar. Rimski spomenici iz I, Il i 1l veka n.e., sa urezanim delovima vinove
loze, potvrduju Cinjenicu da je vinogradarstvo bilo razvijeno jo§ na pocetku nove ere, a
mozda i ranije. Kneginja Milica je poveljom iz 1395. godine poklonila vinograd manastiru
Svetog Pantelejmona na Svetoj Gori. To je prvi pisani dokument u kome se pominje ime
Prokuplja, kao podruéja koje je bogato vinovom lozom. Jo$ od tog vremena verovatno
potice i sorta vinove loze Prokupac.

List je razvijen i veliki, trodelan je i ceo, sa plitkim gornjim lateralnim urezima.
Liska je tamno zelena, plitko olucasta, mrezasto naborana i mekana. Na licu lista nalaze se
jedva vidljive paucinaste dlacice, a nali¢je je obraslo srednje gustim sivim maljama. Peteljka
je osrednje duzine i debljine, malo rebrasta, zelena i delimi¢no ljubicasta. Cvet je dvopolan i
sa 5-6 praSnika, koji su visi u odnosu na dobro razvijeni tucak flasastog oblika.

Grozd je srednje krupan do krupan, srednje zbijen i valjkast. Masa grozda varira u
zavisnosti od varijeteta i krec¢e se od 150 do 300 g. Grozd se obi¢no nalazi na ¢etvrtom ili
petom kolencu rodnog lastera. Bobica je srednje krupna, okrugla, tamno plave boje
pokozice, sa obilnom peteljkom i prijatnog je ukusa i mirisa.

Grozde sazreva u III 1 IV epohi, pa je veoma pozna sorta. Prinos grozda je vrlo
dobar, pa cak i obilan (od 15 do 20 t/ha). Grozdovi su srednje veliCine, kupastog ili
valjkastog oblika, umereno zbijene strukture. Bobice su srednje veli¢ine, okruglog oblika sa

dosta debelom pokozicom. Pokozica sadrzi veliku koli¢inu taninskih materija, (slika 2.30).
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Slika 2.30. Sorta Prokupac

Sira sadrzi od 18 do 22 % Seéera i 5 do 7 g/l ukupnih kiselina. Vino sadrzi od 10,5
do 13 vol. % alkohola. Ima lepu otvoreno ili zatvoreno rubin boju. Veoma je pitko i
harmoni¢no vino. U zavisnosti od nac¢ina prerade ova sorta je najpogodnija za proizvodnju
kod nas veoma omiljenog vina tipa ruzica. Vina mogu da sluze za kupaziranje sa drugim

sortama i za proizvodnju lozovace i vinjaka.
2.6.2. Plovdina

Sorta plovdina je poreklom sa Balkanskog poluostrva. NajviSe se gaji kod nas i to u
rejonima uze Srbije, ali i u Bugarskoj, Rumuniji, Makedoniji, Turskoj i Albaniji. Poznata je
i pod imenima: Crvena slankamenka, Lisic¢ina crvena, Drenak, Pamid i dr. Grozde sazreva u
IIT epohi. Veoma je prinosna sorta (od 15 do 20 t/ha). Grozd je srednje velicine ili velik,
cilinndri¢no konusan. Bobice su srednje veli¢ine, izduzenog ili ovalnog oblika. Pokozica je

svetlije ili tamnije crvenkaste boje, slika 2.31.

Slika 2.31. Sorta Plovdina

Sira sadrzi od 15 do 18 % $ecera, a ukupnih kiselina od 4 do 6 g/I. Vino sadrzi od 9,5
do 11 vol. % alkohola. Sorta daje redovno slabiji kvalitet vina. Ovo vino se koristi za

kupazu sa drugim kvalitetnijim vinima ili za proizvodnju vinskog destilata.
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Vino je pitko, tanko, sa niskim sadrzajem alkohola i kiselina, obi¢no Zute boje, vrlo
Cesto sa blagom crvenkastom nijansom, posebno kada je u pitanju varijetet sa crnim
bobicama. Neutralnog je ukusa, siromaS$no na mirisu, tanko, jednostavno. Zbog niskog
sadrzaja alkohola i kiselina, vino se tesko cuva. Na domacem trzistu ova sorta daje najveci

deo sirovine za bela stona vina. Grozde je prijatno za jelo, pa se ¢esto koristi i kao stono.
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3. MATERIJAL | METODE
3.1. MATERIJAL
3.1.1. Grozde

Za izradu eksperimentalnog rada kao sirovina je koriséeno grozde dve autohtone
sorte Prokupca i Plovdine sa podru¢ja Toplickog vinogorja (Jug Bogdanovacki vinogradi,
43° 13' N/21° 42' E, na nadmorskoj visini od 250-400 m). Grozde je brano u fazi tehnoloske
zrelosti (sadrzaj Secera 19.29 % 1 sadrzaj ukupnih kiselina 6.2 g/l) i odmah je obradeno u
laboratorijskim uslovima uz upotrebu tehnike mikrovinifikacije. U svrhu mikrovinifikacije
koris¢eno je 5 kg grozda, muljanje grozda je obavljeno ru¢nom muljacom sa valjcima uz

odvajanje peteljki.

3.1.2. Lekovito bilje

Lekovito bilje: seme anisa (Pimpinella anisum), kora cimeta (Cinnamomum verum,
sinonim, C. zeylanicum), list pelina (Artemisia absinthium), koren sladi¢a (Glycyrrhiza
glabra) nabavljene od ,,Adonis d.0.0. Soko Banja“. Lekovite biljke su dodavane u Siru i

kljuk na pocetku fermentacije u koli¢ini od 1 % (w/w).

3.1.3. Hemikalije i reagensi

Sve hemikalije koje su koriS¢ene u analitiCkom radu su analitickog stepena cistoce:

Folin-Ciocalteu (FC) reagens, DPPH (2,2-difeil-1-pikrilhidrazil), galna kiselina,

katehin, (Sigma Chemical Company, USA).

e Natrijum-karbonat, Aluminijum(I1l) hlorid, (Alkaloid, Skoplje, Makedonija).

¢ Hlorovodonic¢na kiselina (VWR Prolabo, Belgija).

e p-vanilin (Alfa Aesar, Germany).

e Metanol (Merck, Darmstadt, Germany).

e Bromtimolplavo, skrob, NaNO,, NaOH, Kalijum metabisulfit, KMnOa, aktivni
ugalj, skrob, (Centrohem, Stara Pazova).

e CuSO4 (mp Hemija, d.o.o., Beograd).

e Jod (NRK InZenjering, Beograd).

e Standardi za HPLC (Sigma, USA).
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e Mueller-Hinton agar i Sabouard agar, hloramfenikol, streptomicin (Institut za
imunologiju i virusologiju Torlak iz Beograda).

e Apsolutni etanol, HCI, (Zorka Pharma, Hemija, d.0.0).

e H,SO.(RTB Bor Grupa)

3.2. METODE

Mikrovinifikacija u koli¢ini od 5 kg Sire po ogledu je vrSena u akreditovanoj
laboratoriji Visoke Poljoprivredno prehrambene $kole u Prokuplju. Sumporisanje je vrseno
dodatkom 5% rastvora kalijummetabisulfita (K2S20s) u koli¢ini od 10 g/hl. Siri je dodato i
lekovito bilje anis, cimet, pelin i sladi¢ u koli¢ina od 1% u odnosu na masu Sire.

Alkoholna fermentacija je izvodena na temperaturi od 16-18 °C i 22-25 °C pomoc¢u
kvasca Saccharomyces cerevisiae V1116 (Lalvin) u koli¢ini od 30 g/hl.

Analize vina uradene su u akreditovanoj laboratoriji VPPS, i laboratorijama
Tehnoloskog fakulteta u Leskovcu i PMF-a u Nisu.

3.2.1. Odredivanje sadrzaja Secera

Sadrzaj SeCera u S§iri odredivan je refraktometrijski pomocu laboratorijskog

refraktometra po Abbe-u (Carl Zeiss, Jena, Nemacka).
3.2.2. Odredivanje sadrZaja ukupnih Kiselina

SadrZzaj ukupnih kiselina u S§iri 1 vinu odredivan je acidimetrijski 1 izraZavan je kao
sadrzaj vinske kiseline u g/l. Vinu (10 cm®) se doda destilovana voda (30cm?) i titrise se
NaOH (0,1 mol/dm?®) uz dodatak bromtimol plavo kao indikatora do pojave plavo-zelene
boje, (Danici¢, 1985).

3.2.3. Odredivanje sadrzaja isparljivih Kiselina

Isparljive kiseline odredivane su u destilatu alkalimetrijskom metodom po Blarezu,

(Danici¢, 1985) uz fenolftalein kao indikator a izrazavane kao sir¢ena kiselina u g/1.
3.2.4. Odredivanje sadrzaja ukupnog sumpordioksida

Sadrzaj ukupnog sumpor dioksida odredivan je jodometrijski po Ripper-u, (Danici¢,

1985) a izrazavan u mgSO2/I.
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3.2.5. Odredivanje sadrzaja pepela

Sadrzaj pepela u vinu odredivan je gravimetrijski posle uparavanja i Zarenja uzorka

vina na 550 °C. Izrazavan je kao g/l. (Danici¢, 1985).

3.2.6. Odredivanje relativne gustine vina

Relativna gustina vina odredena je piknometrijski (Danici¢,1985).

3.2.7. Odredivanje sadrZaja alkohola u vinu
Sadrzaj alkohola u vinu odreden je na osnovu relativne gustine destilata vina
odredene piknometrijski (Danici¢, 1985).

3.2.8. Odredivanje sadrZaja ekstrakta

Ekstrakt vina Cine neisparljivi sastojci, pa se ostatak posle destilacije vina prilikom
odredivanja sadrzaja alkohola koristi za odredivanje sadrzaja ekstrakta u vinu. Na osnovu
relativne gustina ostatka posle destilacije odredene piknometrijski iz tablice se ocCitava

sadrzaj ekstrakta (g/1).
dost-dest.= (Mpod - Mpp) / (Mph - Mpp)
gde je:

dost.dest —relativna gustina ostatka od destilacije (d2o120); Mpp - masa praznog piknometra
Mph - masa piknometra sa vodom; Mpq - masa piknometra sa destilatom ; Mpod - masa

piknometra sa ostatkom od destilacije, (Danici¢, 1985).

3.2.9. Odredivanje sadrzaja ekstrakta bez Secera

Ekstrakt bez SeCera predstavlja ukupni suvi ekstrakt koji se dobija kada se od
sadrzaja ekstrakta oduzme sadrzaj ukupnih Secera (za sadrzaj preko 1g/1), kalijum sulfata (za

sadrzaj preko 1g/1), prisutnog manitola i drugih prisutnih supstanci koje su dodate vinu.

3.2.10. Odredivanje ukupnog sadrzaja fenolnih jedinjenja

Ukupan sadrzaj fenolnih jedinjenja odredivan je metodom po Folin-Ciocaltea-u
(Singleton i Rossi, 1965). Analiziranom vinu (0,1cm®) (razblazenje 5 puta) dodata je
destilovana voda (7,9 cm?®), Folin Ciocalteau reagens (0,5 cm?®) i vodeni rastvor Na2COs (1,5
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cm®, ®=20%). Slepoj probi je dodat Folin-Ciocalteau reagens (0,5 cm3), vodeni rastvor
Na2COs (1,5 cm®, ©®=20%) i 8 cm?® destilovane vode. Nakon inkubacije od 30 minuta na
tamnom mestu i sobnoj temperaturi merena je apsorbancija reakcione smese na 765 nm u
odnosu na slepu probu na spektrofotometru (GENESYS 10S UV-VIS). Snimanjem
apsorbanci serije standardnih rastvora galne kiseline dobijene su kalibraciona kriva (Prilog,

sl. 1, tab 1) 1 jednacina standardne krive:
Apsorbanca na 765 nm = 0,0010 Cgaina kiselina (Mg/1) + 0,0029, R? =0, 9950 (2)

Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja izraZen je kao mg galne kiseline / dm® (odnosno litru

ispitivanog vina).

3.2.11. Odredivanje ukupnog sadrzaja flavonoida

SadrzZaj ukupnih flavonoida u analiziranim vinima odreden je spektrofotometrijskom
metodom sa aluminijum hloridom, koja se zasniva na stvaranju kompleksa flavonoidi-
aluminijum (Zhishen et al., 1999 i Kim et al., 2003). U 1,0 cm? uzorka vina (razblaZenje 5)
dodata je destilovana voda (4,0 cm?®) a zatim 5% rastvor NaNO; (0,3 cm®). Nakon 5 minuta
dodat je 10% rastvor AICI3 (0,3 cm?®), a u estom minutu rastvor NaOH (2 cm®, 1 mol/dm®) i
2,4 cm?® destilovane vode.

Odmah se pristupa merenju apsorbance na talasnoj duZini od 510 nm u odnosu na
destilovanu vodu. Merenjem apsorbancije serije standardnih rastvora katehina dobijene su
kalibraciona kriva (Prilog) i jednacina standardne prave:

As1o = 0,0032 Cratehina (Mg/dm? vina) + 0,0376, R? = 0,9990

Ukupan sadrzaj flavonoida izrazen je kao mg katehina/l vina.
3.2.12. Odredivanje sadrZzaja ukupnih antocijana

Sadrzaj ukupnih antocijana u analiziranim vinima odreden je spektrofotometrijskom
metodom koja se zasniva na svojstvu slobodnih antocijana da pri pH 1 poveéavaju apsorp-
ciju na 520 nm, a da se obezbojavaju sa SO2 (koji se oslobada u kiseloj sredini iz natrijum-
metabisulfita) (Ribereau—Gayoni Stonestreet, 1965). Boja koja ostane nakon obezbojavanja
sa SOz poti¢e od polimernih pigmenata.

U prvi uzorak koji sadrzi: analizirano vino (0,5 cm?®), vodeni rastvor HCI (10 cm?,
2%), etanolni rastvor HCI (0,5 cm® 1% rastvor u 96% etanolu) dodata je destilovana voda (4
cm?®), a u drugi uzorak umesto destilovane vode dodat je Na-bisulfit (4 cm?, 20%). Nakon 20

minuta merena je opticka gustina na talasnoj duzini od 520 nm. Iz razlike apsorbancije iz-
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medu dva uzorka, proraunavan je sadrzaj antocijana u mg/dm? na osnovu kalibracione

krive za koju je kao standard koris¢en malvidin-3-glukozid, (Prilog) i jednacCine krive:

As20 = 0,001 Cratvidin-3-glukezid (Mg/dm? vina) — 0,001 R?=0,9990

3.2.13. Odredivanje intenziteta i nijanse boje vina

Intenzitet i nijansa boje odredeni su spektrofotometrijskom metodom (OIV, Edition
2012). Merenjem apsorbanci na talasnim duzinama 420, 520 i 620 nm dobijaju se vrednosti
na osnovu kojih se izraCunava intenzitet i nijansa boje. Vrednosti za intenzitet boje vina
odreduju ,koli¢inu“ boje u vinu, a nijansa boje se koristi kao parametar starenja vina.
Intenzitet boje se izraCunava kao zbir apsorbanci po obrascu:

I= As0+ Aso+Aes20  gde je I- intenzitet boje,
N= As20/ As20 gde je N- nijansa boje

3.2.14. Odredivanje udela Zute, crvene i plave boje i oblika spektra

Udeo pojedinih boja i oblik spektra odreden je spektrofotometrijskom metodom
(Glories, 1984). Merenjem apsorbanci vina na talasnim duzinama 420, 520 i 620 nm dobija-

ju se vrednosti na osnovu kojih se izra¢unava udeo zute, crvene i plave boje.

As20% = (As20/1) 100; udeo zute boje u intenzitetu, (Aszo, %):
As20% = (As20/1) 100; udeo crvene boje u intenzitetu:
As20% = (As20/1) 100; udeo plave boje u intenzitetu

gde je : 1=A420 + Aszo+ As2o
dA%= (1-( A0 +As20) / 2 A520) 100; gdeje (dA%)-oblik spektra

3.2.15. Odredivanje ukupnih flavan-3-ola

Koncentracija flavan-3-ola odredena je spektrofotometrijskom metodom (Revilla et
al., 1991). Flavonoidi manje molekulske mase (katehini), reaguju sa vanilinom gradeci
crveno obojena jedinjenja sa maksimumom apsorpcije na 500 nm. U tabeli 3.1. je data Sema

pripreme uzoraka za odredivanje flavan-3-ola:
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Tabela 3.1. Nacin pripreme uzoraka za odredjivanje flavan-3-ola

epruveta A epruveta B epruveta C

vino, ml 1,0 0,0 1,0
destilovana voda, ml 0,0 1,0 0,0
hlorovodonic¢na kiselina, konc., ml 2,0 2,0 2,0
p-vanilin (1% rastvor u apsolutnom alkoholu), ml 1,0 1,0 0,0
96% (v/v) etanol, ml 1,0 1,0 2,0

Nakon 30 minuta meri se vrednost apsorbance na A=500 nm u odnosu na destilovanu vodu
kao slepu probu i dobijaju vrednosti za Aa, As i Ac, a vrednost za apsorbancu A izraunava
se po jednacini:

1‘1 :AA_A.E'_AI‘_'

Na osnovu izraunate vrednosti apsorbanci odreduje se koncentracija ukupnih flavan-3-ola
(mg/l CTE) iz kalibracione krive standardnog rasvora katehina (Prilog) i iz nje izvedena
linearna jednacina krive: ¥ = 0,003 - x + 0,008, R2=0.999

3.2.16. Odredivanje antioksidativne aktivnosti

Antioksidativna aktivnost vina odredivana je DPPH testom (Brand-Williams i sar.,
1995). Napravi se serija razblazenja vina u opsegu koncentracija od 0,004 do 0,4 ml vina/ml
i odgovarajuéa zapremina uzorka (2,5 cm®) pomesana se sa 1 ml rastvora DPPH radikala u
metanolu (3x10* mol/dm?). Nakon 30 minuta inkubacije, u mraku i na sobnoj temperaturi,
merena je apsorbancija na talasnoj duzini od 517nm na spektrofotometru (GENESYS 10S
UV-VIS) u odnosu na methanol kao slepu probu. Kao blank rastvor kori$¢en je metanol (1
cm?®) i razli¢ita razblazenja vina (2,5 cm?®), a kao kontrola rastvor DPPH u metanolu.

Kapacitet neutralisanja DPPH radikala izracunavan je kori$¢enjem formule:

Kapacitet neutralisanja DPPH radikala (%) = 100 - [ (Au -Ab) 100/AK]

Au- Apsorbancija ,,uzorka* na 517 nm (2,5 cm?® vina razli¢itog razblazenja tretirano sa 1 cm?®
rastvora DPPH radikala)
Ab- Apsorbanca ,,blank-a“ na 517 nm (2,5 cm® vina razli¢itog razblazenja u 1 cm?®
metanola)
Ak- Apsorbanca ,,kontrole” na 517 nm (1 cm? rastvora DPPH radikala koncentracije 3x10™
mol/dm3u 2,5 cm?® metanola).

Vrednost ECso izraCunata je na osnovu eksperimentalnih podataka koris¢enjem

sigmoidne nelinearne metode pomoc¢u programa Sigma Plot 2000 Trial.
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3.2.17. HPLC-DAD hromatografija

Analiza fenolnih jedinjenja vina sa dodatkom lekovitog bilja izvrSena je te¢nom
hromatografijom pod visokim pritiskom (High Performance Liquid Chromatography,
HPLC) na aparatu Agilent 1200 Series sa UV-DAD (Ultra Violet-Diode Array Detektor)
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA). Analiza je uradena po originalnoj metodi
(Viet et al., 1995). Za hromatsko razdvajanje koriS¢ena je Zorbax Eclipse XDB — C18
(150x4,6 mm, i.d., Sum) pri zapremini injektiranog uzorka od 20 pl, dok su hromatogrami
snimljeni na talasnoj duzini od 360 nm. Kao mobilna faza koriS¢en je sistem rastvaraca: A-
1 % mravlja kiselina u vodenom rastvoru i B—metanol pri protoku od 0,5 cm® /min i
primenom sledeceg eluacionog profila: 0- 5 min: 70 % A i 30 % B; 5-20 min 30% A i 70 %
B; 20-25min 10% Ai90 % B .

Fenolna jedinjenja prisutna u vinima identifikovana su poredenjem njihovih
retencionih vremena i spektara sa retencionim vremenom i spektrom za svaku komponentu.
Potvrda identifikacije i odredivanje sadrzaja: galne kiseline, katehina, protokatehinske
kiseline, epikatehina, kafene kiseline, vanilinske kiseline, siringinske kiseline, dihidroksi
benzoeve kiseline, malvidin glukozida, sinapinske Kiseline, ferulinske Kiseline, kumarne
kiseline, naringina, hiperozida, rutina, miricetina, naringenina, kvercetina odredena je
metodom eksternih standarda. Za svaki pojedinacni standard pripremljen je osnovni
standard rastvora koncentracije 1,0 mg/cm?®, rastvaranjem u metanolu a takode i serija
razblazenih rastvora koncentracija u opsegu 0,01-0,200 mg/cm?®. Za svaki standard je
konstruisana kalibraciona kriva, na osnovu dobijenih pikova u zavisnosti od koncentracije
standarda. (Prilog). 1z jednacine linearne zavisnosti izra¢unate su koncentracije komponenti

u uzorcima.

3.2.18. Ekstrakcija isparljivih jedinjenja u vinu putem mikroekstrakcije gasno-¢vrstea
faza (HS-SPM)

SPME ruéni drzac i fuzionirano vlakno od silike obloZeno stacionarnom fazom Carboken®/
Polidimetilsilokane (CAR / PDMS) (debljina 85 pum) nabavljene su od Supelco (Bellefonte,
PA, USA) i koriS¢ene za ekstrakciju jedinjenja arome iz uzoraka vina od strane HS-SPME.
Pre prve upotrebe, vlakna su pripremljena prema uputstvu proizvodaca. Dvadeset mililitara
uzorka vina i 3 g NaCl stavljeno je u erlenmajer od 30 ml, zatvoreno gumenim zatvara¢em i
parafilmom i meSano magnetnom mesSalicom. Da bi se postiglo stanje ravnoteze, uzorci su

zagrejani na 55 °C i1 meSani magnetnom meSalicom tokom 15 minuta (predekstrakcija).
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Vlakno SPME je zatim umetnuto u prazan prostor uzorka i isparljive materije su ekstraho-
vane 35 minuta uz konstantno zagrevanje i meSanje na 55 °C. Vlakno je zatim desorbovano

10 minuta u ulazni split / splitless set na 250 °C u podeljenom rezimu 20:1 i analizirano po-

mocu GC/MS i GC/ FID.
3.2.19. GC/MS analiza isparljivih jedinjenja vina

GC-MS analiza isparljivih materija iz uzoraka vina izvrSena je na gasnom hromatografu
Agilent Technologies 7890B, spojenom sa inertnim, selektivnim detektorom mase 5977A
iste kompanije. Komponente su razdvojene na slabo polarnoj, silicijumskoj kapilarnoj ko-
loni, HP-SMS (5% difenil- i 95% dimetil-polisiloksan, 30 m % 0.25 mm, debljina filma 0.25
um; Agilent Technologies, USA). Helijum je kori$¢en kao noseéi gas, pri konstantnoj brzini
protoka od 1 ml / min. Temperatura GC rerne drzana je 2 min na 40 °C, povecana na 250 °C
pri brzini od 7 °C / min, 1 na kraju odrZavana na 250 °C tokom 2 min. Ukupno vreme rada je
bilo 34 min. Odvojene komponente su dalje analizirane masenim spektrometrom. Tempera-
tura prenosne linije MSD, jonskog izvora i ¢etvorostrukog masenog analizatora podesena je
na 300 °C, 230 °C 1 150 °C, respektivno. Napon jonizacije bio je 70 eV, a detekcija mase je
izvrSena u modu skeniranja, u opsegu od 25 do 550 m/z. Obrada podataka je izvrSena po-
moc¢u MSD ChemsStation (revizija F.01.00.1903) u kombinaciji sa AMDIS (revizija 2.70) i
softverom NIST MS Search (verzija 2.0g) (Agilent Technologies, USA). Indeksi retencije
komponenata iz uzorka eksperimentalno su odredeni koriS¢enjem homolognih serija n-
alkana iz C8-C20 kao standarda, analiziranih pod identi¢nim uslovima GC / MS i GC / FID.
Identifikacija jedinjenja je zasnovana na poredenju eksperimentalno dobijenih indeksa lin-
earne retencije (LRIekp-Tabele 1-5) sa onima u literaturi (LRIlit - Tabele 1-5, Adams, 2007)
kao i na poredenju njihovih EI masenih spektara sa podacima iz Villei 6, NIST11 i
RTLPEST 3 biblioteka masenih spektara. Area % odredene komponente u uzorcima je od-
redeno na osnovu izvestaja o procentu povrsine (nekalibrisani postupak izraCunavanja) gen-
erisanog od strane Agilent ChemStation softvera. Izvestaj Area% daje povrSinu svakog pika

u toku kao procenat ukupne povrsine svih vrhova u toku.
3.2.20. Odredivanje antimikrobne aktivnosti vina

Antimikrobna aktivnost vina odredena je disk-difuzionom metodom (Acar i
Goldstein, 1996) i mikrodilucionom metodom (Candan et. al., 2003).
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3.2.20.1. Disk difuziona metoda

Uzorci vina su testirani in vitro na panel sojeve mikroorganizama koji pripadaju
kolekciji mikroorganizama: ATCC (American Type of Culture Collection) i NCIMB
(National Collection of Industrial Bacteria, Aberdeen). Standardni sojevi mikroorganizama
nabavljeni su iz Instituta za imunologiju i1 virusologiju Torlak iz Beograda. Ispitivanje
antimikrobne aktivnosti vina vrSeno je sa slede¢im sojevima mikroorganizama: Gram-
pozitivne bakterije: Bacillus subtilis ATCC 6633, Gram-negativne bakterije: Escherichia
coli ATCC 8739 i Salmonella typhimurium ATCC 14028 i kvasac: Candida albicans ATCC
10231.

Dobijeni rezultati su uporedivani sa aktivno$¢u antibiotika hloramfenikola,
streptomicina i nistatina. hloramfenikol (30 pg/disk), streptomicin (10 pg/disk) i nistatin
(30pg/disk) koriséeni su kao kontrola senzitivnosti testiranih mikroorganizama.

Za mikrobioloSku analizu kori§¢ene su sledece podloge: Miiller-Hinton agar za gajenje G(+)
bakterija i G(-) bakterija i Sabouraud dekstrozni agar za gajenje Candida albicans.

Sve agar ploc€e su pripremljene u Petri Soljama (90 mm) sa agarom (10 ml). Disk
agar ploce inokulirane su sa suspenzijom testiranih mikroorganizama (100 pl). Sterilni
diskovi filter papira (“Antibiotica Test Blattchen”, Schleicher and Schuell, Dassel,
Germany, 12,7 mm preénika) su natopljeni sa svakim uzorkom vina (50ul) i postavljeni na
inokulirane ploce. Petri $olje sa inokuliranim agarom i uzorcima vina su inkubirane (37 °C u
toku 24h za bakterije i na 28 °C u toku 48 °C za gljivice).

Standardni diskovi (preénika 6 mm) na hloramfenikol (30ug aktivne komponente),
streptomicin (10 pg aktivne komponente), i nistatin (30ug aktivne komponente) su
koriséene pojedinacno kao pozitivne kontrole. Mereni se preénici zona inhibicije uzoraka (u

mm) 1 uporedivani sa precnicima zona inhibicije standarda (antibiotika).

3.2.20.2. Mikrodiluciona metoda

Antimikrobna aktivnost vina mikrodilucionom metodom uradena je koris¢enjem
mikrotitarske plo¢e sa 96 konusnih udubljenja. Mikrodilucionom metodom odredena je
minimalna inhibitorna koncentracija (MIC) i minimalna baktericidna koncentracija (MBC)

prema nacionalnom komitetu za Klini¢ki laboratorijski standard (NCCLS, 2003).
Za analizu su koriS¢eni mikroorganizmi:
Gram (+):
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Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Bacillus cereus ATCC 11778,
Clostridium perfringens ATCC 19404,
Enterococcus faecalis ATCC 19433,

e Sarcina lutea ATCC 9341,

Gram (-):

e Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027,

o Salmonella enteritidis ATCC 13076,

e Escherichia coli ATCC 11775,

e Proteus mirabilis ATCC 12453,

e Enterobacter aerogenes ATCC 13048

Udubljenja su napunjena inokulisanim te¢nim hranljivim medijumom u kome je dodata
serija razredenja uzoraka. Vino je razblazivano u samoj te¢noj podlozi i dodato u mikrotitar
plo¢ama u Mueller-Hinton bujonu (zapremina 100 ul i koncentracija 108 CFU/ml u svakom
otvoru), ploce su inkubirane 24 h na 37 °C. Posle zavrsetka inkubacije mikrobioloski rast je
odredivan uz pomo¢ univerzalnog ¢itata mikrotitarskih ploca na apsorbanci od 620 nm.
Dodatkom trifenil tetrazolijum hlorida (20 pl, 0,5%), odreden je mikrobioloski rast. MIC je
najniza koncentracija pri kojoj mikroorganizmi pokazuju vidljiv rast. Za odredivanje MBC
uzet je bujon sa svake plo¢e i inokuliran na Mueller-Hinton agaru (37 °C, 24 h). MBC je
najniZza koncentracija ekstrakata na kojima su su ubijene 99,9 % inokilirane bakterijske

kulture.
3.3. SENZORNO OCENJIVANJE VINA

Izvrseno je senzorno ocenjivanje vina od strane tri ocenjivaca po Sistemu pozitivnih
bodova (sistem od 0 do 100). Tim sastavljen od tri oCenjivaca ocenjivali su: vizuelni opazaji
(boja i bistrina) 20 poena; olfaktorni opaZzaji (Cistoca, finoc¢a i intenzitet) 30 poena; gusta-
tivni opazaji (Cistoca, strukura, harmonija) 30 poena; gustativno-olfaktorni opazaji (od-

rzivost, karaktaristike vina sa geografskim poreklom) 20 poena.

3.4. STATISTICKA ANALIZA

Svi testovi su uradeni u triplikatu. Dobijeni eksperimentalni podaci obradeni su od-
govaraju¢im metodama koriste¢i paket Origin 8.0, Microsoft Excell 2007 i Sigma Plot Trial
2000. Statisticka znaCajnost razlika u srednjim vrednostima fenolnih jedinjenja izmedu

pojedinacnih uzoraka vina izvrSena je u ANOVA. Za istrazivanje znaajnosti razlike

92



uradena je dvosmerna analiza varijanse. Zatim, poredenja su sprovedena pomoc¢u Duncan-
ovog testa sa nivoom znacajnosti od 5%. Da bi se proucila korelacija izmedu analiziranih
parametara i sli¢nosti pojedinih uzoraka, primenjena je analiza glavne komponente (PCA).
Ovaj metod je veoma koristan za analizu numerickih podataka rasporednih u matrici sa n
opservacijama (uzorcima, tretmanima) i m promenljivima (parametrima). Da bi se
vizualizirala korelacija izmedu pojedinacnih parametara i sliCnosti pojedinih tretmana,
kori$¢en je biplot. Podaci su obradeni u statistickom softveru XLSTAT. Matlab 2017 je
koriS¢en za klastogram. Euklidsko rastojanje (Euclidean distance) je koris¢eno kao mera
udaljenosti pojedinih parametara, a (Pearson's) Pearsonov korelacioni koeficijent je koris¢en

za merenje slicnosti pojedinacnih parametara, a svi su bili najpre standardizovani.

93



4. REZULTATI | DISKUSIJA
4.1. KINETIKA ALKOHOLNE FERMENTACHE

Kinetika alkoholne fermentacije Sire sa dodatkom lekovitog bilja pracena je merenjem
mase erlenmajera u kojima se odvija alkoholna fermentacija gde razlika u masi predstavlja
koli¢inu proizvedenog ugljen-dioksida izmedu dva merenja. Pretpostavljeno je da je
zadovoljena stehiometrija izmedu koli¢ine stvorenog ugljen-dioksida i alkohola i koli¢ine

utroSenog Secera.

4.1.1. Kinetika alkoholne fermentacije Prokupca sa dodatkom lekovitog bilja
4.1.1.1. Kinetika alkoholne fermentacije sire Prokupca sa dodatkom lekovitog bilja na 17 °C
Masa ukupno oslobodenog ugljen-dioksida u toku alkoholne fermentacije Sire Prokupca na

temperaturi od 17 °C data je u tabeli 4.1. i predstavljena na slici 4.1.

Tabela 4.1. Ukupna koli¢ina izdvojenog CO:> U toku fermentacije Sire Prokupca na 17 °C

Uzorak
Prokupac Prokupac+Anis  Prokupac+Cimet Prokupac+Pelin Prokupac+Sladi¢
(PW) (PAW) (PCW) (PWW) (PLW)
dani Ukupno izdvojeni CO», g

1 0 0 0 0 0

2 3,7 8,3 0,8 6,8 8,3
3 11,3 24,9 2,1 19,1 19,1
4 26,2 50,1 5,8 33,1 33,1
5 43,2 71,6 16,5 48,5 48,1
6 68,2 91,9 31,8 68,2 70,4
7 89,9 109,5 48,4 85,1 89,8
8 106,9 120,2 63,1 93,1 101,2
9 114,3 123,5 73,8 95,8 108,5
10 118,1 125,1 78,4 97,7 1116
11 120,2 126,1 80,8 99,0 113,3
12 1218 127,1 82,5 100,1 1147
13 1225 128,1 83,5 101,2 116,0
14 123,3 128,7 84,3 102,2 117,0
15 124,0 128,9 85,0 102,7 117,5
16 124,6 129,1 85,4 103,0 117,8

Trajanje lag faze na temperaturi od 17 °C je tri dana. Nakon toga ¢elije kvasca
se intenzivno dele, dolazi do povecanja koncentracije biomase koja se odvija
eksponencijalno i praceno je zamucenjem Sire i izdvajanjem mehuri¢a ugljendioksida. U

ovoj fazi brzina rasta Celija kvasca je najveca, a takode je 1 najveca koli¢ina oslobodenog

94



ugljendioksida. Na dijagramu se vidi da eksponencijalna faza rasta kvasca traje od tre¢eg do
sedmog dana. Eksponencijalna faza kod svih uzoraka se poklapa, sem kod vina sa dodatkom
cimeta gde eksponencijalna faza pocinje kasnije za jedan dan i kasnije se zavrSava. U
uzorku vina (Prokupac sa dodatkom cimeta) izdvaja se manja koli¢ina ugljendioksida. To se
moze objasniti inhibitornim delovanjem sastojaka cimeta na celije kvasca $to ima za
posledicu nastajanje manje koli€ine etanola 1 sporiju fermentaciju koja u nekim sluc¢ajevima
ne ide do kraja. Kio (1988) sa saradnicima je ispitivao inhibitorni efekat cimetaldehida na
kvasac Saccharomyces cerevisiae i dokazao da 100 pg/ml cimetaldehida u potpunosti
inhibira rast ¢elija kvasca. Sa rastom celija kvasca postepeno se iscrpljuje supstrat 1 dolazi
do nagomilavanja etanola koji inhibira dalji rast celija kvasca, tako da se smanjuje brzina
rasta ¢elija kvasca a samim tim se smanjuje i koli¢ina oslobodenog ugljendioksida. Kvasci
Saccharomyces cerevisiae tolerisu do 14 vol. % alkohola, osmofilni S. rouxii podnose do 18
vol. % (Arbeiter, 1999).

Na osnovu koli¢ine oslobodenog CO2 izracunate su aktuelne brzine oslobadanja CO>
(g/dm3dan) u toku eksponencijalne faze, kao i srednja brzina oslobadanja CO, u toku ekspo-
nencijalne faze rasta, sto moze indirektno posluziti kao mera brzine potro$nje Secera i brzine
rasta biomase kvasca. Vrednosti su prikazane naslici 4.1. i u tabeli 4.4.

Dodatak anisa Siri poveéava dok dodatak cimeta, pelina i sladi¢a smanjuje srednju
brzinu oslobadanja CO> pri ¢emu je najmanja brzina kod uzorka vina Prokupac kome je
dodat cimet. Slican efekat dodatak lekovitog bilja ima i na aktuelnu brzinu oslobadanja CO».
Osim na brzinu dodatak anisa pomera maksimalnu brzinu prema pocetnom stadijumu fer-

mentacije.

25+

—=— Prokupac
®— Prokupac-Anis
—&— Prokupac-Cimet
¥— Prokupa-Pelin
—+4— Prokupac-Sladic|

20+

Izdvojeni CO2 (g/kg, danu)
=
1

Duzina fermentacije (dani)

Slika 4.1. Brzina stvaranja ugljen-dioksida u toku alkoholne fermentacije Sire Prokupca
(temperatura 17 °C).
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Na osnovu brzina oslobadanja CO2 u eksponencijalnoj fazi maksimalna brzina fer-
mentacije Sire Prokupca ostvaruje se sa dodatkom anisa i to posle 5. dana fermentacije a
najmanja dodatkom cimeta i to posle 8. dana fermentacije. Dodatak sladi¢a, pelina i cimeta
smanjuje i ukupno oslobodenu koli¢inu CO; pa je stvorena koli¢ina za 5,5 % manja (sa do-
datkom sladica), 17,3 % manja (sa dodatkom pelina) i 31,5 % manja (sa dodatkom cimeta) u
odnosu na kontrolu ($iru Prokupca bez dodatka lekovitog bilja), dok je za 3,6 % veca (sa

dodatkom anisa) u odnosu na kontrolu.

4.1.1.2. Kinetika alkoholne fermentacije Sire Prokupca sa dodatkom lekovitog bilja na 22 °C

Kinetika alkoholne fermentacije Sire Prokupca na temperaturi 22°C prikazana je u tabeli 4.2.

Tabela 4.2. Ukupna koli¢ina izdvojenog CO> u toku fermentacije Sire Prokupca na 22 °C

Uzorak
PW PAW PCW PWW PLW
dani Ukupno izdvojeni CO», g

1 0 0 0 0 0
2 4,6 2,1 1,1 2,6 1,7
3 18,3 7,5 12,8 14,0 7,7
4 51,8 441 30,1 48,9 27,5
5 77,1 77,4 52,7 73,6 57,2
6 93,3 94,0 66,4 87,6 77,9
7 100,3 97,4 68,4 95,6 88,6
8 102,4 99,0 69,7 98,2 90,0
9 103,5 100,0 70,0 99,5 90,8
10 104,6 101,0 70,7 101,1 92,1
11 105,3 101,8 71,1 102,1 92,8
12 105,9 102,5 71,5 102,9 93,4
13 106,3 103,1 71,8 103,6 93,8
14 106,6 103,5 72,1 104,0 94,1
15 106,9 103,8 72,4 104,3 94,4

Vrednosti brzina oslobadanja CO- u toku eksponencijalne faze prikazane su u tabeli 4.4.

U ovom slucaju najveéa brzina oslobadanja CO; je kod vina Prokupac bez dodatka
lekovitog bilja, dok je dodatak lekovitog bilja doveo do smanjenja brzine oslobadanja CO-
kod svih uzoraka vina. Najmanja brzina oslobadanja CO; je kod uzorka vina Prokupac sa

dodatkom cimeta.
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Na osnovu vrednosti koli¢ine oslobodenog CO: izraCunate su aktuelne brzine

oslobadanja CO> u toku alkoholne fermentacije Prokupca na 22 °C (slika 4.2).

—=&— Prokupac

—&— Prokupac-Anis
—&— Prokupac-Cimet
—w— Prokupac-Pelin
—4— Prokupac-Sladic

Izdvojeni CO2 (g/kg, danu)

Duzina fermentacije (dani)

Slika 4.2. Brzina stvaranja ugljen-dioksida u toku alkoholne fermentacije Sire Prokupca
(temperatura 22 °C).

Na osnovu brzina oslobadanja CO2 u eksponencijalnoj fazi maksimalna brzina se
ostvaruje u vinu Prokupac sa dodatkom anisa posle 5. dana fermentacije, a najmanja u vinu
Prokupac sa dodatkom cimeta posle 8. dana fermentacije. Dodatak anisa, cimeta, pelina i
sladi¢a smanjio je ukupno oslobodenu koli¢inu CO2 u vinu, pa je stvorena kolic¢ina za 2,4 %
manja (sa dodatkom pelina), 2,6 % manja (sa dodatkom anisa), 11,7 % manja (sa dodatkom

sadic¢a) i 32,3 % manja (sa dodatkom cimeta) u odnosu na kontrolu.
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4.1.1.3. Kinetika alkoholne fermentacije kljuka Prokupac sa dodatkom lekovitog bilja na
25°C

Kinetika alkoholne fermentacije kljuka Prokupac na 25 °C prikazana je u tabeli 4.3.
Tabela 4.3. Ukupna koli¢ina izdvojenog CO> u toku fermentacije kljuka Prokupca na 25 °C

Uzorak
PW PAW PCW PWW PLW
dani Ukupno izdvojeni CO», g

1 0 0 0 0 0
2 1,0 2,0 1,0 2,1 13,5
3 3,3 9,4 2,0 20,0 25,7
4 14,0 29,7 9,3 33,4 37,1
5 24,0 45,1 21,3 45,7 48,1
6 35,0 58,0 34,3 56,4 59,4
7 48,8 69,6 48,5 69,0 71,7
8 58,1 76,0 58,6 77,0 79,8
9 65,9 80,7 64,6 81,4 86,7
10 67,0 81,8 65,6 82,1 87,8
11 67,7 82,5 66,2 82,8 88,4
12 68,3 83,1 66,8 83,4 89,0
13 68,7 83,5 67,2 84,0 89,4
14 69,1 83,9 67,5 84,4 89,7
15 69,4 84,2 67,8 84,7 90,0
16 69,5 84,3 67,9 84,8 90,1

Dodatak anisa, pelina i sladi¢a kljuku Prokupca povecava brzinu oslobadanja, dok dodatak

cimeta smanjuje brzinu oslobadanja CO, (tabela 4.4).

—=— Prokupac

—&— Prokupac-Anis

—&— Prokupac-Cimet
w— Prokupac-Pelin

—4— Prokupac-Sladic

Izdvojeni CO2 (g/kg,danu)

Duzina fermentacije (dani)

Slika 4.3. Brzina stvaranja ugljen-dioksida u toku alkoholne fermentacije kljuka Prokupca
(temperatura 25 °C).
Promena aktuelne brzine oslobadanja CO2 pokazuje postojanje dveju faza ¢iji

maksimumi brzina se deSavaju izmedu 3. i 4. dana fermentacije i 7. dana.
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4.1.1.4. Uticaj temperature na brzinu fermentacije Sire i kljuka Prokupca sa dodatkom
lekovitog bilja
Brzina oslobadanja CO> u toku fermentacije se sa pove¢anjem temperature najpre povecava
a zatim opada (tabela 4.4)

Tabela 4.4. Vrednosti brzina oslobadanja CO2 u toku eksponencijalne faze na razlicitim

temperaturama

Uzorak Brzina, g/dm3dan

Temperatura, °C 17 22 25
PW 16,1+1,06 17,1+ 0,87 9,6+ 0,91
PAW 17,3+0,99 14,7+0,76 14,4+0,84
PCW 10,01+0,91 13,1+0,88 8,3+0,94
PWW 13,5+0,71 16,3+0,79 11,1+0,78
PLW 14,0+0,74 14,3+0,92 11,5+0,79

Generalno, maksimalna brzina se postize na temperaturi od 22 °C a zatim opada. Moze se
re¢i da je sa stanoviSta trajanja fermentacije i brzine oslobadanja CO2 fermentaciju bolje
voditi na nizoj temperaturi.

4.1.2. Kinetika alkoholne fermentacije Plovdine sa dodatkom lekovitog bilja

4.1.2.1. Kinetika alkoholne fermentacije sire Plovdine sa dodatkom lekovitog bilja na 17 °C

Kinetika alkoholne fermentacije $ire Plovdine na temperaturi 17 °C prikazana je u tabeli 4.5.

Tabela 4.5. Ukupna koli¢ina izdvojenog CO2 u toku fermentacije Sire Plovdine na 17 °C

Uzorak
P.W PLAW P.CW PLWW P LW
Dani Ukupno izdvojeni COg, g

1 0 0 0 0 0
2 0,3 0,1 0,3 0,1 0,1
3 10,9 0,5 0,6 3,2 3,8
4 21,8 3,2 1,0 15,6 12,1
5 34,2 9,9 2,7 31,0 24,4
6 48,4 21,2 6,3 41,8 38,1
7 64,8 38,9 11,9 51,1 50,4
8 80,1 54,6 20,2 58,4 62,4
9 89,0 64,9 31,5 65,5 71,7
10 95,7 70,8 41,1 70,9 78,3
11 100,6 73,8 48,8 74,6 84,6
12 104,2 76,2 52,1 78,5 88,3
13 105,3 77,0 53,7 79,1 89,6
14 106,3 77,7 55,0 79,5 90
15 107,0 78,3 56,0 79,8 90,3
16 107,4 78,7 56,4 79,9 90,4
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Na osnovu vrednosti koli¢ine oslobodenog CO: izraCunata je brzina oslobadanja
CO2 u toku eksponencijalne faze Sto moze indirektno posluziti kao mera brzine potroSnje

Secera i brzine rasta biomase kvasca.

—&— Plovdina
20 - —&— Plovdina-Anis

] —#&— Plovdina-Cimet
—w— Plovdina-Pelin
—4— Plovdina-Sladic|

12 A

10

Izdvojeni CO2 (g/kg, danu)
fes]
1

Duzina fermentacije (dani)

Slika 4.4. Brzina stvaranja ugljen-dioksida u toku alkoholne fermentacije Sire Plovdina
(temperatura 17 °C)

Na osnovu brzine oslobadanja CO2 u eksponencijalnoj fazi maksimalna brzina se
ostvaruje kod vina Plovdina bez dodatka lekovitog bilja tokom 5-og dana fermentacije a
najmanja sa dodatkom cimeta posle 9. dana fermentacije. Dodatak anisa, cimeta, pelina i
sladi¢a doveo je do smanjenja ukupno oslobodene koli¢ine COz, pa je stvorena koli¢ina CO>
za oko 13 % manja (sa dodatkom sladica), 13,3 % manja (sa dodatkom pelina), 22,8 % man-
ja (sa dodatkom anisa) i 35,9 % manja (sa dodatkom cimeta) u odnosu na kontrolu (vino

Plovdina bez dodatka lekovitog bilja).

4.1.2.2. Kinetika alkoholne fermentacije sire Plovdine sa dodatkom lekovitog bilja na 22 °C

Kinetika alkoholne fermentacije Sire Plovdine na temperaturi 22 °C prikazana je u tabeli 4.6.

Tabela 4.6. Ukupna koli¢ina izdvojenog CO2 u toku fermentacije Sire Plovdine na 22 °C

Uzorak
Dani Plovdina Plovdina+Anis  Plovdina+Cimet Plovdina+Pelin  Plovdina+Sladi¢
Ukupno izdvojeni COz, ¢
1 0 0 0 0 0
2 0,3 0,1 0,3 0,1 0,1
3 3,7 0,8 0,6 4,4 2,2
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4 17,0 4,6 2,9 14,1 9,0
5 30,8 8,4 7,0 26,5 21,3
6 45,0 18,3 12,9 39,5 35,0
7 63,9 38,7 22,0 55,9 50,9
8 78,3 57,3 351 68,9 62,9
9 87,2 67,6 47,5 77,0 72,2
10 93,9 73,5 56,6 82,4 78,8
11 98,7 76,5 62,6 86,1 85,1
12 102,1 78,9 65,9 89,0 88,8
13 102,7 79,3 66,0 89,3 89,4
14 103,1 79,6 66,1 89,4 89,7

Uzorak dobijen fermentacijom Sire Plovdine na temperaturi od 22 °C sa dodatkom pelina
povecao je brzinu oslobadanja CO2 u poredenju sa Plovdinom bez dodatka lekovitog bilja.
Dodatak anisa, cimeta i sladi¢a smanjio je brzinu oslobadanja CO2, dok je najmanja brzina

oslobadanja CO> sa dodatkom cimeta, (Slika 4.5).

—=&— Plovdina

®— Plovdina-Anis
—&— Plovdina-Cimet,
—w— Plovdina-Pelin
—4— Plovdina-Sladic

20 ‘\
n

1 H \ \

TA N\

Izdvojeni CO2 (g/kg, danu)

Duzina fermentacije (dani)

Slika 4.5. Brzina stvaranja CO2 u toku alkoholne fermentacije Sire Plovdina (temperatura 22
OC)
Pra¢enjem brzine oslobadanja CO2 u eksponencijalnoj fazi kinetike fermentacije Sire

Plovdine na 22°C, maksimalna brzina fermentacije Sire Plovdine ostvarena je posle 5. dana
fermentacije a najmanja brzina se ostvaruje 9. dana fermentacije u uzorku Sire Plovdine sa

dodatkom cimeta.

Dodatak lekovitog bilja dovodi do smanjenja ukupno oslobodene koli¢ine CO», pa je
oslobodena koli¢ina COz za 13 % manja (sa dodatkom sladica), za 13,3 % manja (sa dodat-
kom pelina, za 22,8% manja (sa dodatkom anisa) i 35,9% manja (sa dodatkom cimeta) u

odnosu na kontrolu.
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4.1.2.3. Kinetika alkoholne fermentacije kljuka Plovdine sa dodatkom lekovitog bilja na

25°C

Kinetika alkoholne fermentacije kljuka Plovdine na temperaturi 25°C prikazana je u tabeli

4.7.

Tabela 4.7. Ukupna koli¢ina izdvojenog CO2 u toku fermentacije kljuka Plovdine na 25°C

Uzorak
Plovdina Plovdina+Anis  Plovdina+Cimet Plovdina+Pelin  Plovdina+Sladi¢
Dani Ukupno izdvojeni CO», g
1 0 0 0 0 0
2 0,1 0,4 0,4 0,6 0,6
3 0,2 1,4 1,4 1,6 1,7
4 4,5 55 55 6,0 7,4
5 30,7 36,4 35,6 35,5 29,6
6 45,4 44,3 43,5 50,8 49,6
7 52,3 47,7 46,9 56,7 57,2
8 56,3 50,8 50,0 60,6 61,3
9 58,0 52,7 51,9 62,2 63,3
10 59,1 53,8 53,0 63,1 64,6
11 60,5 55,2 54,4 64,7 65,9
12 61,5 56,3 55,5 65,7 66,9
13 62,3 57,3 56,5 66,7 67,9
14 63,0 58,0 57,2 67,6 68,7

Vrednosti brzina oslobadanja CO- u toku eksponencijalne faze prikazane su u tabeli 4.8.

Brzina oslobadanja CO2 pri fermentaciji kljuka Plovdine na 25°C je smanjena u

slu¢aju dodatka anisa i cimeta a povecana sa dodatkom pelina i sladi¢a u odnosu na kontrolu

(vino Plovdina bez dodatka lekovitog bilja).
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Slika 4.6. Brzina stvaranja ugljen-dioksida na temperaturi 25 °C

Maksimalna brzina se ostvaruje posle 5. dana fermentacije kljuka Plovdine na 25 °C

nezavisno od vrste dodatog lekovitog bilja.

4.1.2.4. Uticaj temperature na brzinu fermentacije Sire 1 kljuka Plovdine sa dodatkom

lekovitog bilja

Sa dodatkom anisa, cimeta i pelina kljuku Plovdine pri alkoholnoj fermentaciji na

25°C doslo je do povecanja brzine oslobadanja CO2 a sa dodatkom sladi¢a doslo je do

smanjenja brzine oslobanjanja CO2 u odnosu na vino Plovdina (kontrola), (tabela 4.8).

Tabela 4.8. Vrednosti brzina oslobadanja COz u toku eksponencijalne faze na razli¢itim

temperaturama
Uzorak Brzina, g/dm3dan
Temperatura, °C 17 22 25
P.W 12,4+ 0,86 10,6+0,93 10,2+0,94
PLAW 9,6+0,92 9,2+0,79 12, +0,84
P.CW 6,1+0,91 6,9+0,85 11,7+0,86
PLWW 10,3+0,87 11,2+0,95 11,6+0,95
PLLW 9,5+0,97 10,2+0,91 9,7+0,96

103



4.2. FIZICKO-HEMIJSKA ANALIZA VINA
4.2.1. Fizi¢ko-hemijska analiza vina Prokupac sa dodatkom lekovitog bilja

4.2.1.1. Fizicko-hemijski parametri vina Prokupac dobijenog fermentacijom Sire Prokupca
sa dodatkom lekovitog biljana 17 °C i 22 °C

Nakon alkoholne fermentacije vina su posle odlezavanja od 6 meseci analizirana i
odredeni su fizi¢ko-hemijski parametri vina.

Rezultati fizicko-hemijske analize vina Prokupac sa dodatkom lekovitog bilja prikazani su u
tabelama 4.9; 4.10; 4.11; 4.12; 4.13; 4.14 i 4.15.

Rezultati osnovnih parametara kvaliteta vina u 2015 godini prikazani su u tabeli 4.9.
Sadrzaj alkohola u svim ispitivanim vinima varirao je u intervalu od 10,11 vol. % za vino
Prokupac, kontrola (PW) do 10,44 vol. % za vino Prokupac sa dodatkom sladi¢a (PLW),
(berba 2015, na temperaturi od 17 °C). Na temperaturi fermentacije od 17 °C dobijena su
vina sa relativno niskim sadrzajem alkohola koja pripadaju kategoriji umereno jakih vina.
Sadrzaj ukupnih kiselina izrazen kao vinska kiselina je u rasponu od 5,67 g/l do 6,60 g/l u
uzorcima vina Prokupac sa dodatkom anisa (PAW) i vino Prokupac sa dodatkom sladic¢a
(PLW) respektivno. Sadrzaj isparljivih kiselina izrazen kao siretna kiselina (g/1) kretao se u
intervalu od 0,24 g/l (za PAW) do 0,35 (g/1) za PWW i PLW. Sadrzaj ukupnog ekstrakta bio
je najnizi u kontrolnom vinu PW (16,10 g/l), dok je vino sa dodatkom cimeta (PCW) imalo
najvedi sadrzaj ukupnog ekstrakta od 18,60 g/l. Najmanji sadrzaj redukujuéih Secera imalo
je vino Prokupac bez dodatka lekovitog bilja (0,62 g/l), a najveci sadrzaj Secera imalo je
vino sa dodatkom sladi¢a (1,10 g/l). Najmanji ekstrakt bez Secera imalo je vino Prokupac
(16,10 g/1) dok je najveci ekstrakt bez Secera imalo vino Prokupac sa dodatkom sladica
(18,40 g/1). Sadrzaj pepela u vinu Prokupac bio je najnizi (2,03 g/l), sa dodatkom anisa (2,19
g/l) a najveci sadrzaj pepela je imalo vino Prokupac sa dodatkom cimeta (3,20 g/1).

Nesto vece vrednosti svih parametara imala su vina dobijena fermentacijom na 22
°C. Sadrzaj alkohola u svim ispitivanim vinima imao je neSto vece vrednosti 1 kretao se od
10,61 vol. % (PW) do 10,78 vol. % (PLW).

Salinas i saradnici (2005) su pratili tok alkoholne fermentacije i utvrdili da tempera-
tura maceracije utice na sadrzaj alkohola u roze vinu. Na temperaturi maceracije od 10 °C i
duzini maceracije od 8h, sadrzaj alkohola iznosio je 11,66 vol. %, dok je na 15 °C sadrzaj

alkohola iznosio 12,00 vol. %.
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Sadrzaj ukupnih kiselina kretao se od 6,00 g/l (PW) do 7,30 g/l (PLW), a isprarljive
kiseline izrazene kao sir¢etna kiselina (g/l) imale su vrednosti od 0,36 g/l (PWW) do 0,43
g/l (PLW).

Sadrzaj Secera je bio nesto veéi i iznosio je od 0,90 g/l (PW) do 1,47 g/l (PLW), a
vrednosti pepela kretale su se od 2,08 g/l (PW) do 2,88 g/l (PLW).

Sa povecanjem temperature povecava se i koliCina ekstrakta u vinima, a takode
koli¢ina ekstrakta se povecava i dodatkom lekovitog bilja. Ovi rezultati su u saglasnosti i sa
rezultatima Munteana i Gheoghita. Muntean i Gheoghit (2008) su utvrdili analizom da pov-
eCanje temperature maceracije sa 10-11 °C na 20-21 °C utiCe na povecanje sadrzaja
ekstrakta u vinu od 17,2-18,2 (g/l). Povecanje temperature uticalo je takode na povecanje
sadrzaja ukupnog ekstrakta, pepela, ukupnih fenolnih jedinjenja, flavonoida i antocijana u
vinima. | dodatak lekovitog bilja uticao je na povecanje ukupnog ekstrakta, ekstrakta bez
Secera, ukupnih fenolnih jedinjenja, flavonoida i antocijana. Sa povecanjem temperature
povecava se brzina ekstrakcije fenolnih jedinjenja, flavonoida, i mineralnih materija, pa se i
povecava njihov sadrzaj u vinu a takode se povecava i sadrzaj pepela, odnosno mineralnih

materija.
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Tabela 4.9. Fiziko-hemijski parametri vina Prokupac sa dodatkom lekovitog bilja
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17°C  22°C 17°C 22°C 17°C 22°C 17°C 22°C 17°C 22°C 17°C 22°C  17°C 22°C
Prokupac, (PW) 2015 10,11 10,61 6,05 6,00 0,32 0,38 16,10 16,09 0,62 0,90 16,10 16,90 2,03 2,08
Prokupac-Anis, (PAW) 2015 10,36 10,61 5,67 5,70 0,24 0,39 16,30 17,70 0,76 1,40 16,30 17,30 2,19 2,60
Prokupac-Cimet,(PCW) 2015 10,28 10,70 6,12 6,00 0,33 0,48 18,60 18,90 0,95 2,10 17,80 17,90 3,20 3,27
Prokupac-Pelin,(PWW) 2015 10,36 10,70 6,50 5,80 0,35 0,36 17,30 19,00 0,68 1,20 17,30 18,80 2,36 2,65
Prokupac-Sladi¢,(PLW) 2015 10,44 10,78 6,60 7,30 0,35 0,43 18,40 19,60 1,10 1,47 18,40 19,30 2,38 2,88
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Tabela 4.10. Ukupna fenolna jedinjenja, ukupni flavonoidi i ukupni antocijani vina Prokupac

Ukupna fenolna

jedinjenja (mg Ukupni flavonoidi Ukupni antocijani
Uzorak Berba GAE/l) (mg CTE/ 1) (mg/l)

17°C 22°C 17°C 22°C 17°C 22°C
Prokupac,(PW) 2015 293,3 3434 105,6 130,5 52,8 61,2
Prokupac-Anis,(PAW) 2015 321,4 392,6 109,5 137,9 51,7 559
Prokupac-Cimet,(PCW) 2015 530,0 599,6 205,0 2355 50,9 53,9
Prokupac-Pelin,(PWW) 2015 365,7 435,2 129,5 158,9 47,7 53,2
Prokupac-Sladi¢,(PLW) 2015 4654 499,3 136,3 1476 52,7 55,3
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U tabeli 4.10. dat je sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja, sadrzaj ukupnih flavonoida i
ukupnih antocijana u crvenom vinu Prokupac, na dve temperature fermentacije (17 i 22 °C,
berba 2015). Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja raste sa pove¢anjem temperature, za Vino
Prokupac na temperaturi 17 °C od 293,3 (mgGAE/l) do 530,0 (mgGAE/l) za Prokupac sa do-
datkom cimeta. Na temperaturi od 22°C sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u vinu Prokupac
je bio 343,4 (mgGAE/l) a najvise fenolnih jedinjenja imalo je vino Prokupac sa dodatkom
cimeta 599,6 (mgGAE/I).

Trend rasta ukupnih flavonoida (mg CTE/l) bio je slican rastu ukupnih fenolnih
jedinjenja. Najmanju koli¢inu ukupnih flavonoida imalo je vino Prokupac na temperaturi od
17 °C (105,6 mg CTE/I) i na temperaturi od 22 °C (130,5 mg CTE/l), dok najveéi sadrzaj
ukupnih flavonoida na 17 °C imalo je vino Prokupac sa dodatkom cimeta 205,0 (mg CTE/I), a
na 22 °C je iznosio 235,5 (mg CTE/l). Uocene su znacajne razlike (p < 0,05) u sadrzaju ukup-
nih flavonoida izmedu pojedinih uzoraka vina Prokupac.

Sadrzaj ukupnih antocijana varirao je izmedu ispitivanih uzoraka vina. Uocene su
statisticki znacajne razlike izmedu vina sa dodatkom lekovitog bilja i kontrole (p< 0,05). Vino
Prokupac (PW) bilo je najbogatije u TAC (ukupni antocijani) u odnosu na vina sa dodatkom
lekovitog bilja (PAW, PCW, PWW i PLW). Ukupni rezultati za TAC ukazali su da je doda-
vanje lekovitog bilja uticalo na sadrzaj antocijana u uzorcima vina sa dodatkom lekovitog
bilja. Ova opservacija je u skaldu sa literaturom, jer se sadrZaj antocijana moze smanjiti usled
polimerizacije, interakcije sa drugim fenolnim jedinjenjima, apsorpcije zidova celije kvasca,

oksidacije idr, kako je navedeno u literaturi (Ricardo da Silva, 1997).
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4.2.1.2 Fizicko-hemijski parametri vina Prokupac sa dodatkom lekovitog bilja dobijenog
fermentacijom kljuka na 25°C

U tabeli 4.11. dati su fizicko-hemijski parametri vina Prokupac dobijenog fermentacijom

kljuka na temperaturi od 25°C.

Tabela 4.11. Fizicko-hemijski parametri vina Prokupca sa dodatkom lekovitog bilja (kljuk)
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25°C

Prokupac, (PW) 2015 12,16 57 0,45 22,6 14 22,2 2,54
Prokupac-Anis, (PAW) 2015 12,25 4,8 0,41 23,5 1,3 23,2 3,30
Prokupac- Cimet,(PCW) 2015 12,52 5,6 0,46 25,3 1,6 24,7 3,72
Prokupac-Pelin, (PWW) 2015 12,52 4.8 0,48 24,1 15 23,6 3,16
Prokupac-Sladi¢, (PLW) 2015 12,87 5,3 0,44 24,6 2,4 23,2 3,07

Sadrzaj alkohola varirao je u intervalu od 12,16 vol. % za vino Prokupac (PW, kontro-
la) do 12,87 vol. % za vino Prokupac sa dodatkom sladi¢a (PLW). Najmanje ukupnih kiselina
4,8 (g/1) (izrazenih kao vinska kiselina) imala su vina (PAW) i (PWW) dok je najveci sadrzaj
ukupnih kiselina imala kontrola (PW). Vrednosti isparljivih kiselina kretale su se od 0,41 (g/l,
izrazene kao sircetna kiselina) za vino Prokupac sa dodatkom anisa, (PAW) do 0,48 (g/l) za
Prokupac sa dodatkom pelina, (PWW). Najmanji sadrzaj ukupnog ekstrakta 22,6 (g/l) imalo
je vino Prokupac (PW), a najveéi sadrzaj ukupnog ekstrakta imalo je vino Prokupac sa dodat-
kom cimeta (PCW). SadrzZaj redukujucih Secera kretao se u intervalu od 1,3 (g/l) za (PAW) do
2,4 (g/l) za (PLW). Sadrzaj pepela povecavao se sa dodatkom lekovitog bilja, najmanji
sadrzaj od 2,54 (g/l) imala je kontrola (PW), a najveci 3,72 (g/l) je imalo vino Prokupac sa
dodatkom cimeta (PCW).

U tabeli 4.12. date su prosec¢ne vrednosti ukupnih fenolnih jedinjenja crvenog vina Prokupac

dobijenog fermentacijom kljuka na 25 °C.
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Tabela 4.12. Prose¢ne vrednosti ukupnih fenolnih jedinjenja vina Prokupac sa dodatkom
lekovitog bilja, dobijenog fermentacijom kljuka na 25 °C, (berba 2015).

TPC
(mgGAE/)
Vino, 25°C 2015.
Prokupac (PW) 970,1+6,1
Prokupac-Anis (PAW) 945,348,9
Prokupac-Cimet (PCW) 1308,5+6,4 E
Prokupac-Pelin (PWW) 1150,0+6,9 C
Prokupac-Sladi¢ (PLW) 1183,4+6,4 D

Rezultati su izrazeni kao srednja vrednost+std. devijacija

Najmanji sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja imalo je crveno vino Prokupac
(970,1£6,1 mgGAE/l) a najveéi sadrzaj vino Prokupac sa dodatkom cimeta (1308,5+6,4
mgGAE/I).

Statistickom analizom utvrdeno je da postoje znacajne razlike izmedu sadrzaja ukup-
nih fenolnih jedinjenja u kontroli (vino Prokupac) i sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja iz-
medu pojedinih vina sa dodatkom lekovitog bilja. Sa dodatkom lekovitog bilja doslo je do
povecanja ukupnih fenolnih jedinjenja.

U tabeli 4.13. date su prosecne vrednosti ukupnih flavonoida u vinu Prokupac sa do-

datkom lekovitog bilja dobijenog fermentacijom kljuka na 25 °C, (berba 2015).

Tabela 4.13. Prose¢ne vrednosti ukupnih flavonoida u vinu Prokupac sa dodatkom lekovitog
bilja dobijenog fermentacijom kljuka na 25 °C, (berba 2015).

TFC(mg CTE/ 1)
Vino, 25°C 2015.
Prokupac (PW) 290,54+4,6 A
Prokupac-Anis (PAW) 411,7£5,8 B
Prokupac-Cimet (PCW) 513,3+5,2D
Prokupac-Pelin (PWW) 490,0+5,2 C
Prokupac-Sladi¢ (PLW) 496,7+4,3 C

Rezultati su izraZeni kao srednja vrednosttstd. devijacija

Sa dodatkom lekovitog bilja dolazi do povecanja sadrzaja ukupnih flavonoida.
Najmanji sadrzaj ukupnih flavonoida ima vino Prokupac (290,5+4,6 mg CTE/l) a najveci
sadrzaj ima vino Prokupac sa dodatkom cimeta (513,3+5,2 mg CTE/I) .

Postoje znacajne razlike u sadrzaju ukupnih flavonoida izmedu uzoraka, sem za vino

Prokupac sa dodatkom pelina i vino Prokupac sa dodatkom sladica.
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U tabeli 4.14. date su prose¢ne vrednosti ukupnih flavan-3-ola u vinu Prokupac sa do-
datkom lekovitog bilja.

Tabela 4.14. Prose¢ne vrednosti ukupnih flavan-3-ola u vinu Prokupac sa dodatkom lekovitog
bilja dobijenog fermentacijom kljuka na 25 °C, (berba 2015).

Flavan-3-oli

(mg/1)

Vino, 25°C 2015.
Prokupac (PW) 43,3+0,10 A

Prokupac-Anis (PAW) 66,6+0,02 C
Prokupac-Cimet (PCW) | 200,7+0,04 D
Prokupac-Pelin (PWW) 106,7+0,04 B
Prokupac-Sladi¢ (PLW) 50,1+£0,10 A

Najmanji sadrzaj flavan-3-ola imalo je vino Prokupac (43,3 mg/l) dok je najveci
sadrzaj flavan-3-ola imalo vino Prokupac sa dodatkom cimeta (200,7 mg/1). Postoje znacajne
razlike u sadrzaju flavan-3-ola izmedu pojedinih vina.

U tabeli 4.15. date su prosecne vrednosti sadrzaja ukupnih antocijana u vinu Prokupac sa do-
datkom lekovitog bilja.

Tabela 4.15.Prose¢ne vrednosti ukupnih antocijana vina Prokupac sa dodatkom lekovitog
bilja dobijenog fermentacijom kljuka na 25 °C, (berba 2015).

Vino TAC (mg/l)
Prokupac (PW) 119,4+2,09
Prokupac-Anis (PAW) 76,0+3,1
Prokupac-Cimet (PCW) 108,3+6,1
Prokupac-Pelin (PWW) 92,545,3
Prokupac-Sladi¢ (PLW) 91,4+1,3

Rezultati su izrazeni kao srednja vrednosttstd. devijacija

Najveéi sadrzaj antocijana imalo je vino Prokupac (kontrola) (119,4+2,09 mg/l), a
najmanju koli¢inu antocijana imalo je vino Prokupac sa dodatkom anisa (76+3.1 mg/1).
Postoje znacajne razlike u sadrzaju ukupnih antocijana u pojedinim vinima Prokupac sa do-
datkom lekovitog bilja.

Za ispitivanje stepena znacajnosti srednjih vrednosti izmedu pojedinih vina izmedu
ukupnih fenola, flavonoida, flavan-3-ola i antocijana kori$¢ena je dvofaktorska analiza vari-
janse po potpuno slu¢ajnom izboru. Postojala je znacajna razlika izmedu tretmana (sadrzaja
ukupnih fenola, flavonoida, flavan-3-ola i antocijana u vinima sa dodatkom aromati¢nog

bilja), pa su uradene jednofaktorske analize za sadrzaj ukupnih fenola, flavonoida, flavan-3-
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ola i antocijana. Naknadno je sprovedena analiza Dankanovim testom. U svim ispitivanjima

koriS¢en je 5%-ni nivo znacajnosti.

4.2.2. Fizi¢ko-hemijska analiza vina Plovdina sa dodatkom lekovitog bilja

4.2.2.1. Fizicko-hemijski parametri vina Plovdina dobijenog fermentacijom $ire Plovdine sa
dodatkom lekovitog bilja na 17 °C i 22 °C

Rezultati analize vina Plovdina sa dodatkom lekovitog bilja prikazani su u tabelama 4.16;
4.17;4.1814.109.
Rezultati osnovnih parametara kvaliteta vina Plovdina (berba 2015) prikazani su u tabeli 4.16.
Sadrzaj alkohola je varirao u rasponu od 9,21 vol. % za vino Plovdina (P.W) do 9,37 vol. %
za vino Plovdina sa dodatkom sladi¢a (P. LW) dobijenih fermentacijom na 17 °C. Vrednosti
ukupnih Kiselina (izrazenih kao vinska kiselina) Kretale su se u intervalu od 4,12 (g/l) za vino
Plovdina, kontrola (P W), do 5,85 (g/l) za vino Plovdina sa dodatkom sladi¢a (P. LW).
Isparljive kiseline nalazile su se u intervalu od 0,39 (g/l) za (PL AW) do 0,96 (g/l) za (PLWW).
Sadrzaj ukupnog ekstrakta bio je najnizi u kontrolnom vinu (P.W) 16,67 (g/l), dok je vino sa
dodatkom cimeta (PLCW) imalo najve¢i sadrzaj ukupnog ekstrakta od 19,65 (g/l). Kontrola
(PLW), imala je najmanji sadzaj pepela, dodatkom lekovitog bilja doslo je do povecanja
sadrzaja pepela. Najveci sadrzaj pepela imalo je vino Plovdina sa dodatkom cimeta (P.CW).
Vina dobijena fermentacijom na 22 °C prate isti trend porasta osnovnih parametra
kvaliteta vina Plovdina. Najmanji sadrzaj alkohola imala je kontrola (9,62 vol.%), dok je
najveci sadrzaj alkohola imalo vino Plovdina sa dodatkom sladica (9,87 vol. %). Sa dodatkom
lekovitog bilja doslo je do povecanja ukupnih kiselina. Najmanji sadrzaj ukupnih kiselina
imalo je vino Plovdina (5,21 g/1), dok je najveci sadrzaj imalo vino Plovdina sa dodatkom
sladi¢a (5,96 g/l). Isparljive kiseline imaju trend rasta sa dodatkom lekovitog bilja, najmanji
sadrzaj imalo je vino Plovdina (0,35 g/l) a najveci sadrzaj vino Plovdina sa dodatkom pelina
(0,57 g/l). Vrednosti ukupnog ekstrakta kre¢u se u rasponu od 16,93 g/l (P.W) do 20,24¢/I
(P.CW). Najmanji sadrzaj Secera imalo je vino Plovdina (1,13g/1) a najvecu koli¢inu Secera
imalo je vino Plovdina sa dodatkom cimeta (3,25 g/l). Sadrzaj pepela se povecavao sa
dodatkom lekovitog bilja, najmanji sadrzaj pepela imalo je vino Plovdina (1,81 g/1) a najveci
vino Plovdina sa dodatkom cimeta (2,95 g/l).
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Tabela 4.16. Fizicko-hemijski parametri vina Plovdina sa dodatkom lekovitog bilja
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17°C  22°C 17°C 22°C 17°C 22°C 17°C 22°C 17°C 22°C 17°C  22°C 17°C  22°C
Plovdina, (PLW) 2015 921 962 412 521 042 035 1567 1593 227 113 1440 1580 178 1,81
Plovdina-Anis,(PLAW) 2015 929 985 495 534 039 036 1580 1597 2,77 1,87 1410 1510 2,17 225
Plovdina-Cimet,(P.CW) 2015 935 9,78 510 523 0,80 041 17,65 17,90 354 325 1511 1565 2,78 2,95
Plovdina-Pelin,(PLWW) 2015 9,04 943 502 544 096 049 1638 16,86 256 2,01 1482 1685 2,11 2,06
Plovdina-Sladi¢,(PLLW) 2015 937 9,87 585 59 050 057 16,75 17,00 3,00 2,15 1475 1585 2,75 218
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U tabeli 4.17. data su ukupna fenolna jedinjenja i ukupni flavonoidi vina Plovdina

dobijenog fermentacijom na 17 °C 122 °C.

Tabela 4.17. Ukupna fenolna jedinjenja i ukupni flavonoidi vina Plovdina

Ukupna fenolna

jedinjenja Ukupni flavonoidi

Uzorak Berba (mg GAE/I) (mg CTE/ 1)

17°C  22°C 17°C 22°C
Plovdina, (PLW) 2015 115,8 152,6 46,3 61,0
Plovdina-Anis, (PLAW) 2015 147,4 2017 57,1 78,6

Plovdina-Cimet, (PLCW) 2015 298,4 4519 110,3 180,7
Plovdina-Pelin, (PLWW) 2015 175,6 2416 743 94,1

Plovdina-Sladi¢, (PLLW) 2015 215,7 358,9 67,3 104,1

Vino Plovdina dobijeno fermentacijom na temperaturi od 17 °C sadrzalo je najmanje
ukupnih fenolnih jedinjenja 115,8 (mg GAE/I) a najveci sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja
imalo je vino Plovdina sa dodatkom cimeta (298,4 mg GAE/l). Najmanji sadrzaj ukupnih
flavonoida imalo je vino Plovdina (46,3 mg CTE/l) a najveci sadrzaj Plovdina sa dodatkom
cimeta (110,3 mg CTE/I).

Na temperaturi od 22 °C vina su imala sli¢an trend rasta ukupnih fenolnih jedinjenja i
flavonoida sa dodatkom lekovitog bilja. Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja krece se u
rasponu od 152,6 (mg GAE/I) za ( PLW) do 451,9 (mg GAE/l) za (PLCW). Vrednosti ukupnih
flavonoida krec¢u se od 61,0 mg CTE/I do 180,7 mg CTE/I.

4.2.2.2. Fizi¢ko-hemijski parametri vina Plovdina sa dodatkom lekovitog bilja dobijenog
fermentacijom kljuka na 25°C

U tabeli 4.18. dati su fizicko-hemijski parametri vina Plovdina dobijenog fermentac-

ijom kljuka na temperaturi od 25 °C.
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Tabela 4.18. Fizicko-hemijski parametri vina Plovdine sa dodatkom lekovitog bilja (kljuk)
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Plovdina, (PLW) 2015 1019 46 027 188 11 187 201
(PF',OX%'\;')&'M'S’ 2015 1008 48 032 191 12 188 >
L.
Plovdi 201 1
(Pog:/”)a Cmet, 015 1003 42 o041 219 14 215 19
L
Plovdina- 2015 2,49
pelin (PLAY) 1053 51 045 197 12 195
Plovdina Slad- 2015 2,57
W) 1121 58 072 206 13 203

Sadrzaj alkohola varirao je u intervalu od 10,19 vol. % za vino Plovdina (PW, kontrola) do
11,21 vol. % za vino Plovdina sa dodatkom sladi¢a (P.LW). Najmanje ukupnih kiselina 4,2
(g/l) (izrazenih kao vinska kiselina) imalo je vino (PLCW) dok je najveci sadrzaj ukupnih kis-
elina (5,8 g/l) imalo vino Plovdina sa dodatkom sladi¢a (PLW). Vrednosti isparljivih kiselina
kretale su se od 0,27 g/l, (izrazene kao sir¢etna kiselina) za vino Plodina (PW) do 0,72 (g/l) za
vino Plovdina sa dodatkom sladi¢a, (P.LLW). Najmanji sadrzaj ukupnog ekstrakta (15,8 g/1)
imalo je vino Plovdina (P.W), a najve¢i sadrzaj ukupnog ekstrakta (18,9 g/l) imalo je vino
Plovdina sa dodatkom cimeta (PLCW). Sadrzaj redukujucih Secera kretao se u intervalu od 1,1
(g/l) za (PLW) do 2,4 (g/l) za (PLCW). Sadrzaj pepela povecavao se sa dodatkom lekovitog
bilja, najmanji sadrzaj od 1,51 (g/l) imala je kontrola (P.W), a najvec¢i (1,97 g/1) Plovdina sa
dodatkom sladic¢a (PLLW).

U tabeli 4.19. predstavljen je uporedni pregled sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja,
flavonoida, flavan-3-ola i ukupnih antocijana za vino Plovdina dobijenog fermentacijom klju-

ka na 25 °C sa dodatkom lekovitog bilja.
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Tabela 4.19. Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja, flavonoida, flavan-3-ola i antocijana u vinu
Plovdina (kljuk)

Ukupna Flavan-
fenolna Ukupni 3-0li Ukupni an-
Godina jedinjenja flavonoidi (mg/l) tocijani
Uzorak berbe (mg GAE/l) (mg CTE/ ) (mg/l)
25°C
Plovdina, (PLW) 2015 208,2 160,2 3,33 36,1
Plovdina-Anis, (PLAW) 2015 247,7 157,1 5,66 29,1
Plovdina-Cimet, (PLCW) 2015 382,3 2744 31,30 28,7
Plovdina-Pelin, (PWW) 2015 251,3 1441 9,00 17,3
Plovdina-Sladi¢, (PLLW) 2015 286,1 156,4 4,66 35,6

Najmanji sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja imalo je vino Plovdina, kontrola, (208,2
mg GAE/l), a najveci sadrzaj vino Plovdina sa dodatkom cimeta (382,3 mg GAE/I). Isti trend
rasta imao je i sadrzaj flavonoida. Najmanji sadrzaj flavonoida imalo je vino Plovdina (160,2
mg CTE /1) a najveci sadrzaj imalo je vino Plovdina sa dodatkom cimeta (274,4 mg CTE /l).
Sli¢ni trend rasta imo je i sadrZaj flavan-3-ola. Najmanji sadrZaj imalo je vino Plovdina (3,33
mg/l) a najveci vino Plovdina sa dodatkom cimeta (31,30 mg/l). Sadrzaj ukupnih antocijana
se smanjivao sa dodatkom lekovitog bilja. Najve¢u koli¢inu antocijana imala je kontrola,

(36,1mg/l) a najmanji sadrzaj imalo je vino Plovdina sa dodatkom pelina (17,3 mg/l).
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4.3. MIKROBIOLOSKA ANALIZA VINA
4.3.1. Disk-difuziona metoda

MikrobioloSkom analizom vina Prokupac sa dodatkom lekovitog bilja primenom disk
difuzione metode (tabela 4.20) uoceno je da su najvecu osetljivost pokazale Gram(+) bakterije
iz roda Bacilus subtilis. Prokupac sa dodatkom anisa je pokazao bakteriostatsko dejstvo na
Gram(+) bakterije iz roda Bacilus subtilis (zona inhibicije 14 mm, tj. 46,67 % aktivnosti hlo-
ramfenikola, odnosno 40,0 % aktivnosti streptomicina). Nasa istrazivanja su u skadu sa litera-
turnim podacima. Ispitivanja Hammar-a i saradnika (Hammer et al., 1999) su pokazala da ulje
semena Pimpinella anisum L (anisa) inhibira rast bakterija Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Salmonella typhimuriumi i kvasca Candida albicans. Antimikrobna aktivnost ulja iz
semena anisa je dokazana i u drugim studijama (Ramadan et al.,, 1972; Ibrahim i
Ogunmodede, 1991; Shukla i Tripathi, 1987; Okuyama et al., 1995; Sokmen, 1999). Ulje ani-
sa (0,2 %) ima in vitro antibakterijsko dejstvo prema Salmonella enteritidis (Fyfe et al, 1998).
Ulje semena anisa ima visoku antibakterijsku aktivnost prema: Staphilococcus aureus,
Streptococus haemoliticus, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli |,
Klebsella species i Proteus vulgaris (Singh et al., 2002).

Antibiotikh hloramfenikol je pokazao baktericidno dejstvo na Gram (+) bakterije iz
roda Bacilus subtilis (zona inhibicije od 30 mm), baktericidno dejstvo na Gram (-) bakteriju
E. coli (zona inhibicije od 30 mm) i baktericidno dejstvo na kvasac C. albicans (zona inhibi-
cije 33 mm).

Antibiotik Streptomicin je pokazao baktericidno dejstvo na Gram (+) bakterije iz roda
Bacilus subtilis (zona inhibicije od 35 mm), baktericidno dejstvo na Gram (-) bakterije iz roda
E. coli (zona inhibicije od 19 mm) i baktericidno dejstvo na kvasac C. albicans (zona inhibi-
cije 19 mm).

Antibiotik nistatin je pokazao samo baktericidno dejstavo na kvacas C. albicans (zona
inhibicije 18 mm) dok je bio neaktivan prema ostalim sojevima mikroorganizama.

Vino Prokupac sa dodatkom cimeta pokazalo je bakericidno dejstvo na Gram(+)
bakterije Bacilus subtilis (zona inhibicije 16 mm; 53,33 % aktivnosti hloramfenikola, odnosno
45,71 % aktivnosti streptomicina). U literaturi smoje opisano da ulje iz kore cimeta
(Cinnamomum verum) pokazuje inhibitorno dejstvo prema G(+) i G(-) bakterijama: P.
aeruginosa (33,3 mm), B. subtilis (29,9 mm), P. vulgaris (29,4 mm), K. pneumoniae (27,5
mm) i S. aureus (20,8 mm) (Prabuseenivasan et al., 2006). Etarsko ulje kore cimeta ima i

antifugalnu aktivnost (u koncentracijama u rasponu od 1 % do 0,0025 %), a njegova
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supstanca cinamaldehid inhibira rast gljivica i kvasaca i njivodu produkciju mikotoksina: e.g.
Aspergillus clavus, A. niger, A. parasiticus, Candida albicans (Kalemba & Kunicka, 2003).

Vino Prokupac (kontrola) i vino Prokupac sa dodatkom pelina nisu pokazali anti-
mikrobnu aktivnost prema Gram(+) bakterijama iz roda Bacilus subtilis kao ni prema ostalim
sojvima ispitivanih mikroorganizama. Istarzivanja Kalemba i saradnika su dokazala da je
etarsko ulje iz lista pelina (Artemisia absinhium) pokazalo antimikrobnu aktivnost prema C.
albicans i S. cerevisiae var. Chevaleri a nema aktivnosti prema E. coli, S. aureus i E. hira,
(Juteau et al. 2003). Etarsko ulje Artemisia absinhium je otrovno za odrasle jedinke Sitophilus
granarius (Coleoptera), (zZitnog ziska). Koncentracija od 9 pL/L vazduha izazvao je stopu
smrtnosti 86,7 % nakon 48h, (53,3 % i 73,3 % nakon 12 h i 24 h respektivno). Utvrdeno je da
je etarsko ulje veoma otrovno za Rhyzopertha dominicai blago toksi¢an za Tribolium con-
fusum (Kalemba et al., 1993).

Vino Prokupac sa dodatkom sladi¢a je takode pokazalo bakteriostatsko dejstvo na
Gram(+) bakterije iz roda Bacilus subtilis (zona inhibicije 14 mm; tj. 46,67 % aktivnosti hlo-
ramfenikola, odnosno 40,0 % aktivnosti streptomicina). Ovo je u skaldu sa literaturnim po-
dacima da etarsko ulje sladica, (Glycyrrhiza glabra) ima anti-virusni, anti-mikrobni i
imunostimulativni efekat. Jedinjenja glicirizina se ve¢ dugo koriste u le¢enju hroni¢nog Vi-
rusnog hepatitisa u Kini i Japanu, ali je verovatan mehanizam anti-virusne aktivnosti ostao
nepoznat (Van Rossum et al., 1999). Antimikrobna aktivnost korena sladi¢a uocena je pri
koncentraciji od 500 pg/ml. Glabardin ispoljava antimikrobnu aktivnost protiv G(+) i G(-)
bakterija. Rezultati ukazuju na potencijalnu upotrebu sladi¢a kao antituberkuloznog agensa
(Gupta et al., 2008). In vitro testirana je antimikrobna aktivnost metanolnog, etanolnog, flo-
roformskog, dietil-etarskog i vodenog ekstrakta sladi¢a pomocu agar difuzionog testa i na
bakterije Bacillus subtillus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi-
murium i Staphylococcus aureus. Dobijeni rezultati ukazuju da sladi¢ potpuno inhibiSe rast
Pseudomonas aeruginosa. Vodeni ekstrakt sladi¢a bio je efikasan protiv formiranja spore
Bacillus subtillus, dok Staphylococcus aureus i Escherichia coli nisu efikasni inhibirane
(Shinwari et al., 2009).

Vino Prokupac (kontrola) i vina Prokupac sa dodatkom lekovitog bilja (anisa, cimeta,
pelina i sladi¢a) nisu pokazala antimikrobnu aktivnost, odnosno nije detektovana zona inhibi-
cije prema G(-) bakterijama Escherichia coli ATCC 8739, Salmonella typhimurium ATCC
14028 i kvasac Candida albicans ATCC 10231. Razlika u mikrobioloskoj aktivnosti analize
vina pre svega izmedu G(+) i G(-) bakterija potice zbog razlike u gradi ¢elijskog zida samih

bakterija. G(+) bakterije imaju relativno prost ¢elijski zid debljine od 15-50 nm izgraden iz
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polimera koji se sastoji od polisaharida peptidoglikana (oko 50 % mase ¢elije) i teihoine Kis-
eline (30-40 % mase celije) medusobno povezanih u mrezastu strukturu. Ova struktura im
omoguéava visok osmotski potencijal (do 20 att). Celijski zid Gram(-) bakterija je sloZenije
strukture. Sastoji se od peptidoglikana koji je tanji (2 nm) i spoljne membrane. Osmotski
pritisak je daleko manji (oko 6 att). Celijski zid G(-) bakterija umesto teikoiéne kiseline sadrzi
polisaharide 1 lipoproteine koji ¢ine ¢elijski zid manje propustljivim i otpornijim na spoljasnje
uticaje. Otuda i jace antimikrobno dejstvo uzoraka vina na G(+) bakterije u odnosu na G(-)
bakterije.

Na slici 4.7. prikazano je baktericidno dejstvo vina Plovdina sa dodatkom cimeta na
Gram(+) bakterije iz roda Bacillus subtilis, dok je na slici 4.8 prikazano baktericidno dejstvo
antibiotika streptomicina i hlorapmfenikola na dejstvo Gram(+) bakterije iz roda Bacilus sub-

tilis.

Slika 4.7. Baktericidno dejstvo vina Plovdina sa dodatkom cimeta na Gram(+) bakterije iz
roda Bacillus subtilis

Slika 4.8. Baktericidno dejstvo antibiotika streptomicin i horamfenikol na Gram(+) bakterije

Bacillus subtilis.
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Tabela.4.20. Antimikrobna aktivnost vina Prokupac (disk-difuziona metoda)

Soj m.o. B. subtilis,G(+) E. coli, G(-) S. typhimurium C. albicans
ATCC 6633 ATCC 8739 G(-), ATCC 14028 ATCC 10231
Dejstvo BC BS BC BS BC BS BC BS
mm mm mm mm mm mm mm mm
1.Prokupac / / / / / / / /
2.Prokupac + Anis  / 14 / / / / / /
3.Prokupac+ Cimet 16 / / / / / / /
4.Prokupac + Pelin  / / / / / / / /
5.Prokupac+ Sladi¢  / 14 / / / / / /
6.Plovdina / / / / / / / /
7.Plovdina + Anis ~ / 13 / / / / / /
8.Plovdina+Cimet 15 / / / / / / /
9.Plovdina +Pelin ~ / 14 / / / / / /
10.Plovdina+Sladi¢ [/ / / / / / / /
Streptomicin 35 / 19 / / / 19 /
Hloramfenikol 30 / 30 / / / 33 /
Nystatin Nd. Nd. Nd. Nd Nd Nd. 18 Nd

Nd- Nije definisano

Vino dobijeno od autohtone sorte Plovdina sa dodatkom cimeta pokazalo je najvecu

antimikrobnu baktericidnu aktivnost prema Gram(+) bakterije Bacillus subtilis (zona inhibi-
cije 15mm; 50% aktivnosti Hloramfenikola, odnosno 42,86 % aktivnosti Sseptomicina),
(tabela 4.20). Plovdina sa dodatkom pelina pokazala je bakteriostatsku aktivnost prema
Gram(+) bakterije Bacillus subtilis (zona inhibicije 14 mm; 46,67 % aktivnosti hloramfeniko-
la, odnosno 40,0 % aktivnosti streptomicina). Plovdina sa dodatkom anisa je pokazala bakte-
ricidnu aktivnost prema Bacillus subtilis (zona inhibicije 13 mm; 43,33 % aktivnosti hloram-
fenikola, i 37,14 % od aktivnosti Streptomicina).
Iz dobijenih rezultata uocavamo da su vina Plovdina (kontrola) i Plovdina sa dodatkom
lekovitog bilja pokazala antimikrobnu aktivnost samo prema G(+) bakteriji Bacilus subtilis
ATCC 6633, a nisu pokazale aktivnost prema Gram(-) bakterijama: Escherichia coli ATCC
8739, Salmonella typhimurium ATCC 14028 i kvasacu Candida albicans ATCC 10231.
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4.3.2. Mikrodiluciona metoda

Mikrodilucionom metodom je odredena antimikrobna aktivnost vina Prokupca sa dodatkom
lekovitog bilja kao i Plovdine sa dodatkom lekovitog bilja. Rezultati su prikazani u tabelama
(4.2114.22).

Tabela 4.21. Minimalne inhibitorne (MIC) i minimalne baktericidne koncentracije (MBC)

Prokupca sa dodatkom lekovitog bilja izrazene u uL/mL.

UZORCI PW PAW PCW+ Cimet ~ Frokupac+  Prokupac + Choram- Strepto-
Pelin Sladi¢ phenicol micin
Soievi MIC/MBC MIC/MBC MIC/MBC MIC/MBC MIC/MBC MIC/MBC MIC/MBC
) (uL/mL) (uL/mL) (nL/mL) (uL/mL) (uL/mL) (mg/mL (mg/mL

Gram (+) MIC MBC  MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC
S. aureus
ATCC 25923 250 250 250 500 250 500 250 500 250 500 10 8,0 1,0 1,0
B. cereus 125 500 125  >500 125 500 125 500 125 500 40 05 05
ATCC 11778 1,0 ' ' '
C. perfringens
ATCC 19404 125 500 125 250 125 250 125 125 125 250
E. faecalis 15,6 31,2
ATCC 19433 31,25 62,5 31,25 62,5 31,25 62,5 3 62,5 5 62,5 2,0 4,0 4,0 4,0
S. lutea
ATCC 9341 125 250 125 250 125 250 125 250 125 250
Gram (-)

Pseudomonas 40
aeruginosa 125 125 125 125 125 125 125 125 250 500 1,0 ! 8,0 8,0
ATCC 9027
Salmonella 80
enteritidis 125 250 250 250 250 250 125 250 125 250 40 ! 4,0 40
ATCC 13076 ! '
Escherichia 128 512
coli 500 500 500 500 500 500 250 250 500 500 0 ! 0 ! 8,0 8,0
ATCC 11775
Proteus mira- 256

o 4,0 64,0 128,0 '
bilis 125 250 125 250 125 250 125 250 125 250 0
ATCC 12453
Enterobacter

1 1

aerogenes 125 250 125 500 125 500 125 500 125 250 0 0 0.5 0.5
ATCC 13048
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Tabela 4.22. Minimalne inhibitorne (MIC) i minimalne baktericidne koncentracije (MBC)
Plovdine sa dodatkom lekovitog bilja (uL/mL).

UZORCI Plovdina Plovdina + Anis Cimet Pelin +Sladié phenikol micin

Plovdina + Plovdina + Plovdina Choram- Strepto-

MIC/MBC MIC/MBC MIC/MBC MIC/MBC MIC/MBC MIC/MBC MIC/MBC

Sojevi

(uL/mL) (uL/mL) (nL/mL) (uL/mL) (uL/mL) (mg/mL (mg/mL

Gram (+) MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MiC MBC MiC MBC MIC

MBC

Staphylococ-
cus aureus 250 500 250 500 250 500 250 500 250 250 10 8,0 1,0
ATCC 25923 '

1,0

Bacillus cereus
ATCC 11778 125 >500 125 >500 125 500 125 500 125 250 10 4,0 0,5

0,5

Clostridium
perfringens 125 125 125 125 125 250 125 125 125 250
ATCC 19404

Enterococcus
faecalis 3125 625 31,25 62,5 3125 625
ATCC 19433

15,6 31,2

62,5 62,5 2,0 4,0 4,0

4,0

Sarcina lutea

ATCC 9341 125 250 125 250 125 250 125 250 125 250

Gram (-)

Pseudomonas 40
aeruginosa 125 125 125 125 125 125 125 125 125 125 1,0 ! 8,0
ATCC 9027

8,0

Salmonella 80
enteritidis 125 250 250 250 125 250 125 250 125 250 40 ' 4,0
ATCC 13076 '

4,0

Escherichia
coli 250 250 250 250 250 250 250 250 125 125
ATCC 11775

128, 512, 8,0

8,0

Proteus mira-

TC 40 640 1280
bilis 125 250 125 250 125 250 125 250 625 250

ATCC 12453

256,

Enterobacter 10 10 05
aerogenes 125 500 125 500 125 500 125 500 125 250 ' ' '
ATCC 13048

05

Rezultati dobijeni disk-difuzionom metodom pokazali su da vina Prokupac i Prokupac
sa dodatkom lekovitog bilja poseduju antimikrobnu aktivnost, pa su mikrodilucionom
metodom odredene minimalne inhibitorne 1 minimalne baktericidne koncentracije ovih vina.
U tabeli 4.21. prikazane su minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) i minimalne
baktericidne koncentracije (MBC) Prokupca sa dodatkom lekovitog bilja a u tabeli 4.22.
prikazane su minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) i minimalne baktericidne
koncentracije (MBC) Plovdine sa dodatkom lekovitog bilja.

Antimikrobna aktivnost vina je testirana na Gram(+) bakterije: Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Bacillus cereus ATCC 11778, Clostridium perfringens ATCC 19404, Entero-
coccus faecalis ATCC 19433 i Sarcina lutea ATCC 9341 kao i na Gram(-) bakterije Pseudo-
monas aeruginosa ATCC 9027, Salmonella enteritidis ATCC 13076, Escherichia coli ATCC
11775, Proteus mirabilis ATCC 12453 i Enterobacter aerogenes ATCC 13048.
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Iz tabele 4.21. vidi se da minimalne inhibitorne koncentracije Prokupca i Prokupca sa
dodatkom lekovitog bilja na Staphylococcus aureus iznose 250 pL/mL za sve uzorke vina, §to
znaCi da su svi uzorci imali podjednako antimikrobno dejstvo na bakterije Staphylococcus
aureus. Minimalnu baktericidnu koncentraciju od 250 uL/mL Staphylococcus aureus pokazao
je Prokupac, dok su svi ostali uzorci vina sa dodatkom lekovitog bilja pokazali MBC od 500
pl/ml.

Minimalne inhibitorne koncentracije na Bacillus cereus iznose za sve uzorke vina 125
uL/mL. U ovom slu¢aju uzorci vina su pokazala ja¢i antibakterijski efekat prema Bacillus
cereus u odnosu na Staphylococcus aureus. Minimalna baktericidna koncentracija vina
Prokupac sa dodatkom anisa je veca od 500 uL/mL, dok za sve ostale uzorke MBC iznosi 500
pl/ml.

Uzorci vina Prokupac pokazali su sli¢an antibakterijski efekat prema Gram(+) bakteriji Clos-
tridium perfringens kao prema bakteriji Staphylococcus aureus. Minimalna inhibitorna kon-
centracija za sve uzorke vina u odnosu na Clostridium perfringens iznosila je 125 plL/mL, a
minimalna baktericidna koncentracija za Prokupac iznosila je 500 pL/mL, dok je za ostale
uzorke vina iznosila 250 pl/ml.

bilja, a najve¢a antimikrobna aktivnost pronadena je u vinu sa dodatkom pelina (PWW),
(MIC/15,63 uL/mL) §to se moze pripisati kombinovanom efektu ukupnih fenolnih jedinjenja,
etanola i pH. Minimalna baktericidna koncentracija (MBC) za sve uzorke vina prema Entero-
coccus faecalis iznosila je 62,50 uL/mL (Tabela 4.22).0vaj rezultat ukazuje na veéi antibak-
terijski potencijal vina nego Sto je predhodno objavljeno u studiji o biljnim likerima, narocito
u pogledu toga $to vina imaju nizi sadrzaj alkohola (Karabegovi¢ i sar., 2012). Kod nekih
baktrijskih sojeva zabelezene su umerene korelacije izmedu sadrzaja ukupnih fenolnih
jedinjenja, ukupnih flavonoida i antibakterijskih aktivnosti (MIC/MBC) i uzoraka vina (slika
4.10).

Antimikrobno dejstvo svih uzoraka vina na G(+) bakterije Sarcina lutea je imalo istu
vrednost i MIC je iznosila 125 pl/ml a MBC je imala vrednost 250 pL/mL.

Dejstvom vina Prokupac sa dodatkom sladica na G(-) bakterije Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027 MIC iznosi 250 puL/mL, a MIC za sve ostale uzorke vina iznosi 125 pL/mL.
MBC vina Prokupac sa dodatkom sladi¢a iznosi 500 uL/mL, a za ostale uzorke iznosi 125
pl/ml.

Minimalne inhibitorne koncentracije na Salmonella enteritidis kre¢u se od 125 pl/ml za

Prokupac, Prokupac sa dodatkom pelina i Prokupac sa dodatkom sladi¢a, a 250 ul/ml za
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Prokupac sa dodatkom anisa i Prokupac sa dodatkom cimeta. U ovom slucaju jace anti-
mikrobno dejstvo imaju vina Prokupac, Prokupac sa dodatkom pelina i Prokupac sa dodatkom
sladi¢a, dok slabije izrazeno antimikrobno dejstvo imaju vina Prokupac sa dodatkom anisa i
cimeta. MBC za sve uzorke vina iznosile su 250 pl/ml.

Na slici 4.9. predstavljen je odnos izmedu antibakterijske aktivnosti (MIC/MBC)
nekih bakterijskih vrsta i sadrzaja ukupnih fenola (TPC) i ukupnih flavonoida (TFC) crvenog
vina Prokupac sa dodatkom lekovitog bilja. Kod bakterijskih sojeva Clostridium perfringens i
Pseudomonas aeruginosa zabeleZene su umerene korelacije izmedu ukupnih fenola/ukupnih
flavonoida i antimikrobne aktivnosti (MIC/MBC) crvenog vina Prokupac sa dodatkom lekovi-

tog bilja.

124



MIC/MBC (pl.mlL)

MIC/MBC (plfmL)

MIC/MBC (plfmL)

1.2

0.8

0.6

04

MIC/MBC (pl/m1.)

0.2

0.6

0.5

04

MIC/MBC (plfmL)
o
(=]

@ Staphylococcus aureus

R*=0.3814
B
* * <
0.1 0.2 03 04 0.5 0.6 0.7
TPC (mg GAE/mL)
@ Clostridiumperfringens
R*=0.0243
-
it B
<
0.1 0.2 03 04 0.5 0.6 0.7
TPC (mg GAE/mL)
@ Pseudomonas aeruginosa
*=0.0661
~
0.1 0.2 0.3 04 0.5 0.6 0.7
TPC (mg GAE/mL)
@ Salmonelia enteritidis
R2=0.1525
< <
® ¢ ¢
0.1 0.2 03 04 0.5 0.6 0.7
TPC (mg GAE/L)
@ Enterobacter aerogenes
* ¢ R*=0.3286
~ *
0.2 04 0.6 0.8

TPC (mg GAE/mL)

=

MIC/MBC (jLfmL)

MIC/MBC (L/mL)

MIC/MBC (plimL)

MIC/MBC (ul./mL)

MIC/MBC (pLfm 1)

12

0.8

0.6

04

0.8

0.6

04

0.2

12

0.8

0.6

0.4

0.2

0.6

0.5

03

0.2

0.1

@ Staphylococcus aureus

0.05 0.1 0.15 0.2 025
TFC (mg CTE/mL)

@ Ciostridiumperfringens

~ R*=0.0132

T T T T 1

0.05 0.1 0.15 0.2 0.25
TFC (mg CTE/mL)
@ Pseudomonas aeruginosa

®» ¢ ~
2= 0.0006

T T T T 1

005 01 015 02 025
TFC (mg CTE/mL)

@ Sailmonella enteritidis

¢ ~

R*=0.2013

005 0.1 0.15 0.2 025
TFC (mg GAE/L)

@ Enterobacter aerogenes

® R?=0.4635

T T T T d

005 01 015 02 025
TFC (mg CTE/mL)

Slika 4.9. Odnos izmedu antibakterijske aktivnosti (MIC/MBC) i sadrzaja ukupnih fenola

(TPC) i ukupnih flavonoida (TFC) vina Prokupac sa dodatkom lekovitog bilja
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Minimalna inhibitorna koncentracija vina Plovdine i Plovdine sa dodatkom lekovitog
bilja na Gram(+) bakterije Staphylococcus aureus iznose 250 pl/ml za sve uzorke vina, dok se
minimalna baktericidna koncentracija kretala od 250-500 ul/ml. Uzorci vina su imali jace
antimikrobno dejstvo na Bacillus cereus, gde je MIC iznosila 125 ul/ml, a MBC je iznosila
250- 500 pl/ml a za uzorke Plovdina i Plovdina sa dodatkom anisa MBC je imala vece vred-
nosti od 500 pl/ml.

Dejstvom uzoraka vina na Clostridium perfringens odredena je MIC koja za sve uzorke izno0si
125 pl/ml, dok je MBC imala vrednosti od 125-250 pl/ml.

Najosetljivija G(+) bakterija na dejstvo uzoraka vina bila je Enterococcus faecalis. MIC se
kretala od 15,62 ul/ml za Plovdinu sa dodatkom pelina do 31,25 ul/ml za sve uzorke vina, dok
je MBC bila 62, 5 ul/ml.

Za G(+) bakteriju Sarcina lutea odredena je MIC za sve uzorke vina (Plovdine sa dodatkom
aromati¢nog bilja) i imala je vrednost od 125 pl/ml, a MBC je imala vrednost od 250 pl/ml.

I G(-) bakterije su pokazale vecu rezistentnost u odnosu na G(+) bakterije na dejstvo Plovdine
sa dodatkom lekovitog bilja sli¢no kao i na dejstvo Prokupca sa dodatkom lekovitog bilja.

Dejstvom uzoraka vina na G(-) bakteriju Pseudomonas aeruginosa dobijena je MIC od
125 ul/ml a takode je i MBC imala istu vrednost od 125 ul/ml. Salmonella enteritidis je poka-
zala MIC od 125 pl/ml a MBC je iznosila 250 pl/ml. Escherichia coli je bila rezistentnija i
pokazala je MIC od 125-250 pl/ml a takode se i MBC kretala u tim vrednostima od 125-250
ul/ml. Najvece antimikrobno dejstvo od G(-) bakterija gde je MIC imala vrednosti od 62,5-
125 pl/ml, vrednosti za MBC su se kretale od 125-250 ul/ml. Za Enterobacter aerogenes
vrednosti za MIC su 125 pl/ml, dok su se vrednosti za MBC kretale od 250-500 pl/ml.

4.4. ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST VINA
4.4.1. Antioksidativna aktivnost vina Prokupac sa dodatkom lekovitog bilja

Antioksidativna aktivnost vina Prokupac sa dodatkom lekovitog bilja odredena
pomoc¢u DPPH radikala, predstavljena je na slici 4.10.
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Slika 4.10. Antioksidativna aktivnost Prokupca sa dodatkom lekovitog bilja

Procenat neutralisanja DPPH radikala iskazuje se vredno$¢u ECso, odnosno koncen-
tracijom vina koja je potrebna za neutralizaciju 50 % DPPH radikala (Villafio et al., 2007).
Verdnosti ECsp izracunate na osnovu eksperimentalnih podataka prikazane su u tabeli 4.27.

Najvecu antioksidativnu aktivnost pokazao je Prokupac sa dodatkom cimeta (ECso=
0,005+0,0005 mg/ml), nesto manju antioksidativnu aktivnost pokazao je Prokupac sa dodat-
kom sladi¢a (ECs0=0,006+0,0002 mg/ml), Prokupac sa dodatkom pelina (ECso = 0,009 +
0,0001 mg/ml), Prokupac sa dodatkom anisa (ECso = 0,018 + 0,0016 mg/ml), a najnizu anti-
oksidativnu aktivnost pokazao je Prokupac bez dodatka lekovitog bilja (ECso = 0,022 +
0,0016 mg/ml).

4.4.2. Antioksidativna aktivnost vina Plovdina sa dodatkom lekovitog bilja

Na slici 4.11. prikazana je antioksidativna aktivnost vina Plovdina sa dodatkom

lekovitog bilja.
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Slika 4.11. Antioksidativna aktivnost vina Plovdine sa dodatkom lekovitog bilja

Najvecu antioksidativnu aktivnost pokazala je Plovdina sa dodatkom cimeta
(ECs50=0,023+0,0011mg/ml),  nesto  manju  Plovdina  sa  dodatkom  sladi¢a
(EC50=0,024+0,0017mg/ml), zatim Plovdina sa dodatkom pelina (ECs0=0,040+0,0013
mg/ml), Plovdina sa dodatkom anisa (ECs0=0,058+0,0036 mg/ml) a najmanju antioksidativnu
aktivnost pokazala je Plovdina bez dodatka lekovitog bilja (ECs50=0,067+0,0006 mg/ml).

45. KORELACIJA SADRZAJA UKUPNIH FENOLNIH MATERIUA U VINU |
ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI

Antioksidativna aktivnost vina Prokupca i Prokupca sa dodatkom lekovitog bilja od-
redena pomocu 2,2’-difenil-1-pikrilhidrazil radikala (DPPH) i sadrzaj ukupnih fenola pri-
kazan je u tabeli 4.23.

Tabela 4.23. Sadrzaj ukupnih fenolna i antioksidativna aktivnost (ECso) vina Prokupac sa do-
datkom lekovitog bilja

Uk.fenoli, Uk.fenoli,

mg GAE/I mg GAE/ml EC 50, (mg/ml)
Prokupac 970,0 0,97 0,022+0,0016
Prokupac+Anis 1045,0 1,045 0,018+0,0016
Prokupac+Cimet 1308,5 1,308 0,005+0,0005
Prokupac+Pelin 1150,0 1,15 0,009+0,0001
Prokupac+Sladi¢ 1183,5 1,183 0,006=+0,0002
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Slika 4.12. Korelacije sadrzaja fenola i ECso vina Prokupca sa dodatkom lekovitog bilja

U tabeli 4.24. Dat je sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja i antioksidativne aktivnosti vina

1,0

12

Ukupni fenoli (mg GAE/ml)

Plovdina sa dodatkom lekovitog bilja.

Tabela 4.24. Sadrzaj ukupnih fenolna i antioksidativne aktivnosti (ECso) vina Plovdina sa
dodatkom lekovitog bilja

Uk. fenoli, Uk. fenoli,
mgGAE/l vina mg GAE/ml vina EC 50, (mg/ml)
Plovdina 208,0+1,20 0,21+0,001 0,067+0,0006
Plovdina+Anis 249,7+0,58 0,25+0,001 0,058+0,0036
Plovdina+Cimet 382,3+1,53 0,38+0,002 0,023+0,0011
Plovdina+Pelin 251,3+3,51 0,25+0,004 0,040+0,0013
Plovdina+Sladi¢ 361,3+2,52 0,36+0,003 0,024+0,0017
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Slika 4.13. Korelacije sadrzaja fenola i ECso vina Plovdine sa dodatkom lekovitog bilja

U nizu istrazivanja (Soleas et al., 1998, Minussi et al., 2003) dokazan je visok stepen
pozitivne korelacije sadrzaja fenolnih jedinjenja i antioksidativne aktivnosti vina. Da bi se
utvrdila veza izmedu sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja i antioksidativne aktivnosti,
uradena je korelaciona analiza. Uticaj dodatka lekovitog bilja, tj. sadrzaj ukupnih fenolnih
jedinjenja na antioksidativnu aktivnost iskazan je pozitivnom koralacijom. Regresioni model
je iskazan negativnim predznakom uz parametar b $to pokazuje da sa porastom fenolnih
jedinjenja opada vrednost ECso, tj, sa porastom ukupnih fenolnih jedinjenja raste i
antioksidativna aktivnost vina. Koeficijent linearne regresije vina Prokupac sa dodatkom
lekovitog bilja iznosi R? = 0.895 (slika 4.12) a vina Plovdina sa dodatkom lekovitog bilja
iznosi R? = 0. 862 (slika 4.13). T u jednom i u drugom sluéaju postoji relativno visoka

korelacija izmedu ukupnih fenolnih jedinjenja i antioksidativne aktivnosti.
4.6. SENZORNE KARAKTERISTIKE VINA

4.6.1. Senzorne karakteristike vina Prokupac sa dodatkom lekovitog bilja

Dodatak lekovitog bilja doveo je do promene sastava isparljivih komponenti vina
a samim tim i do promene senzornih karakteristika vina. Evaluacija senzornih svojstava vina
sa dodatkom lekovitog bilja sprovedena je od strane panela sastavljenog od dvanaest

kvalifikovanih ocenjivaca.
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Ocenjivaci su davali poene za: vizuelne opazaje, olfaktorne opazaje, gustativne opazaje i
gustativno-olfaktorne opazaje. Rezultati senzorne analize vina Prokupca sa dodatkom

lekovitog bilja prikazani su u tabeli 4.25.

Tabela 4.25. Senzorne karakteristike vina Prokupac sa dodatkom lekovitog bilja

Red. | Vino Vizuelni Olfaktorni | Gustativni | Gustativno- | Ukupno
br. opazaji opazaji opazaji olfaktorni bodova
opazaji
1. Prokupac, (PW) 16,30 19,70 24,50 13,00 73,50
2. Prokupac+Anis, (PAW) | 14,30 18,00 21,30 11,50 65,10
3. Prokupac+Cimet, (PCW) | 16,70 22,30 26,50 13,20 78,70
4. Prokupac+Pelin, (PWW) | 14,00 18,30 16,50 7,50 56,30
5. Prokupac+Sladi¢, (PLW) | 9,00 19,00 17,30 8,00 53,30
Maksimalan broj poena 20,00 30,00 30,00 20,00 100,00

Vino Prokupac sa dodatkom sladi¢a dobilo je ocenu (9,00) za vizuelni opazaj (boju i
bistrinu) zbog nepozeljne zute boje, vino sa dodatkom pelina (14,00),vino sa dodatkom anisa
(14,30), dok je najvisu ocenu za boju dobilo vino sa dodatkom cimeta (16,70), od
maksimalnih 20,00 bodova.

Najnizi broj bodova za olfaktorni opazaj (Cistoca, finoca i intenzitet) dobilo je vino
Prokupac sa dodatkom anisa (18,00), vino Prokupac (19,70) a najveéi broj bodova za
olfaktorni opazaj dobilo je vino Prokupac sa dodatkom cimeta (22,30) od maksimalnih 30,00
boda.

Za gustativni opazaj (Cistoca, struktura i harmonija), najmanji broj bodova dobilo je
vino Prokupac sa dodatkom pelina (16,50), vino Prokupac je dobilo (24,50) boda, a najveci
broj bodova dobilo je vino sa dodatkom cimeta (26,50) od maksimalnih (30,00) boda.

Najmanji broj bodova za gustativno-olfaktorni opazaj (odrzivost i podudarnost sa
sortnim karakteristikama vina) dobilo je vino Prokupac sa dodatkom pelina (7,50), vino
Prokupac je dobilo (13,00) boda a najveci broj bodova dobilo je vino Prokupac sa dodatkom
cimeta (13,20) od maksimalnih 20,00 bodova. Najlosije ocenjeno vino tj. najmanju ukupnu
ocenu dobilo je vino Prokupac sa dodatkom sladi¢a (53,30) boda, vino Prokupac (kontrola) je
ocenjen sa (73,50) boda a najvecu ukupnu ocenu dobilo je vino Prokupac sa dodatkom cimeta
(78,70) bodova od maksimalnih 100 boda.

Vino Prokupac (kontrola) je rubin boje i bistro, miris voéni, diskretan, ukus vocéni koji

asocira na vis$nju, sa lepim kiselinama i blagom oporoscu.
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Vino Prokupac sa dodatkom anisa je rubin boje i bistro, miris je diskretan na anis, na
ukusu je umereno pun i zaokruzen.

Vino Prokupac sa dodatkom cimeta je intenzivno rubin boje i bistro, na mirisu se
oseca cimet, na ukusu je slatkast, umereno puno i sa umerenom postojanos¢u arome.

Vino Prokupac sa dodatkom pelina je rubin boje, miris diskretno zac¢inski, na ukusu se
oseca gorcina.

Vino Prokupac sa dodatkom sladi¢a je rubin boje, bistro, sa jako naglasenim tonom
lukovine, na mirisu se oseca sladi¢, na ukusu je slatkasto 1 nedostaju kiseline koje bi vino

ucinile harmoni¢nijim.

—\/izuelni opazaji
— (Qlfaktorni opazaji

PLW

Gustativni opazaji

Y — = Gustativno-
Y. bcw olfaktorni opazaji

Slika 4.14. Senzorne karakteristike vina Prokupac sa dodatkom aromati¢nog bilja

Ukupna ocena

Max ocena g=2¢ L PAW
= |Jkupna ocena
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Slika 4.15. Ukupna ocena senzornih karakteristika vina Prokupac sa dodatkom lekovitog bilja
Intenzitet i nijansa boje vina Prokupac sa dodatkom lekovitog bilja dati su u tabeli 4.26.

Tabela 4.26. Intenzitet i nijansa boje vina Prokupac sa dodatkom lekovitog bilja

Assay | T A420, % Aszo, % Aezo, % dA, %

PW 0,35+0,020¢”  0,71+0,00b 37,43+£0,35a  52,65+1,57cd 9,92+0,35a  55,00+3,360d
PAW  0,21+0,006a 0,82+0,01c 40,41+3,50ab 49,242, 76bc  10,4+1,36a  48,61+3,320c
PCW  0,57+0,035d 0,66+0,00a 36,04+2,79a  54,59+1,59d  9,36+0,35a  58,51+2,157d
PWW 0,31+0,006b 0,93+0,01d 43,07+1,45b  46,42+2,60b  10,51+0,36a 42,01+2,150b
PLW  0,35+0,020c  1,2140,00e 49,7+2,19c 40,97+2,79a  9,34+0,05a  28,00+1,220a

K- Prokupac, kontrola; Al-Prokupac sa dodatkom anisa; A2- Prokupac sa dodatkom cimeta, A3- Prokupac sa dodatkom
pelina, A4- Prokupac sa dodatkom sladi¢a.Vrednosti su prikazane kao: srednja vrednost + standardna devijacija (n= 3)
a-e Vrednosti unutar redova koja imaju razli¢ita slova zna¢ajno se razlikuju (p<0,05)

Vino sa dodatkom cimeta imalo je veoma dobru boju. Visi intenzitet boje
(0,566+0,038) i niska nijansa boje (0,661+0,002) bila je u skladu sa visokim udelom crvene
boje i dA% (58,4+0,3) vredno$c¢u. Ostala vina imala su nizi intenzitet boje od kontrole. Ut-
vrdene su znacajne razlike u vrednosti intenziteta boje izmedu kontrole i probe sa dodatkom
anisa i pelina. Dodatak anisa, pelina i sladi¢a uticao je na povecanje vrednosti za nijansu boje.

Kod svih ispitivanih uzoraka vina najvec¢i udeo u boji vina ima crvena boja osim kod
probe sa dodatkom sladi¢a gde je najveci udeo Zute boje. Udeo crvene komponente se pripisu-
je slobodnim antocijanima u formi flavilijum katjona i kombinaciji antocijana i tanina kod
starijih vina (GloriesY., 1984). Udeo zute boje se pripisuje prisustvu tanina i proizvodima
razgradnje antocijana i najvec¢i je u vinu sa dodatkom sladi¢a (49,7+0,19 %), a najmanji u
vinu sa dodatkom cimeta (36,04+0,79 %), dok se udeo plave boje kre¢e u intervalu od
9,34+0,05% (vino sa dodatkom sladi¢a) do 10,51+0,36 % (vino sa dodatkom pelina) i pripisu-
je se slobodnim antocijanima u formi hinoidne baze 1 kombinaciji izmedu tanina 1 antocijana.
Vino sa dodatkom sladi¢a, zbog dominacije zute boje i niske vrednosti dA%, imalo je
nepozeljnu boju crvenog vina.

Vise vrednosti dA% ukazuju na veéi udeo crvene boje. Najniza vrednost dA utvrdena
je u vinu sa dodatkom sladi¢a (28,00+0,22 %) i u istom tom vinu bio je najnizi udeo crvene i
najvisi udeo zute boje. Kada je vrednost dA, ispod 40 %, crvena boja vina je tamna i netipi¢na
(Glories Y., (1984), Kelebek H., (2006). U ostalim uzorcima vina vrednost dA se kretala od
42,01+0,15 % (vino sa dodatkom pelina) do 58,41+0,31 % (vino sa dodatkom cimeta).
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4.6.2. Senzorne karakteristike vina Plovdina sa dodatkom lekovitog bilja

Rezultati senzorne analize vina Plovdina sa dodatkom lekovitog bilja prikazani su u tabeli

4.27.

Tabela 4.27. Senzorne karakteristike vina Plovdina sa dodatkom lekovitog bilja

Red. | Vino Vizuelni | Olfaktorni | Gustativni | Gustativho- | Ukupno

br. opazaji | opazaji opazaji olfaktorni bodova

opazaji

1. | Plovdina, (PL-W) 16,10 | 18,80 23,50 12,00 70,40

2. Plovdina+Anis, (PL-AW) | 14,10 17,40 20,60 10,70 62,80

3. Plovdina+Cimet, (PL.-CW) | 16,40 21,20 25,40 12,20 75,20

4. Plovdina+Pelin, (P.-WwWw) | 13,90 18,10 16,10 7,20 53,20

5. Plovdina+Sladi¢, (PL.-LW) | 8,80 18,70 17,00 7,80 51,20
Max. poena 20,00 30,00 30,00 20,00 100,00

Vino Plovdina sa dodatkom sladi¢a (P.-LW) dobilo je najmanji broj bodova za
vizuelni opazaj (8,80), vino Plovdina (P.-W) je dobilo (16,10) bodova, dok je najveci broj
bodova za vizuelni opazaj dobilo vino Plovdina sa dodatkom cimeta (16,40).

Za olfaktorni opazaj vino Plovdina sa dodatkom pelina (PL.-WW) dobilo je (18,10) bodova ,
vino Plovdina (P.-W) 18,80, a najveci broj bodova dobilo je vino Plovdina sa dodatkom ci-
meta (21,20).

Za gustativni opazaj najmanje bodova dobilo je vino Plovdina sa dodatkom pe-
lina (16,10), vino Plovdina je dobilo 23,50 bodova, dok je nave¢i boj bodova dobilo vino
Plovdina sa dodatkom cimeta (25,40).

Najlosije ocenjeno vino za gustativno oflaktorni opazaj je vino Plovdina sa dodatkom pelina
(7,20) bodova, vino Plovdina je dobilo 12,00 bodova, najveéi broj bodova je dobilo vino
Plovdina sa dodatkom cimeta (12,20).

Najmanju ukupnu ocenu dobilo je vino Plovdina sa dodatkom sladi¢a (51,20), vino Plovdina

je dobilo 70,40 boda a najbolje je ocenjeno vino Plovdina sa dodatkom cimeta, 75,20 bodova.
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Slika 4.16. Senzorne karakteristike vina Plovdina sa dodatkom lekovitog bilja
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Slika 4.17. Zbirna ocena senzornih karakteristika vina Plovdina sa dodatkom lekovitog bilja

135



4.7. HPLC ANALIZA VINA

4.7.1. HPLC analiza fenolnih jedinjenja crvenog vina Prokupac sa dodatkom lekovitog

bilja

Polifenolna kompozicija crvenog vina napravljenog od sorte grozda Prokupac sa

dodatkom lekovitog bilja prikazana je u tabeli 4.28.

Tabela 4.28. Sadrzaj fenolnih jedinjenja u vinu Prokupac

FENOLNA JEDINJENJA (%)
Neflavonoidna jedinjenja
Hidroksibenzoeve kiseline
Galna kiselina
Siringinska kiselina
Protokatehinska kiselina

Hydroksicimetne kiseline
Ferulinska kiselina
Kumarinska kiselina
Sinapinska kiselina
Kafeinska kiselina

jedinjenja
Flavonoidi
Flavan-3-oli
(+)- Katehin
(-)-Epikatehin
Ukupni flavan-3-oli
Flavonoli
Rutin
Kvercetin
Kvercetin-3-O-galaktozid
Miricetin
Ukupni flavonoli
Flavanoni
Naringin
Naringenin
Ukupni flavanoni
Anthocyani
Malvidin-3-glucozid
Zbir pojedinacnih fenolnih
jedinjenja

jedinjenja

Ukupne hidroksibenzoeve kiseline

Ukupne hidroksicimetne kiseline

Zbir pojedinacnih neflavonoidnih

Ukupno identifikovana fenolna

X1
X2
X3

X4
X5
X6
X7

X8
X9

X10
X11
X12
X13

X14
X15

X16

PW

7,73
0,74
0,88
9,35

0,19
nd
0,14
nd
0,33
9,68

1,61
0,58
2,19

0,59
nd
0,11
0,05
0,75

0,14
nd
0,14

0,14
3,22

12,90

PAW

8,65
1,75
1,89
12,29

0,98
0,32
0,75
0,67
2,72
15,01

1,29
1,47
2,76

1,06
1,09
0,38
0,17
2,17

0,45
0,03
0,48

2,87
8,81

23,82

PCW

10,54
2,45
2,49

15,48

1,29
0,68
1,50
0,94
4,41
19,88

1,86
1,45
3,31

1,27
0,10
0,69
0,93
2,99

0,59
nd
0,59

3,30
10,20

30,08

PWW

8,22
1,73
1,91
11,86

0,61
0,33
0,43
0,71
2,08
13,94

1,42
1,22
2,64

1,12
nd
0,42
1,19
2,73

0,35
nd
0,35

2,38
8,10

22,04

PLW

2,45
1,81
0,97
5,23

1,65
1,77
1,25
nd
4,67
9,90

0,17
1,94
2,11

2,54
1,70
nd
2,21
6,44

1,09
1,26
2,35

3,75
14,60

24,56
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Fenolna jedinjenja su identifikovana na osnovu retencionih vremena i
maksimuma apsorbancije standardnih jedinjenja (tabela 4.28). Identifikovani su derivati hi-
droksibenzoeve i hidroksicimetne kiseline i flavonoidi (flavan-3-oli, flavonoli, flavanoni i
antocijani), $to je u skladu sa analizama drugih autora (Godevac et al., 2010). Od derivata
hidroksibenzoeve kiseline identifikovani su: galna kiselina, siringinska kiselina i protokate-
hinska Kiselina. Vino Prokupac sa dodatkom anisa, cimeta i pelina sadrzi veci procenat galne
Kiseline (8,65 %, 10,54 % i 8,22 % respektivno) u poredenju sa vinom Prokupac bez dodatka
lekovitog bilja (7,73 %), dok vino Prokupac sa dodatkom sladi¢a ima najmanji procenat galne
kiseline u odnosu na ukupnu koli¢inu identifikovanih fenolnih jedinjenja (5,23 %). Sadrzaj
ukupnih hidroksibenzoevih kiselina u vinu Prokupac povecava se kada se dodaju anis, cimet i
pelin.

Hidroksicimetne kiseline (ferulna i sinapinska kiselina) su takode identifikovane
u crvenom vinu Prokupac (PW). Ferulna, kumarna, sinapinska i kafena kiselina
identifikovane su u vinu Prokupac sa dodatkom anisa (PAW), u vinu Prokupac sa dodatkom
cimeta (PCW), i u vinu Prokupac sa dodatkom pelina (PWW). U vinu Prokupac sa dodatkom
sladi¢a identifikovne su ferulna, kumarna 1 sinapinska kiselina a nije identifikovana kafena
kiselina. Sadrzaj ukupnih neflavonoidnih jedinjenja u vinu Prokupac iznosio je 9,68 %.
Dodatak cimeta doveo je do najveCeg povecanja od 19,88 % ukupnih neflavonoidnih
jedinjenja. Dodatak lekovitog bilja doveo je do povecanja sadrzaja ukupnih flavonoida.
Najmanji procenat ukupnih flavonoida (3,22 %) imalo je vino Prokupac, dok je najveéi
procenat ukupnih flavonoida naden u vinu Prokupac sa dodatkom sladi¢a (14,6 %). Odnos
katehina i epikatehina bio je oko 3:1. Ovaj odnos se menjao u vinu u kome je dodato lekovito
bilje zbog povecanja sadrzaja epikatehina. Koli¢ina ukupnih fenolnih jedinjenja se povecala
sa dodatkom lekovitog bilja, tako da je vino Prokupac bez dodatka lekovitog bilja (kontrola)
sadrzalo najmanju koli¢inu ukupnih fenolnih jedinjenja (12,90 %), dok je vino Prokupac sa
dodatkom cimeta sadrzalo najvecu koli¢inu fenolnih jedinjenja (30,08 %). Antioksidativna
aktivnost je u pozitivnoj korelaciji sa ukupnim fenolnim jedinjenjima, pa je vino Prokupac
imalo najmanju antioksidativnu aktivnost, dok je vino Prokupac sa dodatkom cimeta pokazalo

najvecu antioksidativnu aktivnost.
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4.7.1.1. Analiza glavnih komponenti (PCA) crvenog vina Prokupac

Cilj PCA analize je smanjenje velikog broja podataka na manji broj podataka tj, na
glavne komponente. PCA analiza se koristi za smanjenje dimenzionalnosti skupa podataka, a
zadrzava one karakteristike podataka koje najvise doprinose varijansama (Kim, 2001).

Korelaciona matrica je uradena kako bi se utvrdio medusoban odnos parova svih vari-
jabli i njihova medusobna korelacija. Redovi i kolone predstavljaju posmatrane varijable, a
podatak na preseku odredenog reda i kolone predstavlja koeficijent korelacije izmedu varijabli
u odgovarajué¢em redu i koloni.

U cilju proucavanja odnosa izmedu pojedinih fenolnih jedinjenja vina Prokupac
sa dodatkom lekovitog bilja i vina Prokupac (kontrola) konstruisana je korelaciona matrica.
Korelaciona matrica daje podatke o pozitivnoj i negativnoj korelaciji izmedu pojedinih
fenolnih jedinjenja u vinu. Jedinjenja sli¢ne strukture nalaze se u pozitivnoj korelaciji (galna
kiselina i protokatehinska kiselina).

U tabeli 4.29 prikazani su koeficijenti korelacije izmedu pojedinih fenolnih jedinjenja

u vinima Prokupac sa dodatkom lekovitog bilja.

Tabela 4.29. Korelaciona matrica fenolnih jedinjenja vina Prokupac sa dodatkom lekovitog
bilja (25°C)

: ©
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X X X X X X X X X X X X g X X X X T
X1 1.00 | 021 | 0.76 | -0.42 | -0.76 | -0.09 | 0.78 | 096 | -0.47 | -0.78 | -0.75 | 0.86 | -0.69 | -0.69 | -0.94 | -0.24
X2 021 {100 | 078 | 075 | 044 | 087 | 072 | 000 | 073 | 044 | 017 | 0.67 | 045 | 054 | 0.11 | 0.88
X3 0.76 | 0.78 | 1.00 | 020 | -0.21 | 044 | 099 | 057 | 020 | -0.21 | -0.35 | 0.98 | -0.13 | -0.10 | -0.53 | 0.44

o
©
o)

:
O ¢
©
<
o
~
N

X4 | -042 | 075 | 020 | 1.00 | 089 | 092 | 0.11 | -0.59 005 | 073 | 094 | 070 | 0.93

X5 [ -0.76 | 044 | -021 | 089 | 1.00 | 071 | -029 | -0.83 | 086 | 099 | 0.77 | -0.35 | 090 | 099 | 094 | 0.74

X6 [ -0.09 | 087 | 044 | 092 | 071 | 1.00 | 034 | -025 | 080 | 066 | 042 | 035 | 056 | 078 | 043 | 0.85

X7 078 | 072 ] 099 | 011 ] -0.29 | 034 | 100 | 059 | 014 | -028 | -0.38 | 0.97 | -0.18 | -0.18 | -0.59 | 0.38

X8 096 | 0.00 | 057 | -059 | -0.83 | -0.25 | 059 | 1.00 | -0.67 | -0.87 | -0.88 | 0.73 | -0.74 | -0.80 | -0.95 | -0.47

X9 | -047 | 073 | 020 | 096 | 0.86 | 080 | 0.14 | -0.67 | 1.00 | 0.88 | 0.78 | 001 | 0.75 | 092 | 0.69 | 0.97

X10 | -0.78 | 0.44 | -0.21 | 0.87 | 0.99 | 0.66 | -0.28 | -0.87 | 0.88 | 1.00 | 0.79 | -0.37 | 0.92 | 0.98 | 0.94 | 0.76

X11 | -075]017 | -035 | 072 | 077 | 042 | -0.38 | -0.88 | 0.78 | 0.79 | 1.00 | -0.52 | 052 | 0.80 | 0.82 | 0.60

X12 | 086 | 067 | 098 | 0.05|-035| 035 | 097 | 073 | 001 | -0.37 | -0.52 | 1.00 | -0.26 | -0.25 | -0.66 | 0.26

X13 | -069 | 045 | -0.13 | 0.73 | 090 | 056 | -0.18 | -0.74 | 0.75 | 092 | 052 | -0.26 | 1.00 | 0.86 | 0.82 | 0.68

X14 | -069 | 054 | -0.10 | 0.94 | 0.99 | 0.78 | -0.18 | -0.80 | 0.92 | 0.98 | 0.80 | -0.25 | 0.86 | 1.00 | 0.89 | 0.83

X15 | 094 | 011 | -053 | 070 | 094 | 043 | -059 | -0.95 | 069 | 094 | 0.82 | -0.66 | 0.82 | 0.89 | 1.00 | 0.51

X16 | -024 | 088 | 0.44 | 093 | 074 | 085 | 038 | -0.47 | 097 | 0.76 | 0.60 | 0.26 | 0.68 | 0.83 | 0.51 | 1.00

0,6 - 0,79 - jaka korelacija
0,8 - 1 — veoma jaka korelacija
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Galna kiselina je u pozitivnoj i jakoj korelaciji sa protokatehinskom kiselinom (0,76-
koeicijent korelacije), kafenom kiselinom (0,78) i veoma jakoj korelaciji sa katehinom (0,96)
i kvercetin-3-O-galaktozidom (0,86).

Siringinska kiselina je u jakoj korelaciji sa protokatehinskom kiselinom (0,78), feru-
linskom kiselinom (0,75), sinapinskom kiselinom (0,87), kafenom kiselinom (0,72) , epikate-
hinom (0,73), kvercetin-3-O-galaktozidom (0,67) i u veoma jakoj korelaciji sa malvidin-3-
glukozidom (0,88).

Protokatehinska kiselina je u korelaciji sa sinapinskom kiselinom, kafeinskom Kis-
elinom, katehinom, kvercetin-3-0-galaktozidom i malvidin-3-glukozidom.

Ferulna kiselina je u korelaciji sa epikatehinom, rutinom, kvercetinom, naringinom i
malvidin-3-glukozidom itd.

Kumarinska kiselina je u korelaciji sa sinapinskom kiselinom, epikatehinom, rutinom,
kvercetinom, miricetinom, naringinom, naringeninom i malvidin-3-glukozidom.

Sinapinska kiselina je u korelaciji sa kafeinskom kiselinom, epikatehinom, rutinom,
miricetinom, naringeninom i malvidin-3-glukozidom.

Kafeinska kiselina je u korelaciji sa katehinom, kvercetin-3-0-galaktozidom.

Katehin- sa kvercetin-3-0-galaktozidom.

Epikatehin u koralaciji sa rutinom, kvercetinom, miricetinom, naringinom, naringen-
inom i malvidin-3-glukozidom.

Analizom biplota sa slike 4.18. uocava se da prve dve glavne komponente (galna kis-
elina i siringinska kselina) ¢ine 94,34% sadrzaja od ukupnih fenolnih jedinjenja. Naringenin i
kvercetin su u pozitivnoj korelaciji, ferulna kiselina i epikatehin, sinapinska Kkiselina i mal-
vidin-3-glukozid. U negativnoj korelaciji su naringenin i katehin, naringenin i galna kiselina,
katehin i epikatehin i dr.

Crveno vino Prokupac sa dodatkom sladica (PLW) se dosta razlikuje po sadrzaju
fenolnih jedinjenja od drugih vina. Sadrzaj naringenina, kvercetina i rutina je visok u vinu

PLW a sadrZaj katehina 1 galne kiseline je nizak.
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Slika 4.18. Sadrzaj fenolnih jedinjenja crvenog vina Prokupac sa dodatkom lekovitog
bilja pokazanog u obliku biplota

Na slici 4.19. predstavljen je klastergram fenolnih jedinjenja crvenog vina Prokupac sa
dodatkom lekovitog bilja. 1z klastergrama se vidi da crveno vino Prokupac (PW), kontrola,
ima niske vrednosti identifikovanih fenolnih jedinjenja HPLC analizom sem galne kiseline i
katehina. Sa dodatkom lekovitog bilja doslo je do poveéanja fenolnih jedinjenja, pa vino
Prokupac sa dodatkom cimeta i vino Prokupac sa dodatkom sladi¢a ima znatno ve¢i sadrzaj
pojedinih fenolnih jedinjenja. Vino Prokupac sa dodatkom cimeta ima vecu koncentraciju
katehina, galne kiseline, kvercetin-3-O-galaktozida, kafene kiseline, protokatehinske kiseline,
siringinske kiselina, ferulne kiseline, malvidin-3-glukozida i epikatehina u odnosu na vino
Prokupac (kontrolu). Crveno vino Prokupac sa dodatkom sladi¢a ima veéi sadrzaj siringinske,
sinapinske i ferulne kiseline, malvidin-3-glukozida, epikatehina, kvercetina, naringenina, nar-

ingina, kumarinske kiseline, rutina i miricetina u odnosu na crveno vino Prokupac (kontrolu).
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Slika 4.19. Klastergram fenolnih jedinjenja vina Prokupac sa dodatkom lekovitog bilja
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Tabela 4.30. Sadrzaj fenolnih jedinjenja u vinu Plovdina

4.7.2. HPLC analiza fenolnih jedinjenja vina Plovdina sa dodatkom lekovitog bilja

PENOLNA JEDINJENJA, (%)

Neflavonoidna jedinjenja
Hidroksibenzoeve kiseline
Galna kiselina
Siringinska kiselina
Protokatehinska kiselina
Dihidroksibenzoeva kiselina

Ukupne hidroksibenzoeve kiseline
Hidroksicimetne kiseline
Ferulinska kiselina
Cumarinska kiselina
Sinapinska kiselina
Cafeinska kiselina
Ukupne hidroksicimetne kiseline
Zbir pojedinacnih neflavonoidnih
jedinjenja
Flavonoidi
Flavan-3-oli
(+)-Katechin
(-)-Epikatehin
Ukupni flavan-3-oli
Flavonoli
Rutin
Hiperozid
Miricetin
Ukupni flavonoli
Flavanoni
Naringin
Naringenin
Ukupni flavanoni
Anthocijanini
Malvidin-3-glukozid
Zbir pojedinacnih fenolnih jedinjenja

PL-W

1,99
1,09
3,43
2,17

8,68

3,06
4,53
1,77
3,08
12,44
21,12

2,33
2,15
4,48

1,86
2,52
0,73
511

2,92
0,00
2,92

0,00
33,63

PL-AW

1,45
0,99
2,20
2,29

6,93

1,17
3,17
1,73
3,06
9,13
16,06

2,58
2,15
4,73

0,61
1,93
0,55
3,09

2,97
0,21
3,18

0,91
27,97

PL.CW

6,60
1,28
4,10
2,70

14,68

1,02
3,89
1,42
2,68
9,01
2,69

2,97
2,76
5,73

0,93
1,60
0,55
3,08

2,64
0,15
2,79

0,00
35,29

PL-WW

1,90
1,09
3,31
2,43

8,73

1,19
2,76
1,69
2,94
8,58
17,31

2,70
2,41
511

0,86
2,00
0,49
3,35

3,08
0,30
3,38

0,00
29,15

PL-
LW

1,32
1,97
2,62
2,67

8,58

1,53
1,92
1,39
2,61
6,94
15,52

1,94
2,56
4,50

1,98
2,14
1,64
5,76

4,64
1,43
6,07

0,6
32,45
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HPLC-DAD analizom vina Plovdina identifikovano je 16 fenolnih jedinjenja na os-
novu retencionih vremena i maksimuma apsorbance standardnih jedinjenja (tabela 4.30.).
Identifikovani su derivati benzoeve i cimetne kiseline (neflavonoidna jedinjenja) i flavonoidi
(flavan-3-oli, flavonoli, flavanoni i antocijani). Od hidroksibenzoevih kiselina identifikovane
su: galna kiselina, siringinska, protokatehinska i dihidroksibenzoeva kiselina. Sa dodatkom
aromaticnog bilja povecavao se i sadrzaj ukupnih hidroksibenzoevih kiselina. Najmanji
sadrzaj ukupnih hidroksibenzoevih kiselina imalo je vino Plovdina (8,68% od ukupno identif-
ikovanih fenolnih jedinjenja), zatim vino Plovdina sa dodatkom anisa (6,93%), vino Plovdina
sa dodatkom sladica (8,58%), vino sa dodatkom pelina (8,73%) i vino Plovdina sa dodatkom
cimeta imalo je najveéi sadrzaj ukupnih hidroksibenzoevih kiselina (14,68%).

Od hidroksicimetnih kiselina identifikovane su: ferulna, kumarna, sinapinska i kafena
kiselina. Dodatkom lekovitog bilja doslo je do promene u sadrzaju hidroksicimetnih kiselina.
Vino Plovdina sa dodatkom cimeta sadrzalo je 9,01% ukupnih hidroksicimetnih kiselina, dok
je vino Plovdina (kontrola) sadrzalo 12,44% ukupnih hidroksibenzoevih kiselina.

Od flavan-3-ola identifikovani su: katehin i epikatehin. Najmanji sadrzaj flavan-3-ola
bio je u vinu Plovdina (4,48%) dok je najve¢i sadrzaj flavan-3-ola imalo vino Plovdina sa
dodatkom cimeta (5,73%). Sa dodatkom lekovitog bilja doslo je i do promene sadrzaja (+)-
katehina u odnosu na (-)-epikatehin. U vinu Plovdina taj odnos je u korist katehina (2,33: 2,15
%) dok je u vinu sa dodakom sladi¢a taj odnos u korist epikatehina (1,94:2,56 %).

U vinima Plovdina sa dodatkom lekovitog bilja doslo je i do promene u sadrzaju fla-
vanona (naringina i naringenina). Najmanji sadrzaj je u vinu Plovdina sa dodatkom anisa
(2,79%) dok je najveci sadrzaj u vinu Plovdina sa dodatkom sladica (6,07 %).

Vino Plovdina sa dodatkom cimeta sadrzalo je najve¢i procenat identifikovanih
fenolnih jedinjenja (35,29 %), dok je vino Plovdina sa dodatkom anisa sadrzalo najmanji pro-

cenat od identifikovanih ukupnih fenolnih jedinjenja (27,97 %).

4.7.3. Aromatski profil vina Prokupac sa dodatkom lekovitog bilja

GC/MC analizom vina Prokupac sa dodatkom lekovitog bilja identifikovane su sledece grupe
jedinjenja: organske Kiseline, acetati, alkoholi, aldehidi, ketoni, etil-estri i terpeni. Pojedi-
nacna jedinjenja iz ovih grupa za vina Prokupac sa dodatkom lekovitog bilja data su u
tabelama od 4.31 do 4.35. U vinu Prokupac identifikovano je ukupno 26 jedinjenja, u vinu

Prokupac sa dodatkom anisa identifikovano je 33 jedinjenja, u vinu Prokupac sa dodatkom
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cimeta 30 jedinjenja, u vinu Prokupac sa dodatkom pelina identifikovano je ukupno 41

jedinjenje i u vinu Prokupac sa dodatkom sladi¢a identifikovano je 29 jedinjenja.

Tabela 4.31. Hemijski sastav vina Prokupac (originalna tabela)

No. | et Compound Molecular | Aroma de- || pje | | pyic | Method of - oo,
min formula scriptor identification
1 2.93 Acetic acid C2H40: Sour? 646 - MS 0.1
Fruity, i
2 3.05 Ethyl acetate C4HsO: sweet? 652 MS 4.9
3 | 319 Isobutanol CaH100 F“Si'(’)l‘i'co' 658 | 650 | RI, MS 35
4 3.38 | Methylolacetone | C4HsgO: - 666 - MS 0.9
5 4.86 | Isopentyl alcohol | CsHi20 Cheese® 731 | 731 RI, MS 22.8
6 | 492 | MWl o0 : 734 | 724 | RLMS | 119
butanol
7 | 507 1-Pentanol CsH120 Fr‘;;%’ifca" 741 | 762 | RI,MS 7.6
(S)-(-)-2-Methyl- ] i
8 5.14 1-butanol CsH120 744 MS 2.9
[R,R]-2,3- c )
9 5.84 butanediol C4H1002 Butter 775 MS tr
[S,S]-2,3- c
10 | 5.98 butanediol C4aH1002 Butter 781 785 RI, MS tr
11 | 786 | 3Methyl CoH10 : 864 | 833 | RLMS | 04
pentanol
12 | 796 | n-Hexanol | CoHwO | HEMPACeOUS, | gqg | g6 | RIMS | 06
resinous
Banana,
13 | 8.06 | Isopentyl acetate | C7H140> Fruity, 872 | 869 RI, MS tr
Pear®
14 | g15 | ZMethylbuyl oy 6, | Pungent® | 876 | 875 | RI,MS tr
acetate
Cheese,
15 | 10.55 | Hexanoic acid CeH1202 | rancid, fat- | 980 967 RI, MS 0.8
ty®
16 |11.00 | Ethyl hexanoate | CgHisO2 Fr”:?é’c a1 1000 | 994 | RI,MS 2.0
Flowery,
17 | 1364 | Phemvlethylal- | 0 | pollen, per- | 1119 | 1106 | RI, MS 16.9
cohol \
fumed
18 | 14.77 n-Nonanol CoH200 Fat, green® | 1172 | 1165 RI, MS 1.7
Rancid,
. harsh,
19 | 14.87 Octanoic acid CsH1602 1177 | 1167 RI, MS 2.6
cheese, fat-
ty acid°®
20 | 14.95 | Diethyl succinate | CgH14O4 | Light fruity® | 1181 | 1176 RI, MS tr
Pineapple,
21 | 15.31| Ethyl octanoate | CioH2002 pear, floral® 1198 | 1196 RI, MS 10.4

144




22 | 1657 Z'Pgig{;tgthy' CioH1202 P:cfgf:{lt' 1262 | 1254 | RI, MS 0.3
23 |1856| Decanoicacid | CioHzOz | 20U | 1367 | 1364 | RI, MS 0.9
pleasant
24 |19.13| Ethyl decanoate | Ci2H2402 t;rlglteyés];arﬁc 1397 | 1395 | RI, MS 45
Methyl p-tert-
25 |21.23 | butylphenyl ace- | CisH1sO2 - 1517 | 1497 | RI, MS 0.9
tate
26 | 2055 | Ethyldodecano- | o o, | FIOWerY. | 1506 | 1504 |  RI,MS 0.4
ate fruity
Total identified (%0) 97.0
Grouped components (%)
Acids (1, 15, 19, 23) 44
Acetates (2, 13, 14, 22, 25) 6.1
Alcohols (3, 5-12, 17, 18) 68.3
Ketones (4) 0.9
Ethyl esters (16, 20, 21, 24, 26) 17.3

tre.: Retention time; RI": Linear retention indices from literature (Adams, 2007); LRI®*P: Ex-
perimentally determined linear retention indices using a homologous series of n-alkanes (Cs-
C20) on the HP-5MS column. MS: constituent identified by mass-spectra comparison; RI:
constituent identified by retention index matching; tr = trace amount (<0.05%).

3 Reported in http://www.flavornet.org/flavornet.html, ® Farenzena and Tombesi, 2015; ¢ Jiang

et al., 2013; 9 Comuzzo et al., 2006.
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Tabela 4.32. Hemijski sastav vina Prokupac sa dodatkom anisa (originalna tabela)

No. | let Compound Molecular | Aromade- | e | i | Method of Area%
min formula scriptor identification
1 | 339 Ethyl acetate CaHgO; E\:\f;g’b 669 | - MS tr
2 3.51 2-Butanol C4H100 - 674 - MS 0.2
3 4.36 Isopentyl alcohol CsH120 Cheese® 646 - MS 13.5
4 4.43 2-Methyl-1-butanol CsH1.0 - 712 | 724 RI, MS 7.0
5 | 507 1-Pentanol CoHpo | UYL | 41 | 762 | RIMS | 20
6 | 514 | Or()2Methyll- | o\, o - 744 | - MS 0.7
butanol
7 5.46 [R,R]-2,3-butanediol C4H1002 Butter® 758 - MS 0.2
8 5.98 [S,S]-2,3-butanediol C4H100; Butter® 781 | 785 RI, MS tr
9 7.65 3-Methyl-pentanol CeH140 - 854 | 833 RI, MS 0.3
10 | 7.96 n-Hexanol CoH0 | HErDACeOUS, | gag | 853 | RILMS | 01
resinous
11 | 10.16 Benzaldehyde C7HesO Almond® 964 | 952 RI, MS 0.2
Cheese,
12 | 10.51 Hexanoic acid CeH1202 | rancid, fat- | 979 | 967 RI, MS tr
ty®
13 |10.89|  Ethyl hexanoate CsH1602 Fr“'i?é’c M1 995 | 994 | RI,MS 0.3
14 | 11.00 | EthyI3-methylpenta- |\, i 1000 | - MS 0.2
noate
Solvent,
15 | 11.64 p-Cymene CioH14 gasoline, | 1029 | 1020 RI, MS 0.3
citrus?
. Mint,
16 | 11.72 1,8-Cineole C10H180 sweet? 1032 | 1026 RI, MS 0.7
17 | 13.06 Fenchone C10H160 - 1092 | 1083 RI, MS 0.4
18 | 13.10 p-Cymenene CioH12 - 1094 | 1089 RI, MS 1.1
Flowery,
19 | 13.63 | Phenyl ethyl alcohol CgH100O | pollen, per- | 1118 | 1106 RI, MS 4.5
fumed®
20 | 14.78 n-Nonanol CoH200 Fat, green? | 1173 | 1165 RI, MS 1.1
Rancid,
. harsh,
21 |14.82 Octanoic acid CsH1602 1175 | 1167 RI, MS 0.4
cheese, fat-
ty acid®
Turpentine,
22 | 15.02 Terpinen-4-ol C10H180 nutmeg, 1185 | 1174 RI, MS 1.1
must?
23 [1530|  Ethyloctanoate | CioHx0s pi'g‘r?iﬁ’g:;’c 1198 | 1196 | RLMS | 25
24 |15.43|  Methyl chavicol CioH120 ";"i;ge’ 1205 | 1195 |  RI, MS 9.4
25 | 16.05 | neoiso-Dihydrocarveol | CioH180 - 1235 | 1226 RI, MS 0.4
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26 | 16.53 (Z2)-Anethole C10H120 - 1260 | 1249 RI, MS 1.6
27 |16.57 | 2-Phenyl ethyl acetate | C1oH120; Pﬁgﬁ:{!“ 1262 | 1254 | RI, MS tr
28 |17.25 (E)-Anethole C1oH120 - 1296 | 1282 | RI, MS 46.0
29 | 17.69 Anisyl formate CoH1003 - 1320 | 1330 RI, MS 0.3
30 |18.54 Decanoic acid CioH0, | TR UM | yae i q36a | RILMS | 04
pleasant
Fruity, fat-
31 |19.13 Ethyl decanoate C12H2402 ty, pleasant’ 1397 | 1395 RI, MS 2.3
Methyl p-tert- i
32 |21.23 butylphenyl acetate C13H1802 1515 | 1497 RI, MS 0.5
Flowery,
33 | 22.56 Ethyl dodecanoate C14H2802 fruity® 1596 | 1594 RI, MS 0.3
Total identified (%0) 98.0

Grouped components (%)

Acids (12, 21, 30) 0.8
Acetates (27, 32) 0.7
Alcohols (3-10, 19, 20) 29.4
Aldehydes (11) 0.2
Ethyl esters (13, 14, 23, 31, 33) 5.6
Terpenes (15-18, 22, 24-26, 28, 29) 61.3

tre.: Retention time; RI"-Retention indices from literature (Adams, 2007); RI®®: Experimen-
tally determined retention indices using a homologous series of n-alkanes (Cg-C20) on the HP-
5MS column. MS: constituent identified by mass-spectra comparison; RI: constituent identi-

fied by retention index matching; tr = trace amount (<0.05%).

3 Reported in http://www.flavornet.org/flavornet.html, ® Farenzena and Tombesi, 2015; ¢ Jiang

et al., 2013; 9 Comuzzo et al., 2006.
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Table 4.33. Hemijski sastav vina Prokupac sa dodatkom cimeta (originalna tabela)

No. | et Compound Molecular | Aroma de- RI®® | RI' _Method of Area%
min formula scriptor identification
Fruity, i
1 3.06 Ethyl acetate C4HsO2 sweet? 652 MS 1.6
2 | 3.20 Isobutanol CaH100 F“Si'él‘i'co' 658 | 650 | RI,MS 1.9
3 4.88 Isopentyl alcohol CsH120 Cheese® 733 | 731 RI, MS 24.1
4 4.94 2-Methyl-1-butanol CsH120 - 735 | 724 RI, MS 10.4
5 | 507 1-Pentanol CsH1:0 F“;;%’ifca" 741 | 762 | RLMS | 52
6 | 514 | Or0)2Methyll- o4 o i 744 | - MS 17
butanol
7 5.89 [R,R]-2,3-butanediol C4H100; Butter® 777 - MS tr
8 5.98 [S,S]-2,3-butanediol C4H1002 Butter® 781 | 785 RI, MS tr
9 7.87 3-Methyl-pentanol CeH140 - 864 - MS 0.4
10 | 7.96 n-Hexanol CoH0 | HEMDACEOUS, | gae | 863 | RI, MS 0.4
resinous
11 | 851 Styrene CeHp | DAIsaMIC, | ggp | MS 2.1
gasoline
12 ]10.16 Benzaldehyde C7HsO Almond® | 964 | 952 RI, MS 0.2
Cheese,
13 |10.54 Hexanoic acid CeH120. | rancid, fat- | 980 | 967 RI, MS 0.5
ty®
14 |1100|  Ethylhexanoate | CoHicOz | i | 1000 | 997 | RLMS | 13
15 | 1181 1,8-Cineole CiH0 | MM 110361026 | RLMS | 05
sweet
16 |12.60|  Acetophenone CeHg0 | MUSLTlow- 11575 1 1059 | RILMS | 0.7
er, almond
17 | 13.28 Linalool CoHi0 | FIOWer 11900 | 1095 |  RI, MS 0.5
lavender
Flowery,
18 | 13.63 | Phenyl ethyl alcohol CgH100O | pollen, per- | 1119 | 1106 RI, MS 8.0
fumed®
19 | 14.80 Borneol C1oH180 | Camphor® | 1174 | 1165 RI, MS 3.8
Rancid,
L harsh,
20 | 14.87 Octanoic acid CsH1602 1177 | 1167 RI, MS tr
cheese, fat-
ty acid®
Turpentine,
21 |15.03 Terpinen-4-ol C10H180 nutmeg, 1185 | 1174 RI, MS 1.6
must?
Pineapple,
22 |15.30 Ethyl octanoate C10H2002 oear, floral® 1198 | 1196 RI, MS 7.3
23 | 16.09 | Hydrocinnamyl alcohol | CgH120 - 1236 | 1224 RI, MS 13.7
24 | 16.58 | 2-Phenyl ethyl acetate | CioH1.0, P:cfgfg‘lﬂt' 1262 | 1254 | RI,MS | 0.6
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25 [17.19 (E)-Anethole C1oH120 - 1293 [ 1282] RI, MS 55
26 | 1836 | 2Phenylethylpro- ¢ 4y 0, i 1356 | 1351 | RI, MS 3.9
panoate
27 | 18.54 Decanoic acid CioH0, | AU | yae 4364 |  RILMS | 04
pleasant
28 | 18.76 | Hydrocinnamyl acetate | C11H140> - 1375 | 1366 RI, MS 0.2
29 |19.13 Ethyl decanoate C12H2402 t;“;'fg’és‘:‘;c 1397 | 1395 | RI, MS 16
30 | 21.23 buxli)tr?gr:)ﬁ-;ir;t-ate C1sH1:02 i 1517 | 1497 | RI, MS 0.5
Total identified (%) 98.6
Grouped components (%)
Acids (13, 20, 27) 0.9
Acetates (1, 24, 30) 2.7
Alcohols (2-10, 18) 52.1
Aldehydes (12) 0.2
Ketones (16) 0.7
Ethyl esters (14, 22, 26, 29) 14.1
Terpenes (15, 17, 19, 21, 23, 25, 28) 25.8
Miscellaneous (11) 2.1

tre.: Retention time; RI"-Retention indices from literature (Adams, 2007); RI®®: Experimen-
tally determined retention indices using a homologous series of n-alkanes (Cs-C20) on the HP-
5MS column. MS: constituent identified by mass-spectra comparison; RI: constituent identi-
fied by retention index matching; tr = trace amount (<0.05%).

2 Reported in http://www.flavornet.org/flavornet.html, ° Farenzena and Tombesi, 2015; ¢ Jiang
etal., 2013; 9 Comuzzo et al., 2006.
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Tabela 4.34. Hemijski sastav vina Prokupac sa dodatkom pelina (originalna tabela)

No. Uret, Compound Molecular Aroma de- RI%P | RIt | Met_h_od (_)f Area%
min formula scriptor identification
Fruity, i
1 3.11 Ethyl acetate C4HsO2 sweeth 654 MS 2.5
2 | 3.24 Isobutanol CaH100 F“Sﬂél‘i'co' 660 | 650 | RI,MS 2.2
3 3.38 Methylolacetone C4HsO2 - 666 - MS 0.4
4 3.51 2-Butanol C4H100 - 672 - MS 0.4
5 4.90 Isopentyl alcohol CsH120 Cheese® 733 | 731 RI, MS 21.3
6 4.97 2-Methyl-1-butanol CsH120 - 736 | 724 RI, MS 9.2
7 | 5.06 1-Pentanol CsH120 Fr‘;;%’ifca" 740 | 762 | RI,MS 6.5
g | 513 | Or(O)2zMethyll- | o4 o i 743 | - MS 2.0
butanol
9 5.88 [R,R]-2,3-butanediol C4H1002 Butter® 776 - MS tr
10 | 5.98 [S,S]-2,3-butanediol C4H1002 Butter® 781 | 785 RI, MS tr
11 | 7.89 3-Methyl-pentanol CeH140 - 865 - MS 0.5
12 | 7.96 n-Hexanol CoH0 | HEMDACEOUS, | gae | 863 | RI, MS 0.6
resinous
Banana,
13 | 8.08 Isopentyl acetate CsH12O | Fruity, Pear | 873 | 869 RI, MS tr
odor®
14 | 8.15 | 2-Methylbutyl acetate CsH1.0 Fruity? 876 | 875 RI, MS tr
15 ]10.16 Benzaldehyde C7HeO Almond® | 964 | 952 RI, MS 0.3
Cheese,
16 | 10.54 Hexanoic acid CeéH1202 | rancid, fat- | 980 | 967 RI, MS 0.7
ty®
17 |10.83 Myrcene CioHis | BASAMIC, | 90 | gg5 | RI Ms 0.5
must, spice
18 | 10.99|  Ethyl hexanoate CeHi502 Fr“'i?é’c a1 999 | 994 | RI,MS 1.4
Solvent,
19 | 11.64 p-Cymene CioH14 gasoline, | 1028 | 1020 RI, MS 0.4
citrus?
20 |11.74 Limonene CuHis | =Mo" 1033|1024 RI, MS 0.3
orange
Chemical,
21 |12.60 n-Octanol CgH1gO | metal, burn- | 1071 | 1063 RI, MS 0.6
ta
22 |13.28 Linalool CioHi0 | FIOWer 11107 | 1095 | RI, MS 2.2
lavender
Flowery,
23 | 13.64 | Phenyl ethyl alcohol CgH100O | pollen, per- | 1119 | 1106 RI, MS 11.7
fumed®
24 | 13.73 trans-Thujone C10H160 - 1123 | 1112 RI, MS 4.7
25 | 14.07 is0-3-Thujanol C10H180 - 1138 | 1134 RI, MS 0.6
26 | 14.48 Nerol oxide C10H160 | QOil, flower? | 1159 | 1154 RI, MS 1.0

150




27 | 14.73 Lavandulol C10H180 Herb 1171 | 1165 RI, MS 3.9
28 | 14.77 n-Nonanol CoH200 Fat, green? | 1172 | 1165 RI, MS tr
Rancid,
L harsh,
29 (1484 Octanoic acid CgH1602 1176 | 1167 RI, MS 1.4
cheese, fat-
ty acid®
Turpentine,
30 | 15.08 Terpinen-4-ol C10H180 nutmeg, 1185 | 1174 RI, MS 55
must?
Pineapple,
31 |15.30 Ethyl octanoate C10H2002 oear, floral® 1198 | 1196 RI, MS 0.2
32 1542 |  Methyl chavicol CioH120 L;‘;‘?g'eﬁe’ 1204 [ 1195 |  RI, MS 0.4
33 | 15.95 B-Citronellol C10H200 Rose? 1231 | 1223 RI, MS 2.1
34 | 15.99 Nerol C10H180 Sweet? 1233 | 1227 RI, MS 0.6
35 | 16.07 | Hydrocinnamyl alcohol | CgH120 - 1237 | 1224 RI, MS 1.0
36 | 1658 | 2-Phenyl ethyl acetate | CuoHiOp | ' roal | 1262 1254| RLMS | 03
37 |17.19 (E)-Anethole C1oH120 - 1293|1282 | RI, MS 35
38 |1836| 2Thenylethylpro- | o o, i 1356 [ 1351 |  RI, MS 0.5
panoate
39 | 18.53 Decanoic acid CioHz0p | AW UM 1 ia64 | 1364 |  RI, MS 0.4
pleasant
Fruity, fat-
40 |19.13 Ethyl decanoate C12H2402 ty, pleasant® 1397 | 1395 RI, MS 1.2
Methyl p-tert-
41 |21.23 butylphenyl acetate C13H1502 - 1517 | 1497 |  RI, MS 0.7
Total identified (%) 91.7
Grouped components (%0)
Acids (16, 29, 39) 2.5
Acetates (1, 13, 14, 36, 41) 3.5
Alcohols (2, 4-12, 21, 23, 28) 55.0
Aldehydes (15) 0.3
Ketones (3) 0.4
Ethyl esters (18, 31, 38, 40) 3.3
Terpenes (17, 19, 20, 22, 24-27, 30, 32-35, 37) 26.7

te: Retention time; RI™-Retention indices from literature (Adams, 2007); RI®®: Experimentally de-
termined retention indices using a homologous series of n-alkanes (Cs-Cz) on the HP-5MS column.
MS: constituent identified by mass-spectra comparison; RI: constituent identified by retention index

matching; tr = trace amount (<0.05%).

aReported in http://www.flavornet.org/flavornet.html, ® Farenzena and Tombesi, 2015; ¢Jiang et al.,

2013: 9Comuzzo et al., 2006; ¢ Monson, 2011.
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Tabela 4.35. Hemijski sastav vina Prokupac sa dodatkom sladica (originalna tabela)

No. | let Compound Molecular | Aromade- | e | i | Method of Area%
min formula scriptor identification
1 3.12 Acetic acid C2H402 Sour? 655 - MS tr
2 3.39 Methylolacetone C4HsO2 - 667 - MS 0.2
3 3.51 2-Butanol C4H100 - 672 - MS 0.6
4 4.49 Isopentyl alcohol CsH120 Cheese® 715 | 731 RI, MS 26.9
5 4.56 2-Methyl-1-butanol CsH1,0 - 718 | 724 RI, MS 16.6
6 | 5.10 1-Pentanol CsH120 F”;;%’ifca" 741 | 762 | RI,MS 7.0
514 | (S-()-2-Methyl-1- 1 004 5 i 743 | - MS 25
butanol
8 5.58 [R,R]-2,3-butanediol C4H1002 Butter® 763 - RI, MS 0.4
9 5.98 [S,S]-2,3-butanediol C4H100; Butter® 781 | 785 RI, MS tr
10 | 7.71 3-Methyl-pentanol CeH140 - 857 - MS 0.5
11 | 7.96 n-Hexanol CoHu0 | HEMDACEOUS, | gag | 853 | RILMS | 08
resinous
12 | 10.16 Benzaldehyde C7HsO Almond® 964 | 952 RI, MS tr
13 |10.33 1-Octen-3-one CgH140 - 971 | 972 RI, MS tr
Cheese,
14 | 10.56 Hexanoic acid CeH1202 | rancid, fat- | 981 | 967 RI, MS 0.6
ty®
15 [10.91|  Ethyl hexanoate CeHi502 Fr“'i?é’c 1996 | 994 | RI,MS 0.7
16 |11.00 | EYI3-methylpenta- | o\ 6, i 1000 | - MS 14
noate
17 | 1261 n-Octanol CoHio | MOSS UL 110751 1063 | RI, MS 0.7
mushroom
Flowery,
18 | 13.64 | Phenyl ethyl alcohol CgH100O | pollen, per- | 1119 | 1106 RI, MS 194
fumed®
19 | 14.78 n-Nonanol CoH200 Fat, green? | 1172 | 1165 RI, MS 2.2
Rancid,
. harsh,
20 | 14.88 Octanoic acid CsH1602 1178 | 1167 RI, MS 4.7
cheese, fat-
ty acid®
Pineapple,
21 |15.30 Ethyl octanoate C10H2002 oear, floral° 1198 | 1196 RI, MS 5.8
22 | 16.07 | Hydrocinnamyl alcohol | CgH120 - 1237 | 1224 RI, MS 0.5
23 | 16.58 | 2-Phenyl ethyl acetate | CioH120; P:cfgfjlﬂt’ 1262 | 1254 |  RI, MS tr
24 | 17.19 (E)-Anethole C10H120 - 1293 | 1282 RI, MS 2.5
o5 | 1837 | 2Phenylethylpro- | o, i 1356 [ 1351 | RI, MS 0.6
panoate
26 | 1857 Decanoic acid CioHz0, | AW U 11367 1 1364 | RI, MS 13
pleasant
Fruity, fat-
27 |19.13 Ethyl decanoate C12H2402 ty, pleasant® 1397 | 1395 RI, MS 1.6
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28 | 21.24 buxlgt;‘gr:ﬁ';igt’ate C13H1502 1517 | 1497 | RILMS | 10
29 | 2271 | > Oxy-isobomylisobu- |0y o, 1605 | 1603 |  RI, MS 0.5
tanoate
Total identified (%0) 99.0
Grouped components (%)
Acids (1, 14, 20, 26) 6.6
Acetates (19, 23, 28) 3.2
Alcohols (3-11, 17, 18) 75.4
Aldehydes (12) tr
Ketones (2, 13) 0.2
Ethyl esters (15, 16, 21, 25, 27) 10.1
Terpenes (22, 24, 29) 3.5

tre.: Retention time; RI"-Retention indices from literature (Adams, 2007); RI®®: Experimen-
tally determined retention indices using a homologous series of n-alkanes (Cg-C20) on the HP-
5MS column. MS: constituent identified by mass-spectra comparison; RI: constituent identi-
fied by retention index matching; tr = trace amount (<0.05%).

2 Reported in http://www.flavornet.org/flavornet.html, ® Farenzena and Tombesi, 2015; ¢ Jiang

etal., 2013; 9 Comuzzo et al., 2006.

U vinu Prokupac (kontroli) identifikovane su: sir¢etna kiselina sa relativnim udelom
od 0,1%, heksanska kiselina sa relativnim udelom od 0,8 %. Najvec¢i relativni udeo imala je
oktanska kiselina (kaprilna kiselina) od 2,6 % i dekanska kiselina sa relativnim udelom od
0,9%. Relativni udeo ukupno identifikovanih organskih kiselina u vinu Prokupac iznosio je
4,4%. U vinu Prokupac sa dodatkom anisa identifikovana je heksanska kiselina u tragovima a
oktanska i dekanska kiselina su identifikovane sa relativnim udelom od 0,4 %. Relativni udeo
ukupno identifikovanih organskih kiselina je 0,8 %. Sadrzaj heksanske kiseline u vinu
Prokupac sa dodatkom cimeta iznosio je 0,5 %, oktanska kiselina identifikovana je u trago-
vima a sadrzaj dekanske kiseline iznosio je 0,4 %. Relativni udeo ukupno identifikovanih or-
ganskih kiselina u vinu Prokupac sa dodatkom cimeta iznosio je 0,9 %. Najve¢i sadrzaj hek-
sanske kiseline je bio u vinu Prokupac sa dodatkom pelina 0,7 %, sadrzaj oktanske kiseline
1,4 % a dekanske kiseline 0,4%. Relativni udeo ukupno identifikovanih organskih kiselina u
vinu Prokupac sa dodatkom pelina iznosio je 2,5 %. Sir¢etna kiselina u vinu Prokupac sa do-
datkom sladi¢a identifikovana je u tragovima, heksanska kiselina sa 0,6 %. Oktanska kiselina
sa najve¢im relativnim udelom od 4,7 % i dekansa kiselina sa relativnim udelom od 1,3 %.
Vino Prokupac sa dodatkom sladi¢a imalo je najveci ukupni sadrzaj organskih kiselina sa rel-
ativnim udelom od 6,6 %.

Od acetatnih jedinjenja najzastupljeniji je etil acetat u vinu Prokupac (kontrola) sa
najve¢im relativnim udelom od 4,9 %, u vinu Prokupac sa dodatkom cimeta etil acetat je

identifikovan sa relativnim udelom od 1,6 %, a u vinu Prokupac sa dodatkom pelina 2,5 %. U
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vinu Prokupac je izopentil acetat identifikovan u tragovima kao i u vinu Prokupac sa dodat-
kom pelina dok u ostalim uzorcima vina nije detektovan. U kontroli (vino Prokupac) je identi-
fikovan 2 metil butil acetat u tragovima kao i u vinu Prokupac sa dodatkom pelina. U vinu
Prokupac identifikovan je metil p-ter-butil acetat sa relativnim udelom od 0,9%, u vinu
Prokupac sa dodatkom anisa sa relativnim udelom 0,5 % kao i u vinu Prokupac sa dodatkom
cimeta, u vinu Prokupac sa dodatkom pelina sa 0,7% dok je u vinu Prokupac sa dodatkom
sladi¢a metil p-ter-butil acetat identifikovan sa relativnim udelom od 1,0 %. Sadrzaj ukupnih
acetata (u %) se smanjivao sa dodatkom lekovitog bilja. Najve¢i relativni udeo ukupnih ac-
etata imalo je vino Prokupac (6,1 %) a najmanji vino Prokupac sa dodatkom anisa (0,7 %).

Od ukupnih alkohola u vinu Prokupac identifikovan je izobutanol (relativni udeo
3,5%), u vinu Prokupac sa dodatkom cimeta (relativni udeo 1,9 %), u vinu Prokupac sa do-
datkom isobutanola (relativni udeo 2,2 %). Identifikovan je izopentil alkohol u vinu Prokupac
(sa relativnim udelom od 22,8 %), u vinu Prokupac sa dodatkom anisa (sa relativnim udelom
od 13,5 %), u vinu Prokupac sa dodatkom cimeta (sa relativnim udelom od 24,1 %), u vinu
Prokupac sa dodatkom pelina (sa relativnim udelom od 21,3 %) i u vinu Prokupac sa dodat-
kom sladi¢a (26,9 %). Alkohol 2-metil-1-butanol identifikovan je u svim uzorcima. U vinu
Prokupac sa relativnim udelom od 11,9 %, u vinu Prokupac sa dodatkom anisa (7,0 %), u vinu
Prokupac sa dodatkom cimeta (10,4 %), u vinu Prokupac sa dodatkom pelina (9,2 %) i u vinu
Prokupac sa dodatkom sladi¢a (16,6 %). Alkohol 1-pentanol je identifikovan u svim uzorcima
i njegov relativni odnos se menjao u uzorcima. U vinu Prokupac (7,6%), u vinu Prokupac sa
dodatkom anisa (2,0%), u vinu Prokupac sa dodatkom cimeta (5,2%), u vinu Prokupac sa do-
datkom pelina (6,5%) i u vinu Prokupac sa dodatkom sladi¢a (7,0%). (S)-(-)-2-metil-1-
butanol u vinu Prokupac je identifikovan sa relativnim udelom od 2,9%, u vinu Prokupac sa
dodatkom anisa (0,7 %), u vinu Prokupac sa dodatkom cimeta (1,7 %), u vinu Prokupac sa
dodatkom pelina (9,2 %) i u vinu Prokupac sa dodatkom sladi¢a (2,5 %). U tragovima je iden-
tifikovan [R,R]-2,3-butandiol u Vinu Prokupac (kontroli), u vinu Prokupac sa dodatkom ci-
meta, vinu Prokupac sa dodatkom pelina, vinu Prokupac sa dodatkom anisa (0,2 %) a u vinu
Prokupac sa dodatkom sladi¢a njegov udeo je iznosio 0,4 %. U svim uzorcima je identifiko-
van u tragovima [S,S]-2,3-butandiol. U svim uzorcima je identifikovan 3-metil-pentanol i
njegova vrednost se krece od 0,3 % relativnog udela za vino Prokupac sa dodatkom anisa do
0,5 % za vina Prokupc sa dodatkom pelina i sa dodatkom sladi¢a. N-heksanol je takode iden-
tifikovan u svim vinima sa relativnim udelom od 0,1 % za vino Prokupac sa dodatkom anisa
do 0,8 % za vino Prokupac sa dodatkom sladic¢a. Pentil etil alkohol je identifikovan u vinu

Prokupac (16,9 %), u vinu Prokupac sa dodatkom anisa (4,5 %), u vinu Prokupac sa dodat-
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kom cimeta (8,0 %) , u vinu Prokupac sa dodatkom pelina (11,7 %) i u vinu Prokupac sa do-
datkom sladi¢a (19,4 %). N-heksanol je identifikovan u vinu Prokupac (1,7 %) i u vinu
Prokupac sa dodatkom anisa (1,1 %) dok u ostalim vinima nije identifikovan. N-Octanol je
identifikovan samo u uzorku vina sa dodatkom sladi¢a (relativni udeo od 0,7 % ) i fenil etil
alkohol (relativni udeo od 19,4 %) dok kod ostalih uzoraka vina ovi alkoholi nisu identifiko-
vani. Relativni udeo ukupno identifikovsnih alkohola u vinu Prokupac je iznosio 68,3 %, u
vinu Prokupac sa dodatkom anisa (29,4 %), u vinu Prokupac sa dodatkom cimeta (52,1 %),
vinu Prokupac sa dodatkom pelina (55,0 %) i u vinu Prokupac sa dodatkom sladica (75,4 %).

Od aldehida identifikovan je benzaldehid u vinu Pokupac sa dodatkom anisa i u vinu
Prokupas sa dodatkom cimeta (0,2 % relativni udeo), u vinu Prokupac sa dodatkom pelina
(0,3 %), u vinu Prokupac sa dodatkom sladi¢a je identifikovan u tragovima, dok nije identif-
ikovan u kontroli (vino Prokupac). Od ketona metilaceton je identifikovan u vinu Prokupac
(0,9 %), u vinu Prokupac sa dodatkom pelina (0,4 %) i u vinu Prokupac sa dodatkom sladi¢a
(0,2 %). U vinu Prokupac sa dodatkom cimeta identifikovan je acetofenon (0,7 %) a u vinu
Prokupac sa dodatkom sladica identifikovan je 1-oktan-3-on u tragovima dok kod drugih uzo-
raka vina nije identifikovan.

Iz grupe jedinjenja etil estara identifikovan je etil heksanoat u svim uzorcima vina ¢iji
se relativni udeo kretao od 0,3 % za vino Prokupac sa dodatkom anisa do 2,0 % za vino
Prokupac (kontrola). Dietil sukcinat je identifikovan u tragovima samo u kontroli. Etil-3-
metil-pentanoat je identifikovan u vinu Prokupac sa dodatkom anisa (0,2%) i u vinu Prokupac
sa dodatkom sladica (1,4 %). Etil oktanoat je identifikovan u svim uzorcima vina, a vrednosti
se kre¢u od 0,2 % u vinu sa dodatkom pelina do 10,4 % za kontrolu. Etil dekanoat je
zastupljen u svim uzorcima vina, vrednosti se kre¢u od 1,6 % za vino Prokupac sa dodatkom
sladi¢a 1 vino Prokupac sa dodatkom cimeta do 4,5 % za vino Prokupac (kontrola). Etil do-
dekanoat je identifikovan u kontroli (0,4 %) i u vinu Prokupac sa dodatkom anisa (0,3 %).
Relativni udeo ukupnih etil estara u vinu Prokupac iznosi 17,3%, relativni udeo vina
Prokupac sa dodatkom anisa 5,6 %, sa dodatkom cimeta 14,1 %, sa dodatkom pelina relativni
udeo ukupnih etil estara iznosio je 3,3% a za vino Prokupac sa dodatkom sladic¢a 10,1 %.

U vinu Prokupac nisu identifikovani terpeni, dok su identifikovani u vinima sa dodat-
kom lekovitog bilja. U vinu Prokupac sa dodatkom anisa relativni udeo ukupnih terpena izno-
sio je 61,3 %, u vinu Prokupac sa dodatkom cimeta relativni udeo ukupnih terpena iznosio je
25,8 %, u vinu sa dodatkom pelina relativni udeo ukupnih terpena je 26,7 % a u vinu
Prokupac sa dodatkom sladi¢a udeo ukupnih terpena iznosio je 3,5%. U vinu Prokupac sa

dodatkom anisa identifikovani su sledeci terpeni: p-cimen (0,3 %), 1,8-cineol (0,7 %), Fen-
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chone (0,4%), p-cimenen (1,1 %), terpinen-4-ol (1,1 %), metil kavikol (9,4 %), neoiso-
dihidrokarveol (0,4 %), (Z)- anetol (1,6 %), E- anetol (46,0 %) i anisil format (0,3 %). U vinu
Prokupac sa dodatkom cimeta identifikovani su terpeni: 1,8- cineol (0,5%), linalol (0,5 %),
borneol (3,8 %), terpinen-4-ol (1,6 %), hidrocinamil alkohol (13,7 %), (E)-Anetol, hidrocin-
amil acetat (0,2 %). U vinu Prokupac sa dodatkom pelina identifikovan su terpeni: (mircen
(0,5 %), p-cimen (0,4 %), limonen (0,3 %), trans-tujon (4,7 %), iso-3-tujanol (0,6 %), nerol
oksid (1,0 %), lavandulol (3,9 %), terpinen-4-ol (5,5 %), metil cavicol (0,4 %), B-citronelol
(2,1 %), nerol (0,6 %), hidroksicinamil alkohol (81,0 %), (E)-anetol (3,5 %). U vinu Prokupac
sa dodatkom sladica identifikovani se terpeni: (hidrocinamil alkohol (0,5 %), (E)-anetol (2,5
%) 1 5-oksi-izobornil izobutanoat (0,5 %).
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5. ZAKLJUCAK

Na osnovu ispitivanja koja su izvrSena u okviru ove doktorske disertacije mogu
se izvesti zakljucci koji se odnose na kinetiku alkoholne fermentacije, fizi¢ko-hemijske
karakteristike vina, kao i na karakterizaciju bioaktivnih komponenti vina Prokupac i Plovdina
sa dodatkom lekovitog bilja.

o Dodatak lekovitog bilja menja brzinu fermentacije Sire Prokupca i Plovdine.
Maksimalna brzina fermentacije Sire Prokupca ostvarena je sa dodatkom anisa posle 5.
dana fermentacije a najmanja brzina posle 8. dana fermentacije sa dodatkom cimeta.
Maksimalna brzina fermentacije Sire Plovdine ostvarena je posle 5. dana fermentacije
a najmanja brzina posle 9. dana fermentacije u uzorku Sire Plovdine sa dodatkom

cimeta.

. Sadrzaj alkohola u vinu Prokupac (temperatura fermentacije 17 °C) menja se sa
dodatkom lekovitog bilja. Najmanji sadrzaj alkohola imalo je vino Prokupac (10,11
vol %), a najveci sadrzaj Prokupac sa dodatkom sladic¢a (10,44 vol. %). Isti trend pov-
ecanja sadrzaja alkohola imala su vina Prokupac sa dodatkom lekovitog bilja (temper-
atura fermentacije Sire na 22 C°). Vino Prokupac je imalo najmanji sadrzaj alkohola
(10,61 vol. %) a vino Prokupac sa dodatkom sladi¢a imalo je najveci sadrzaj alkohola
(10,78 vol. %). Fermentacijom kljuka na 25 °C dobijeno je vino Prokupac (kontrola)
sa sadrzajem alkohola od 12,16 vol. %, a vino Prokupac sa dodatkom sladi¢a 12,87

vol. %.

o Sadrzaj ukupnih kiselina (izrazenih kao vinska kiselina) kretao se od 6,05 g/l za
vino Prokupac do 6,60 g/l za vino Prokupac sa dodatkom sladi¢a na temperaturi fer-
mentacije Sire od 17 °C. Sadrzaj ukupnih kiselina imao je neSto veée vrednosti za
temperaturu alkoholne fermentacije Sire od 22 °C, za vino Prokupac je imalo vrednosti
od 6,0 g/l do 7,30 g/l za vino Prokupac sa dodatkom sladi¢a. Sadrzaj ukupnih kiselina
u vinu Prokupac dobijenog alkoholnom fermentacijom kljuka na 25 °C iznosio je 5,7

o/l a 4,8 g/l za vino Prokupac sa dodatkom pelina.

. Na temperaturi od 17 °C vrednosti sadrzaja isparljivih kiselina (kao sir¢etna kis-

elina u g/l), kre¢u se od 0,32 g/l za vino Prokupac (kontrola) do 0,35 g/l za vino
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Prokupac sa dodatkom sladi¢a. Sa poveé¢anjem temperature na 22 °C doslo je do pov-
ecanja isparljivih kiselina od 0,38 g/l za vino Prokupac (kontrola) do 0,48 g/l za vino
Prokupac sa dodatkom cimeta. Isparljive kiseline u vinu Prokupac na 25°C imale su
vrednosti od 0,45 g/l (kao siretna kiselina) do 0,41 g/l za vino Prokupac sa dodatkom

anisa.

Ukupni ekstrakt se povec¢avao sa dodatkom lekovitog bilja. Najmanju vrednost na
(na 17°C) imalo je vino Prokupac 16,10 g/l a najvecu (8,60 g/l vino Prokupac sa do-
datkom cimeta. Isti trend sadrzaja ukupnog ekstrakta javlja se sa pove¢anjem tempera-
ture alkoholne fermentacije. Najmanji ekstrakt (16,09 g/l) imalo je vino Prokupac a
najve¢i (19,60 g/l) vino Prokupac sa dodatkom sladi¢a. Ukupni ekstrakt za kljuk
Prokupca kretao se od 22,6 g/l do 25,3 g/l za Prokupac sa dodatkom cimeta.

Sadrzaj Secera se na temperaturi od 17 °C kretao od 0,62 g/l za kontrolu do 1,10
o/l za Prokupac sa dodatkom sladi¢a. Na temperaturi od 22 °C vino Prokupac je
sadrzavalo 0,9 g/l Secera, a Prokupac sa dodatkom cimeta 4,1 g/l. Najmanje re-
dukujucih Secera imalo je vino Prokupac sa dodatkom anisa dobijeno fermentacijom

kljuka a najvise Secera imalo je vino Prokupac sa dodatkom sladica.

Ekstrakt bez Secera na temperaturi od 17 °C kretao se od 16,10 g/l za Prokupac
do 18,40 g/l za vino Prokupac sa dodatkom sladi¢a. Na temperaturi od 22 °C ekstrakt
bez Seera imao je vrednost od 16,90 g/l za vino Prokupac do 19,30 g/l za vino
Prokupac sa dodatkom sladi¢a. Vino Prokupac dobijeno fermentacijom kljuka na 25
°C imalo je 22,2 g/l ekstrakta bez Secera, a najveci ekstrakt bez Secera imalo je vino sa

dodatkom cimeta (24,7 g/l).

Sadrzaj pepela se povecavao sa dodatkom lekovitog bilja od 2,03 g/l za vino
Prokupac do 3,20 g/l za vino Prokupac sa dodatkom cimeta. Na temperaturi od 22 °C
vrednosti su se kretale od 2,08 g/l za kontrolu do 3,27 g/l za vino Prokupac sa dodat-
kom cimeta. Od vina dobijenih fermentacijom kljuka na 25 °C najmanju koli¢inu pe-
pela imalo je vino Prokpac (2,54 g/l) a najvecu koli¢inu vino Prokupac sa dodatkom

cimeta (3,72 g/l).

Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja i ukupnih flavonoida na temperaturama od

17 °C, 22 °C se povecavao sa dodakom lekovitog bilja i sa povecanjem temperature.
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Najmanji sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja i flavonoida imalo je vino Prokupac na
temperaturi od 17 °C (kontrola), [293,9 (mg GAE/l) , 105,6 (mg CTE/ I)] respektivno,
dok najve¢i sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja i flavonoida imalo je vino Prokupac sa
dodatkom cimeta [530,0 (mg GAE/I), 205,0 (mg CTE/ 1)] respektivno. Sadrzaj antoci-
jana se smanjivao sa dodatkom lekovitog bilja. Najveci sadrzaj antocijana imalo je vi-

no Prokupac (52,8 mg/l) a najmanji vino Prokupac sa dodatkom cimeta (50,9 mg/l).

Vino Prokupac dobijeno fermentacijom kljuka na 25 °C sa dodatkom lekovitog
bilja imalo je vece vrednosti ukupnih fenolnih jedinjenja, flavonoida i antocijana u
odnosu na vina dobijena fermentacijom na 17 °C 1 22 °C. Za ukupna fenolna jedinjen-
ja vrednosti su se kretale od 970,1 (mgGAE/l) za vino Prokupac do 1308,5 (mgGAE/Il)
za vino Prokupac sa dodatkom cimeta. Flavonoidi se kretali u granicama od 290,5
(mgCTE/l) za Prokupac do 513,3 (mgCTE/Il). Flavan-3-oli su imali isti trend rasta i
vrednosti se kretale od 43,3 (mg/l) za vino Prokupac do 200,7 (mg/l) za vino Prokupac
sa dodatkom cimeta. Najveci sadrzaj antocijana imalo je vino Prokupac (119,4 mg/l) a
najmanji vino Prokupac sa dodatkom anisa (76,0 mg/l). Antocijani su se smanjivali sa
dodatkom lekovitog bilja kao posledica polimerizacije, interakcije sa drugim fenolnim

jedinjenjima, apsorpcije na zidove ¢elije kvasca idr.

Porast sadrzaja alkohola sa poveéanjem temperature zapazen je i u vinu Plovdina
sa dodatkom lekovitog bilja. Sadrzaj alkohola u vinu Plovdina dobijenog alkoholnom
fermentacijom $ire na temperaturi od 17 °C iznosio je 9,21 vol. % a najveci sadrzaj
alkohola od 9,37 vol. % imalo je vino Plovdina sa dodatkom sladi¢a. Na temperaturi
od 22 °C sadrzaj alkohola se kretao od 9,62 vol. % za vino Plovdina do 9,87 vol. % za
vino Plovdina sa dodatkom sladi¢a. Sadrzaj alkohola u vinu Plovdina dobijenog alko-
holnom fermentacijom kljuka na 25 °C iznosio je 10,19 vol. %, dok je Plovdina sa do-

datkom sladi¢a imala najveci sadrzaj alkohola od 11,21 vol. %.

Sadrzaj ukupnih kiselina (izraZenih kao vinska kiselina) kretao se od 4,12 g/l za
vino Plovdina do 5,85 g/l za vino Plovdina sa dodatkom sladi¢a na temperaturi fer-
mentacije Sire od 17 °C. Sadrzaj ukupnih kiselina imao je neSto vece vrednosti na
temperaturi alkoholne fermentacije Sire od 22 °C. Vino Plovdina (kontrola) je imalo
najmanje ukupnih kiselina (5,21 g/l) a najvise kiselina (5,96 g/1) vino Plovdina sa do-

datkom sladi¢a. Vino Plovdina sa dodatkom cimeta dobijenog alkoholnom fermentac-
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ijom kljuka na 25 °C imalo je najmanje ukupnih kiselina (4,2 g/l) a najvise (5,8 g/l)
vino Plovdina sa dodatkom sladica.

Na temperaturi od 17 °C vrednosti isparljivih kiselina (izrazenih kao siréetna kis-
elina u g/1), kre¢u se od 0,39 g/l za vino Plovdina sa dodatkom anisa do 0,96 g/l za vi-
no Plovdina sa dodatkom pelina. Sa pove¢anjem temperature na 22°C doslo je do pov-
ecanja isparljivih kiselina: od 0,35 g/l za vino Plovdina (kontrola) do 0,57 g/l za vino
Plovdina sa dodatkom sladica. Isparljive kiseline na 25°C u vinu Plovdina (dobijenog
fermentacijom kljuka) imale su vrednosti od 0,27 g/l do 0,72 g/l za vino Plovdina sa

dodatkom sladiéa.

Ukupni ekstrakt se povecéavao sa dodatkom lekovitog bilja. Najmanji ukupni
ekstrakt imalo je vino Plovdina 15,67 g/l a najveci od 17,65 g/l vino Plovdina sa do-
datkom cimeta (dobijenih fermentacijom na 17 °C). Isti trend rasta ukupnog ekstrakta
imala su vina dobijena alkoholnom fermentacijijom na 22°C. Sadrzaj ekstrakta se
kretao od 15,93 g/l za vino Plovdina (kontrola) do 17,90 g/l za vino Plovdina sa do-
datkom cimeta. Ukupni ekstrakt za vino Plovdina dobijeno fermentacijom kljuka kret-

ao se od 18,8 g/l do 21,9 g/l za vino Plovdina sa dodatkom cimeta.

Sadrzaj Secera se na temperaturi od 17 °C kretao od 2,27 g/l za kontrolu do 3,54
g/l za vino Plovdina sa dodatkom cimeta. Na temperaturi od 22 °C vino Plovdina je
sadrzao 1,13 g/l Secera, a vino Plovdina sa dodatkom cimeta 3,25 g/l. Vino dobijeno
fermentacijom kljuka Plovdine (kontrola) na 25 °C imalo je najmanje Secera (1,19/l)

Secera dok je najvise Secera (1,4 g/l) imalo vino Plovdina sa dodatkom cimeta.

Ekstrakt bez Secera na temperaturi od 17 °C kretao se od 14,40 g/l za vino Plov-
dina do 15,11 g/l za vino Plovdina sa dodatkom cimeta. Na temperaturi od 22 °C
ekstrakt bez Secera imao je vrednost od 15,10 g/l za vino Plovdina sa dodatkom anisa
do 15,85 g/l za vino Plovdina sa dodatkom sladi¢a.Vrednosti ekstrakta bez Seéera za
vina dobijenih fermentacijom kljuka Plovdine na 25 °C bile su nesto vece i kretale su

se od 15,7 g/l za kontrolu do 18,5 g/l za vino Plovdina sa dodatkom cimeta.

Sadrzaj pepela se povecavao sa dodatkom lekovitog bilja od 1,78 g/l za vino
Plovdina dobijenog fermentacijom na 17 °C do 2,78 g/l za vino Plovdina sa dodatkom

cimeta. Na temperaturi od 22°C vrednosti su se kretale od 1,81 g/l za kontrolu do 2,95
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g/l za vino Plovdina sa dodatkom cimeta. Vece vrednosti pepela imala su i vina dobi-
jena fermentacijom kljuka na 25 °C. Najmanje vrednosti pepela imala je kontrola

(2,01 g/1) a najvece vrednosti vino Plovdina sa dodatkom cimeta (3,19 g/l).

Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja i ukupnih flavonoida povecavao se sa pov-
ecanjem temperature u vinu Plovdina sa dodatkom lekovitog bilja. Najmanji sadrzaj
ukupnih fenolnih jedinjenja i flavonoida imalo je vino Plodvina na temperaturi od 17
°C (kontrola), [115,8 (mg GAE/l) i 46,3 (mg CTE/ I)], respektivno, dok najveéi
sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja i flavonoida imalo je vino Plovdina sa dodatkom
cimeta [289,4(mg GAE/I) i 110,3 (mg CTE/ 1)] respektivno. Na temteraturi od 22 °C
najmanji sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja i flavonoida imalo je vino Plodvina
[152,6 (mg GAE/l) i 61,0 (mg CTE/ 1)], respektivno, dok najve¢i sadrzaj ukupnih
fenolnih jedinjenja i flavonoida imalo vino Plovdina sa dodatkom cimeta [451,9 (mg
GAE/l) i 180,7 (mg CTE/ I)] respektivno.

Najmanji sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja imalo je vino Plovdina dobijeno
alkoholnom fermentacijom kljuka na 17 °C (kontrola) a najvec¢i sadrzaj vino Plovdina
sa dodatkom cimeta (382,3 mg GAE/l). Najmanji sadrzaj flavonoida imalo je vino
Plovdina (160,2 mg CTE /I) a najvec¢i sadrzaj imalo je vino Plovdina sa dodatkom
cimeta (274,4 mg CTE /). Sli¢ni trend rasta imo je i sadrzaj flavan-3-ola. Najmanji
sadrzaj imalo je vino Plovdina (3,33 mg/l) a najveci vino Plovdina sa dodatkom
cimeta (31,30 mg/l). Sadrzaj ukupnih antocijana se smanjivao sa dodatkom lekovitog
bilja. Najvecu koli¢inu antocijana imala je kontrola, (36,1mg/l) a najmanji sadrzaj

imalo je vino Plovdina sa dodatkom pelina (17,3 mg/I).

Mikrobioloskom analizom disk-difuzionom metodom najvecu osetljivost
pokazale su Gram(+) bakterije iz roda Bacilus subtilis.Vino Prokupac sa dodatkom
anisa je pokazao bakteriostatsko dejstvo na Gram(+) bakterije iz roda Bacilus subtilis
(46,67 % aktivnosti hloramfenikola, odnosno 40,0 % aktivnosti streptomicina). Vino
Prokupc sa dodatkom sladi¢a je takode pokazao bakteriostatsko dejstvo na Gram(+)
bakterije iz roda Bacilus subtilis (46,67 % aktivnosti hloramfenikola, odnosno 40,0 %
aktivnosti streptomicina). Vino Prokupac sa dodatkom cimeta pokazalo je baktericid-
no dejstvo na G(+) bakterije iz roda Bacilus subtilis (zona inhibicije 16 mm; 53,3 %
aktivnosti hloramfenikola, odnosno 45,71 % aktivnosti streptomicina). Vino dobijeno
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od Prokupca sa dodatkom pelina nije pokazalo animikrobnu aktivnost prema Gram(+)
bakterijama iz roda Bacilus subtilis. VVino dobijeno od Prokupca sa dodatkom aro-
mati¢nog bilja (anisa, cimeta, pelina 1 sladi¢a) nisu pokazala antimikrobnu aktivnost,
odnosno nije detektovana zona inhibicije prema G(-) bakterijama Escherichia coli,

Salmonella typhimurium i kvasac Candida albicans .

Najjace antimikrobno dejstvo pokazali su uzorci vina prema G(+) bakteriji Ente-
rococcus faecalis. Minimalna inhibitorna koncentracija kretala se od 15,63 pl/ml za
vino Prokupac sa dodatkom pelina, a 31,25 uL/mL za sve ostale uzorke vina Prokupac
(sa dodatkom anisa, cimeta i sladi¢a). Minimalna baktericidna koncentracija iznosila
je 62,5 ul/ml za sve uzorke vina. Vino Prokupac sa dodatkom pelina imao je najjace
antimikrobno dejstvo prema Enterococcus faecalis.

Najvecu antioksidativnu aktivnost (iskazana kao ECso) pokazalo je vino
Prokupac sa dodatkom cimeta (ECs0=0,005+0,0005 mg/ml), neSto manju antioksida-
tivnu aktivnost vino Prokupac sa dodatkom sladi¢a (ECs0=0,006+0,0002mg/ml), vino
Prokupac sa dodatkom pelina (ECs0=0,009+0,0001 mg/ml), vino Prokupac sa dodat-
kom anisa (ECs0=0,018+0,0016 mg/ml), a najniZzu antioksidativnu aktivnost pokazalo
je vino Prokupac bez dodatka lekovitog bilja (ECs50=0,022+0,0016 mg/ml).

Najvecu antioksidativnu aktivnost pokazalo je vino Plovdina sa dodatkom
cimeta (ECs0=0,023+0,0011mg/ml), nesto manju vino Plovdina sa dodatkom sladi¢a
(EC50=0,024+0,0017mg/ml),  zatim vino Plovdina sa dodatkom pelina
(ECs0=0,040+0,0013 mg/ml), vino Plovdina sa dodatkom anisa (ECs0=0,058+0,0036
mg/ml) a najmanju antioksidativnu aktivnost pokazalo je vino Plovdina bez dodatka
lekovitog bilja (ECs0=0,067+0,0006 mg/ml).

Koeficijent korelacija izmedu ukupnih fenolnih jedinjenja i antioksidativne
aktivnosti vina sa dodatkom lekovitog bilja iznosi R? = 0,895 (za vina od Prokupca) i

R? =0, 862 (za vina od Plovdine).

Dodatak lekovitog bilja doveo je do promene sastava isparljivin komponenti

vina a samim tim i do promene senzornih karakteristika vina.
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Najmanju ukupnu ocenu dobilo je vino Prokupac sa dodatkom sladica, (53,30) bodova
a najvecu ocenu je dobilo vino Prokupac sa dodatkom cimeta, (78,70) bodova.

Vino Plovdina sa dodatkom sladi¢a je dobilo najnizu ukupnu ocenu (51,20)
boda zbog karakteristi¢éne zute boje vina, a najveéu ocenu je dobilo vino Plovdina sa
dodatkom cimeta, (75,20) bodova.

U vinu Prokupac sa dodatkom lekovitog bilja identifikovane hidroksibenzoeve
kiseline (galna kiselina, siriginska Kiselina, protokatehinska kiselina), hidroksicimetne
kiseline (ferulna kiselina, kumarna kiselina, sinapinska Kiselina i kafena kiselina), fla-
van-3-oli (katehin i epikatehin), rutin, kvercetin i hiperozid. U vinu Prokupac identif-
ikovane su i komponente naringin i naringenin, kao i malvidin-glukozid. Hidroksiben-
zoeve kiseline su dominantnije u odnosu na hidroksicimetne kiseline, a najdominant-

nija je galna kiselina kao hidroksibenzoeva kiselina.

U vinu Plovdina sa dodatkom lekovitog bilja identifikovane su hidroksibenzoeve
kiseline (galna kiselina, siriginska kiselina, protokatehinska kiselina), hidroksicimetne
kiseline (ferulna kiselina, kumarna kiselina, sinapinska kiselina i kafena kiselina), fla-
van-3-ol katehin, zatim su identifikovani rutin, miricetin i hiperozid. U vinu Plovdina
identifikovane su i komponente naringin i naringenin, kao i malvidin-glukozid. Hi-
droksibenzoeve kiseline su dominantnije u odnosu na hidroksicimetne kiseline, a naj-

dominantnija je galna kiselina kao hidroksibenzoeva kiselina.

Vina sa dodatkom lekovitog bilja imala su bolje senzorne karakteristike, povec¢an
sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja, povecanu antioksidativnu i antimikrobnu ak-

tivnost.

Dodatak lekovitog bilja doveo je do promene u sastavi isparljivih jedinjenja u vinu
(arome vina).

U vinu Prokupac identifikovano je ukupno 26 jedinjenja, u vinu Prokupac sa dodat-
kom anisa identifikovano je 33 jedinjenja, u vinu Prokupac sa dodatkom cimeta 30
jedinjenja, u vinu Prokupac sa dodatkom pelina identifikovano je ukupno 41 jedinjenje

i u vinu Prokupac sa dodatkom sladi¢a identifikovano je 29 jedinjenja.
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Najmanji ukupni relativni udeo isparljivih kiselina imalo je vino Prokupac sa dodat-
kom anisa (0,8%) a najve¢i relativni udeo vino Prokupac sa dodatkom sladica (6,6%).
Relativni udeo ukupnih acetata se menjao sa dodatkom lekovitog bilja. Najmaniji
sadrzaj ukupnih acetata imalo je vino Prokupac sa dodatkom anisa (0,7 %) dok je
najveci sadrzaj imalo vino Prokupac — kontrola (6,1 %).

Najveci relativni udeo alkohola imalo je vino Prokupac sa dodatkom sladi¢a (75,4 %)
a najmanji relativni udeo vino Prokupac sa dodatkom anisa (29,4 %).

Od aldehida identifikovan je samo benzaldehid u vinima Prokupac sa dodatkom anisa,
sa dodatkom cimeta, sa dodatkom pelina. U tragovima je identifikovan benzaldehid u
vinu Prokupac sa dodatkom sladica, dok nije identifikovan u vinu Prokupac.

Najveci procentni udeo etil estara imalo je vino Prokupac (17,3 %) a najmanji pro-
centni udeo vino Prokupac sa dodatkom pelina (3,3 %).

U vinu Prokupac nisu identifikovani terpeni, dok je najveci procentni udeo terpena

imalo vino Prokupac da dodatkom anisa (61,3 %).
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7. PRILOG

Tabela 7.1. Serija standarda za pripremu kalibracione krive galne kiseline

Koncentracija galne kiseline umg/l1

Vst ras, Ml Vo, mi Reagens VNa2cos, Koncentracija
FC, ml ml galne kiseline,
mg/l
0,1 7,9 0,5 15 100
0,2 7,8 0,5 15 200
0,3 7,7 0,5 1,5 300
0,4 7,6 0,5 15 400
0,5 7,5 0,5 1,5 500
0,6 7,4 0,5 15 600
v=0,0010x+0,0029
0,7 R2=0,9950

= 0,6
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:(,_:J 0,5

S 04

s

2 03

(a1

= o

2 0,2

|f£

—_

< 0,1 -

0 = T T T T T T

100 200 300 400 500 600 700

Slika 7.1. Kalibraciona kriva standardnog rastvora galne kiseline na 765nm
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Slika 7.2. Kalibraciona kriva stndardnog rastvora rutina, mg/ dm?3

0,45 - v =0,001x- 0,001
0.4 1 R>= 0,909
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0,25 -
0,2 A
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0,1
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0] . . . . . . . 1
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Slika 7.3. Kalibraciona kriva standardnog rastvora malvidin-3-glukozid
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Tabela 7.2. Sema pripreme uzorka za odredivanje flavan-3-ola

Epruveta A Epruveta B Epruveta C
1 Vino, ml 1,0 0,0 1,0
2 Destilovana voda, ml 0,0 1,0 0,0
3. Hlorovodoni¢na kiselina, konc., ml 2,0 2,0 2,0
4 p- vanilin (1% rastvor u apsolutnom 1,0 1,0 0,0
alkoholu), ml
5. 96% (v/v), etanol, ml 1,0 1,0 2,0

Tabela 7.3. Sema pripreme standarnih rastvora katehina

V osnovnog rastvora, ml

V apsolutnog alkohola, ml

Koncentracija, mg/I

Koncentracijakatehina, (mg/dm® )

1. 3,125 46,875 25
2. 6,25 43,75 50
3. 12,50 37,50 100
4. 20,00 30,00 160
5. 25,00 25,00 200
0,7 -
v =0,003x+ 0,008
_, 06+ R2=0,999
=
< 0,5 4
=
et
g 04 -
g
£ 03
f’; 02 -
0,1 -
0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250

Slika 7.4. Kalibraciona kriva standardnog rastvora katehina , (mg/l)
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Tabela 7.4. 1zdvojeni CO2 (g) pri alkoholnoj fermentaciji Prokupca na 17C, za svaka 24 h po

1 kg Sire

Broj Prokupac+ Prokupac+ Prokupac+ Prokupac+

dana Prokupac Anis Cimet Pelin Sladi¢
1 0 0 0 0 0
2 3,7 8,3 0,8 6,8 8,3
3 7,6 16,6 1.3 12,3 10,8
4 14,9 25,2 3,7 14,0 14,0
5 17,0 21,5 10,7 15,4 15,0
6 25,0 20,3 153 19,7 22,3
7 21,7 17,6 16,6 16,9 19,4
8 17,0 10,7 14,7 8,0 11,4
9 7,4 3,3 10,7 2,7 7,3
10 3,8 1,6 4,6 1,9 3,1
11 2,1 1,0 2,4 1,3 1,7
12 1,6 1,0 1,7 1,1 1,4
13 0,7 1,0 1,0 1,1 1,3
14 0,8 0,6 0,8 1,0 1,0
15 0,7 0,2 0,7 0,5 0,5
16 0,6 0,2 0,4 0,3 0,3

Tabela 7.5. 1zdvojeni CO2 (g) pri alkoholnoj fermentaciji Prokupca na 22°C, za svaka 24 h po

1 kg Sire

Broj Prokupac+ Prokupac+ Prokupac+ Prokupac+

dana Prokupac Anis Cimet Pelin Sladi¢
1 0 0 0 0 0
2 4,6 2,1 11 2,6 1,7
3 13,7 54 11,7 11,4 6,0
4 335 36,6 17,3 34,9 19,8
5 253 33,3 22,6 24,7 29,7
6 16,2 16,6 13,7 14,0 20,7
7 7,0 34 2,0 8,0 10,7
8 2,1 1,6 13 2,6 1,4
9 1,1 1,0 0,3 1,3 0,8
10 1,1 1,0 0,7 1,6 1,3
11 0,7 0,8 0,4 1,0 0,7
12 0,6 0,7 0,4 0,8 0,6
13 0,4 0,6 0,3 0,7 0,4
14 0,3 0,4 0,3 0,4 0,3
15 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
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Tabela 7.6. 1zdvojeni CO2 (g) pri alkoholnoj fermentaciji Prokupca na 25 °C, za svaka 24 h

po 1 kg kljuka, (koli¢ina izdvojenog CO2 u toku jednog dana fermentacije)

Broj Prokupac+ Prokupac+ Prokupac+ Prokupac+

dana Prokupac Anis Cimet Pelin Sladié¢
1 0 0 0 0 0
2 1,0 2,0 1,0 2,1 1,3
3 2,3 74 1,0 17,9 12,2
4 10,7 20,3 7,3 13,4 11,4
5 10,0 15,4 12 12,3 11,0
6 11,0 12,9 13 10,7 11,3
7 13,8 11,6 14,2 12,6 12,3
8 9,3 6,4 10,1 8,0 8,1
9 7,8 4,7 6,0 4,4 6,9
10 1,1 1,1 1,0 0,7 1,1
11 0,7 0,7 0,6 0,7 0,6
12 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6
13 0,4 0,4 0,4 0,6 0,4
14 0,4 0,4 0,3 0,4 0,3
15 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
16 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

Tabela 7.7. 1zdvojeni CO2 (g) pri alkoholnoj fermentaciji, za svaka 24 h po 1 kg $ire Plovdine

na 17 °C (koli¢ina izdvojenog CO2 tokom jednog dana fermentacije)

Broj Plovdina+ Plovdina+ Plovdina+ Plovdina+

dana Plovdina Anis Cimet Pelin Sladi¢
1 0 0 0 0 0
2 0,3 0,1 0,3 0,1 0,1
3 79 0,4 0,3 3,1 3,7
4 10,9 2,7 0,4 12,4 8,3
5 12,4 6,7 1,7 15,4 12,3
6 14,2 11,3 3,6 10,8 13,7
7 16,4 17,7 5,6 9,3 12,3
8 15,3 15,7 8,3 7,3 12,0
9 8,9 10,3 11,3 7,1 9,3
10 6,7 5,9 9,6 54 6,6
11 4,9 3,0 7,7 3,7 6,3
12 3,4 2,4 3,3 3,9 3,7
13 1,1 0,8 1,6 0,6 1,3
14 1,0 0,7 1,3 0,4 0,4
15 0,7 0,6 1 0,3 0,3
16 0,4 0,4 0,4 0,1 0,1
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.....

h po 1 kg (koli¢ina izdvojenog CO2 tokom jednog dana fermentacije)

Broj Plovdina+ Plovdina+ Plovdina+ Plovdina+

dana Plovdina Anis Cimet Pelin Sladi¢
1 0 0 0 0 0
2 0,3 0,1 0,3 0,1 0,1
3 3,4 0,7 0,3 4,3 2,1
4 13,3 2,7 2,3 9,7 6,8
5 13,8 3,8 4,1 12,4 12,3
6 14,2 9,9 59 13 13,7
7 18,9 20,4 9,1 16,4 15,9
8 14,7 18,6 13,1 13 12
9 8,9 10,3 12,4 8,1 9,3
10 6,7 59 9,1 5,4 6,6
11 4,8 3,0 6,0 3,7 6,3
12 3,4 2,4 3,3 2,9 3,7
13 0,6 0,4 0,1 0,3 0,6
14 0,4 0,3 0,1 0,1 0,3

Tabela 7.9. 1zdvojeni CO2 (g) pri fermentaciji po 1 kg kljuka Plovdine na 25°C, za svaka
24 h (koli¢ina izdvojenog CO2 tokom jednog dana fermentacije)

Broj Plovdina+ Plovdina+ Plovdina+ Plovdina+
dana Plovdina Anis Cimet Pelin Sladi¢

1 0 0 0 0 0

2 0,1 0,4 0,4 0,6 0,6

3 0,1 1,0 1,0 1,0 1,1

4 4,3 4,1 4,1 4,4 57

5 26,2 30,9 30,1 29,5 22,2

6 14,7 7,9 7,9 15,3 20

7 6,9 3,4 3,4 59 7,9

8 4,0 3,1 3,1 3,9 4,1

9 1,7 1,9 1,9 1,6 2,0

10 11 1,1 1,1 0,9 1,3

11 1,4 1,4 1,4 1,6 1,3

12 1,0 1,1 1,1 1,0 1,0

13 0,8 1,0 1,0 1,0 1,0

14 0,7 0,7 0,7 0,9 0,8
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Slika 7.5. Uticaj dodatka aromati¢nog bilja na boju vina Prokupac 1-Prokupac, 2-Prokupac sa
anisom, 3- Prokupac sa cimetom, 4-Prokupac sa pelinom , 5- Prokupac sa sladi¢em).

HPLC analiza Prokupca i Plovdine sa dodatkom aromati¢nog bilja
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Lriggera
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24.05.2006 9:43:58

Last changed

25

25

123.817

mAU ==
A
1000 ‘?m
800 %
600 ! |
400 N gzqv o 8 -
[ o © ©Hh I ®Q OO = & R s
200 R SUBR BRERM KR S 8 R FE LEmmNGRS 0 BT g
N/ TP Y UNgwege @ ¢ ¢TI S REEeEede o o N
0 8 : ¥ L e L fee} AT 2
ML AR 0, 00 g e S
~ N 5 o 10 15 o 20 e =
DAD1 B, Sig=350,16 Ref=360,100 (E:\LAZA VINA\PREP SEKVENCA 2017-01-17 11-38-32\002-0201.D)
mAU o
(=]
125 2
100 -
4
754 £ |
50 - <& N~ R T =m Qo O«
25 e 8 28 3 18 @ N 38 3§ &3
B < B o oo S L Fo Da oo
0 i 3. T Bl
25 Y
-50 |
-75 - . — S
5 1 20

Slika 7.8. HPLC hromatogram vina Prokupac sa dodatkom Cimeta
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Slika 7.10. HPLC hromatogram vina Prokupac sa dodatkom Sladica
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Slika 7.11. HPLC hromatogram vina Plovdina
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Slika 7.12. HPLC hromatogram vina Plovdina sa dodatkom Anisa
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Slika 7.15. HPLC hromatogram vina Plovdina sa dodatkom sladica
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Slika 7.19. TIC hromatogram vina Prokupac pelin
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N3JABA O AYTOPCTBY

U3jaBibyjeM Aa je JOKTOpCKa AMcepTallyja, o1 HaCJI0BOM

KUHETHKA AJTKOXOJHE ®EPMEHTAIIMJE U KAPAKTEPH3A-
IL{IUJA BUHA TOBUJEHOT O/l LIUPE CA JIOJJATKOM JEKOBUTOI
BUJbA

Koja je ogOpameHa Ha TexHonomkoMm (akynrery YHuBepsurera y Humry:

® DpE3yJTaT COIICTBCHOT UCTPAXXKUBAYKOT paja,

¢ J1a OBY I[I/ICepTaI_II/ij, HU y LOCJIIMHU, HUTH Y JCJIOBHUMA, HUCAaM HpI/IjaBJ'bI/IBaO/J'Ia Ha Opy-

UM (QaKyaTeTuMa, HUTH YHUBEP3UTETUMA;

e Jla HUCAM INOBpeIuo/lia ayTopcka IpaBa, HUTH 3JIOYHNOTpeOHO/JIa WHTENEKTYyalHy

CBOJUHY APYTUX JIULA.

Jlo3BobaBam na ce o0jaBe MOjU JIMUHHU IOJAIM, KOJU CY y BE3U ca ayTOpPCTBOM U
N00HjamkeM aKaJeMCKOT 3Bama JOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy MME U Mpe3uMe, TOIUHA U MECTO
pohemwa u gatym oaOpaHe pana, 1 To y katajory bubnuoreke, [urutaaiHoM perno3uTopujymy

VYuusepsureta y Humty, kao u y myOnukanujama YHuBep3urera y Hurry.

Y Humy,

[Tornuc ayropa aucepraiuje:

Csemnana X. Jlakuhesuh
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N3JABA O UICTOBETHOCTH EJIEKTPOHCKOI' 1 HITAMITAHOI' OBJIMKA
JOKTOPCKE JUCEPTALIUJE

HacnoB aucepraruje

KHUHETHUKA AJIKOXOJIHE ®PEPMEHTAIUJE U KAPAKTEPU3A-
IHUJA BUHA JOBUJEHOI' O HIUPE CA JOAATKOM JIEKOBHUTOI'
BUJ/bA

N3jaBipyjeM Aa je eNeKTPOHCKHM OOJIMK Moje JOKTOpCKE AucepTaiuje, Kojy cam
npeao/na 3a yHouewme y JIMrutajnu peno3uropujym YHusepsutera y Humy, ucroseran
HITAMIIaHOM OOJIUKY.

YV Humy,

[Tornuc ayropa aucepraiuje:

Caernana X. Jlakuhesuh
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H3JABA O KOPUIII'REWY

Opnanthyjem YHuBep3uTeTcKy OuoOmuoreky ,Hukoma Tecma™ ma y Jlururamsam
peno3utopujyM YHuBep3uTeTa y Humry yHece Mojy JOKTOPCKY JUCEPTaIH]jy, Ol HACJIOBOM:

KNHETHUKA AJIKOXOJIHE ®PEPMEHTAIINJE U KAPAKTEPU3A-
IUJA BUHA JOBUJEHOI' O LIUPE CA JOAATKOM JIEKOBHUTOI'
BUJ/bA

Jucepranujy ca CBUM NMPHIIO3UMA MPEA0/Ia caM y €JIeKTPOHCKOM OOJIMKY, TTOTOAHOM
3a TPajHO apXUBHUPABHE.

Mojy AOKTOpCKY AucepTanujy, yHeTy y JururanHu peno3utopujym YHUBEp3UTETa y
Humry, Mory KOpUCTUTH CBU KOjU TOIUTY]Y OApende cajapkaHe y 0/adpaHOM THUILY JIMLEHIE
Kpearusne 3ajequuiie (Creative Commons), 3a KOjy caM ce 0JTy4no/a.

1. Ayropcteo (CC BY)

2. AyropctBo — HekomepuujaiHo (CC BY-NC)

3. AyropcTBo — HekomepuujanHo — 6e3 npepane (CC BY-NC-ND)

4. AyTopcTBO — HEKOMepIHjasHO — nenuTH o uctuM ycinosuma (CC BY-NC-SA)
5. AyropctBo — 6e3 nipepane (CC BY-ND)
6. AyropctBo — aenutu nox uctum ycinosuma (CC BY-SA)

YV Humy,

[Tornuc ayropa aucepraiuje:

Csemnana X. Jlakuhesuh
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