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SAZETAK

Vino je proizvod jedinstvenih svojstava jer zbog utjecaja osobitosti sorte, vrste tla,
geografske regije, klime, sezonskih varijacija unutar pojedinih godiSta, uvjeta proizvodnje i
skladiStenja, dostiZe visok stupanj razli¢itosti kemijskog sastava i organoleptickih svojstava. U
posljednjem desetlje¢u identificiran je velik broj razliCitih bioaktivnih tvari u vinu s
potencijalnim u¢inkom na ljudsko zdravlje te, usporedo s tim otkri¢ima, raste interes javnosti
za tzv. funkcionalnom hranom kao i svijest o blagotvornom uc¢inku vina na zdravlje. Budu¢i da
ponuda vina premasuje potraznju, svjetsko trziSte vina izuzetno je kompetitivho ¢ime raste
potreba za proizvodnjom vina koje odrazava kulturoloske specificnosti tradicionalne
proizvodnje, uzgoj autohtonih sorti kao i naglasak na zdravstveni aspekt crnog vina. Stoga je
neophodna detaljna karakterizacija hrvatskih crnih vina s obzirom na sadrZaj zdravstveno
pozeljnih i nepoZeljnih tvari u vinima razlicitog geografskog podrijetla, godista i sorte, a koja
¢e omoguciti pouzdaniju autentifikaciju vina.

U ovom istraZzivanju izmjeren je antioksidacijski kapacitet te koncentracije
nutraceutiCkih (fenolni spojevi, makro-, mikro- i elementi u tragovima) i antinutraceutickih
(toksicni elementi, biogeni amini, okratoksin A) komponenata u 110 uzoraka hrvatskih crnih
vina sa zaSti¢enom oznakom izvornosti (ZOI). Istrazivanje je obuhvatilo vina sedam sorti
(Babi¢, Cabernet Sauvignon, Frankovka, Merlot, Pinot crni, Plavac mali i Teran) iz pet godiSta
berbe (2011., 2012., 2013., 2014. i 2015) i sa sedam ZOI (Dalmatinska zagora, Dingac,
Hrvatska Istra, Hrvatsko Podunavlje, Sjeverna Dalmacija, Slavonija i Srednja i juzna
Dalmacija). Jednosmjerna ANOVA s post hoc Tukey HSD testom upotrijebljena je za
utvrdivanje razlika medu ispitivanim vinima, a multivarijantnim statistickim metodama
(analiza glavnih komponenata i kanonic¢ka diskriminantna analiza) istraZen je potencijal
ispitivanih fenolnih spojeva i elemenata za diskriminaciju hrvatskih crnih vina s obzirom na
sortu, geografsko podrijetlo i godiSte berbe.

Antioksidacijski kapacitet vina te koncentracije pojedinacnih fenola u hrvatskim su
vinima ovisne veim dijelom o geografskom podrijetlu vina, a manjim dijelom o
karakteristikama proizvodne sorte. Opcenito su vina s juznim ZOI bogatija fenolnim spojevima
i imaju veci antioksidacijski kapacitet. NajviSe koncentracije resveratrola, najistrazivanijeg
nutraceutika, izmjerene su u vinima proizvedenima od sorte Teran. Vina sa ZOI Dingac isticala
su se najviSim koncentracijama ukupnih fenola i najviSim antioksidacijskim kapacitetom.

Elementni sastav vina bio je najve¢im dijelom ovisan o geografskom podrijetlu vina.

Unatoc velikoj varijabilnosti rezultata, nadene su statisticki znacajne razlike u koncentracijama



K, Mg, Na, Mn, Zn, Pb i Cd medu vinima s razli¢itim ZOI. Koncentracije As, Cd, Cu, Pbi Zn,
za koje su Europska Unija i Medunarodna organizacija za lozu i vino propisale maksimalno
dopustene koncentracije, bile su ispod grani¢nih vrijednosti u svim ispitivanim uzorcima.

Biogeni amini izmjereni su u Sirokom rasponu koncentracija, a histamin je jedini bio
sortno i regionalno specifican. Vise koncentracije histamina izmjerene su u vinima s vis§im pH-
vrijednostima (Plavac mali i Babi¢) te u vinima proizvedenim od grozda ubranog u klimatoloski
nepovoljnoj godini (krace trajanje osuncavanja, veca koli¢ina oborina).

Koncentracije okratoksina A i udio kontaminiranih vina postupno je rastao od sjevera
prema jugu. Sva su dalmatinska vina bila kontaminirana, medutim je najviSa izmjerena
koncentracija iznosila 0,163 pg/L. Sto je viSe nego deseterostruko niZze od maksimalno
dopustene granice (2 pg/kg) u Europskoj Uniji. U vinima je okratoksin A izmjeren u Sirokom
rasponu koncentracija te nisu nadene statisticki znacajne razlike s obzirom na sortu i geografsko
podrijetlo. Medutim, udio kontaminiranih vina upucivao je na sortno specifi¢nu osjetljivost na
infekciju okratoksigenom plijesni i posljedi¢énu kontaminaciju okratoksinom A. KlimatoloSki
uvjeti utjecu na njegovu pojavnost: najvise koncentracije okratoksina A izmjerene su u vinima
iz 2014. godine koja je bila najvlaZnija godina s najkra¢im prosjeCnim dnevnim trajanjem
osuncavanja. Takoder su sva vina iz navedenog godiSta bila kontaminirana s ovim
mikotoksinom.

Kanoni¢kom diskriminacijskom analizom dobiveni su bolji modeli za razlikovanje vina
proizvedenih od razlicitih sorti i s razli¢itim geografskim podrijetlom u odnosu na analizu
glavnih komponenata. Fenolni sastav vina imao je visok potencijal za diferencijaciju vina i bio
je ovisan o sorti, ali je utjecaj geografskog podrijetla takoder bio znac¢ajan. Ucinkoviti fenolni
spojevi u diskriminaciji vina bili su: katehin, kvercetin, miricetin, vanilinska i ferulinska
kiselina i resveratrol. Elementni sastav vina bio je osobito koristan za regionalnu diskriminaciju
vina, medutim, utjecaj sorte na elementni sastav vina nije bio zanemariv. Uc¢inkoviti elementi

u diskriminaciji vina bili su K, Na, Al, Cr, Co 1 As.

Kljuéne rijeci: antioksidacijski kapacitet, fenolni spojevi, elementi, biogeni amini, okratoksin

A, analiza glavnih komponenata, kanonicka diskriminacijska analiza, crno vino



SUMMARY

Wine is the product of unique characteristics because its diverse chemical composition
and sensory attributes depend on grape variety, soil, geographical region of origin, climate,
seasonal variations within vintages, production and storage conditions. A large number of
bioactive compounds in wine has been identified within the last decade followed by increased
public interest for so called functional food as well as by the awareness of beneficial health
effects of wine. Since wine supply exceeds demand, the world wine market is very competitive
resulting in need to produce culturally specific traditional wine and wine from autochthonous
varieties, with emphasis on health aspect of red wine. Therefore, it was necessary to
characterize in detail Croatian red wines made of different varieties, originating from different
regions and produced from different vintages according to content of health beneficial and
detrimental compounds. This characterization will enable more reliable wine authentication.

This research included the measurements of antioxidant capacity and concentrations of
both nutraceutical (phenols, macro-, micro- and trace elements) and antinutraceutical (toxic
elements, biogenic amines, ochratoxin A) components in 110 samples of Croatian red wines
with protected designation of origin (PDO). Seven varieties (Babi¢, Blaufrankisch, Cabernet
Sauvignon, Merlot, Pinot noir, Plavac mali and Teran) from five vintages (2011, 2012, 2013,
2014 and 2015) and seven PDO (Dalmatian inland, Dinga¢, Croatian Istria, Croatian
Podunavlje, Northern Dalmatia, Slavonia and Central and Southern Dalmatia). One-way
ANOVA followed by post hoc Tukey HSD was used to determine the differences between
investigated wines while multivariate statistical methods (principal components analysis and
canonical discriminant analysis) were used to investigate the potential of studied phenols and
elements to discriminate wines according to variety, geographic origin and vintage.

Antioxidant capacity and concentrations of individual phenols in Croatian wines were
mostly dependent on geographic origin of wines and less on varietal characteristics. Generally,
wines with southern PDOs were richer in phenols and had higher antioxidant capacity. The
highest concentrations of resveratrol, the most researched nutraceutical compound, were
measured in Teran wine. Wines with PDO Dingac had the highest total phenolic content and
the highest antioxidant capacity.

The elemental composition of wines was mostly dependent on their geographical
origins. In spite of great variability of results, the statistically significant differences between

wines with different PDOs were found in K, Mg, Na, Mn, Zn, Pb and Cd concentrations. The



concentrations of As, Cd, Cu, Pb i Zn were below the maximum allowed concentrations set by
the European Union and International Organisation of Vine and Wine.

Biogenic amines were measured in wide ranges of concentrations. Histamine was the
only varietally and regionally specific amine. Higher histamine concentrations were measured
in wines with higher pH values (Plavac mali and Babi¢) and in wines produced form grapes
harvested in climatologically unfavorable year (shorter sun exposure, higher rainfall amount).

Ochratoxin A concentrations and frequency of contaminated wines increased gradually
southwards. All Dalmatian wines were contaminated, however, the highest measured
concentration was 0,163 ug/L which was more than 10-fold lower than the maximum allowed
concentration (2 pg/kg) set by the European Union. Because of high variability of measured
concentrations, there were no statistically significant differences in ochratoxin A concentrations
between wines made from different grape variety and with different geographical origin.
However, the frequency of contamination pointed to variety-specific susceptibility to infection
with ochratoxigenic species and consequently to ochratoxin A contamination. The climate
conditions had an impact on ochratoxin A concentrations and frequency of contamination: the
highest concentrations were measured in wines produced in 2014 which was the most humid
year with shortest average sunshine exposure. In addition, all the wines from 2014 were
contaminated.

Canonical discriminant analysis produced better models for wine discrimination
according to grape variety and geographic origin than principal component analysis. Phenolic
composition had high potential for wine differentiation and was variety dependent, although
with notable influence of geographic origin. The efficient phenols for wine discrimination were:
catechin, quercetin, miricetin, vanillic and ferulic acid and resveratrol. The elemental
composition of wines was especially useful for regional wine discrimination, however, the
influence of variety was not negligible. The efficient elements for wine discrimination were K,

Na, Al, Cr, Co and As.

Key words: antioxidant capacity, phenolic compounds, elements, biogenic amines, ochratoxin

A, principal component analysis, canonical discriminant analysis, red wine
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Vino je prehrambeni proizvod poznat ¢ovjeku viSe od osam tisu¢a godina. Kroz povijest
se, osim za osobne potrebe, koristilo 1 u ceremonijalne i religiozne svrhe te kao lijek, a
proizvodnja vina i trgovina vinom bile su vazne gospodarske grane. U danaSnje vrijeme, ¢ak
99% svjetskog vina proizvodi se od ploda jedne vrste loze, Vitis vinifera, od otprilike stotinu
vrsta koje divlje rastu u umjerenim klimatskim zonama Azije, Europe 1 Sjeverne Amerike.
Unato¢ tomu Sto postoji velik broj priznatih sorti koje se upotrebljavaju u proizvodnji vina,
¢injenica jest da naizgled beskona¢ne kombinacije boje, okusa i arome vina dugujemo jednoj
vrsti loze.

Napredak u podrucju analiticke kemije omogucio je identifikaciju velikog broja manje
zastupljenih sastojaka vina, ¢ije se koncentracije kre¢u od nekoliko ng/L do nekoliko mg/L.
Pojedinacno, navedeni spojevi imaju mali ili uopée nemaju ucinka na organolepticka svojstva
vina, no, zajedno, njihov u¢inak moze biti znacajan. Medu njima nalaze se i fenoli, vrlo
heterogena skupina spojeva kojima se, prvenstveno zbog njihovih antioksidacijskih svojstava,
pripisuju pozitivni ucinci na ljudsko zdravlje. Umjerena konzumacija crnog vina povezuje se,
medu ostalim, s antimikrobnim, antivirusnim, protuupalnim, protutumorskim,
neuroprotektivnim, kardioprotektivnim i hepatoprotektivnim ucincima.

Vino je iizvor esencijalnih elemenata poput bakra, cinka, kalcija, kalija, kobalta, kroma,
magnezija, mangana, nikla, selena 1 Zeljeza. U narodnoj je medicini odavno poznato ispijanje
crnog vina zbog koncentracije prisutnog Zeljeza i “popravljanja krvne slike”. Umjerena
konzumacija vina doprinosi zadovoljenju dnevnih potreba za navedenim elementima, uz
pracenje kvalitete vina u smislu kontrole nad eventualnom prisutnos¢u toksi¢nih elemenata,
arsena, kadmija i olova, iznad maksimalno dopustenih koncentracija.

Na sastav vina utjecu brojni faktori, poput osobitosti sorte, vrste tla, geografske regije
podrijetla, klime, sezonskih varijacija unutar pojedinih godiSta te uvjeta proizvodnje i
skladiStenja. Uz zdravstveno poZeljne, zbog spleta utjecaja navedenih ¢imbenika vino moze
sadrzavati 1 potencijalno opasne tvari, kao Sto su biogeni amini i okratoksin A, prirodni
kontaminanti koji nastaju djelovanjem mikroorganizama bilo za vrijeme uzgoja loze, bilo za
vrijeme proizvodnje i skladiStenja vina.

Visoka zastupljenost vina u mediteranskoj prehrani dokazuje da su nasi preci, Cak i u
nedostatku znanstvenih dokaza, znali prepoznati preventivne zdravstvene ucinke vina. U novije
vrijeme raste interes javnosti za tzv. funkcionalnom hranom kao i svijest o blagotvornom ucinku
vina na zdravlje. U tom kontekstu, zdravstveni aspekt crnog vina mogao bi biti snazno

marketinsko orude. Stoga je neophodna detaljna karakterizacija hrvatskih crnih vina s obzirom
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na koncentraciju zdravstveno pozeljnih i nepozeljnih tvari u vinima razli¢itog geografskog

podrijetla, godiSta i sorte, a koja ¢e omoguciti 1 pouzdaniju autentifikaciju vina.
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2.1. Vino

Opcenito, vino je fermentirani proizvod dobiven od grozda s volumnim udjelom etanola
od 16% ili manjim. Prema Zakonu o vinu iz 2003. godine, vino je poljoprivredni prehrambeni
proizvod, dobiven potpunim ili djelomi¢nim alkoholnim vrenjem masulja ili moSta, od svjezeg
i za preradu u vino pogodnoga grozda. Pogodno grozde je plod priznatih sorti namijenjenih
proizvodnji vina, a za tu proizvodnju upotrebljavaju se sorte koje pripadaju vrsti Vitis vinifera
(NN 96/2003). Novi Zakon o vinu (NN 32/2019) ne donosi definiciju vina ve¢ utvrduje t;.
nabraja proizvode od vinove loze koji se mogu smatrati vinom, medu kojima su vino, mlado
vino u fermentaciji, pjenusavo vino, vino od prosusenog grozda itd., a koja moraju odgovarati
zahtjevima iz Uredbe EU br. 1308/2013. Uredba EU br. 1308/2013 definira vino kao proizvod
dobiven iskljucivo potpunom ili djelomi¢nom alkoholnom fermentacijom izmuljanog ili cijelog

svjeZega grozda ili mosta.

2.1.1. Povijest proizvodnje vina

Najstariji arheoloski dokazi o proizvodnji vina nadeni su u Gruziji (6000 god. pr. n. e.)
i Iranu (5000 god. pr. n. e.) (Cavalieri i sur., 2003). Stotine, ako ne i tisu¢e godina
eksperimentiranja u kultivaciji loze i tehnologiji proizvodnje vina bile su potrebne kako bi se
objasnio nivo sofisticirane i za to vrijeme obimne proizvodnje vina na spomenutim lokacijama.
Najstarija poznata vinarija nadena je u spilji u Armeniji, a nalazi u njoj datirani su oko 4100.
pr. n. e (Barnard i sur., 2010). Arheolozi su u navedenoj spilji pronasli vinsku presu, posude za
fermentaciju te sjeme vinove loze, sve znakove napredne tehnologije proizvodnje vina. Na
Siciliji su pronadene posude za ¢uvanje vina iz starijeg bronanog doba, prije otprilike 6000
godina (Tanasi 1 sur., 2017). U tom razdoblju, proizvodnja vina ve¢ je bila proSirena na cijeli
Mediteran, Bliski istok te Mezopotamiju. Napredak u proizvodnji vina tijekom procvata
egipatske, potom grcke i rimske civilizacije dostigao je vrhunac izmedu 200. i 400. g. n. e.
Sljedec¢ih 1200 do 1400 godina razvoj tehnologije proizvodnje vina je usporio i bio ograni¢en
uglavnom na zapadnjacke redovnicke redove (Kennedy i sur., 2006). Otprilike u sedamnaestom
stoljecu, otkri¢e uporabe sumpora u svrhu produljenja trajnosti dalo je novi zamah proizvodnji
vina (Soleas, 1997). U osamnaestom stoljecu se razvoj tehnologije vina ubrzao, vjerojatno zbog
promjena u trgovackim odnosima u Europi te su uvedeni novi pojmovi poput godiSta vina. U
tom razdoblju vino je poprimilo moderan oblik.

Od samih pocetaka, utjecaj vina na promjenu svijesti imao je religijsku konotaciju te se

vino ispijalo u religioznim obredima jos kod starih Grka i Rimljana, a u kr§¢anskim Crkvama i
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danas, kao dio euharistijskog prisje¢anja na Posljednju veceru. Koliko je bilo vazno ve¢ u
Starom vijeku, dokazuju kultovi posveceni bozanstvima Dionisu u Grckoj i Bakhu u Rimu.
Ucestalost prikaza grozda i vina na starom novcu, hramovima, keramici i mozaicima jasno
dokazuje njihovu vaznost u ranim civilizacijama cijelog svijeta. Kroz ¢itavu povijest, vino se
konzumiralo i u sasvim svjetovne svrhe, a njegova proizvodnja i prodaja ¢esto je imala znacajan
utjecaj na prihode drZave i gospodarski rast. Vinifikacija je omogucila ljudima proizvodnju pica
s visokim udjelom etanola koje je zbog svojeg ucinka na promjenu svijesti, analgetiCkih i
antiseptiCkih svojstava te konzerviraju¢ih uc¢inaka bilo najraSirenije medicinsko sredstvo u
povijesti. Vino je najstariji poznati lijek jer se ve¢ od 2200 g. pr.n.e. upotrebljavalo za, medu
ostalim, lijeCenje dermatoloskih oboljenja i probavnih poremecaja (Robinson, 2006). Od samog
pocetka civilizacije, ono je bilo vaZan i nezaobilazan dio ljudske prehrane i kulture opcenito,

uz kratke prekide poput uspona Puritanaca u Engleskoj u 16. st. i Prohibicije u SAD u 20. st.

2.1.2. Vino u Republici Hrvatskoj
2.1.2.1. Zakonske odredbe

Prema prirodnim uvjetima za uzgoj vinove loze, u Republici Hrvatskoj definirana su
zemljopisna podrucja za uzgoj vinove loze koja se dijele na vinogradarske zone, regije,
podregije, vinogorja i vinogradarske poloZaje. Prema Zakonu o vinu (NN 32/2019),
vinogradarska regija je najveca administrativno organizacijska jedinica koja predstavlja
zemljopisno podru¢je sa sliénim klimatskim 1 pedoloskim uvjetima, koji zajedno s
agrobioloskim ¢imbenicima utjeCu na glavna kvalitativna obiljezZja grozda, mosSta i vina,
proizvedenih na tom podrucju. Podrucje Republike Hrvatske dijeli se na Cetiri vinogradarske
regije, unutar kojih se razlikuje 12 vinogradarskih podregija: SrediSnja bregovita Hrvatska
(sastoji se od pet podregija: Moslavina, Prigorje-Bilogora, PleSivica, Pokuplje i Zagorje-
Medimurje), Slavonija i hrvatsko Podunavlje (sastoji se od dvije podregije: Slavonija i Hrvatsko
Podunavlje), Hrvatska Istra i Kvarner (sastoji se od dvije podregije: Hrvatska Istra i Hrvatsko
primorje) i Dalmacija (sastoji se od tri podregije: Sjeverna Dalmacija, Dalmatinska zagora i
Srednja i juzna Dalmacija) (NN 74/2012).

U svrhu osiguranja kvalitete i1 zaStite potroSaca, vina u Hrvatskoj mogu dobiti ZasSti¢enu
oznaku izvornosti (ZOI) ili Zasti¢enu oznaku zemljopisnog podrijetla (ZOZP), koju dodjeljuje
Europska komisija. Vina mogu dobiti oznaku ZOI pod uvjetom da njihova kakvoca i
karakteristike, u bitnom ili isklju¢ivo, nastaju pod utjecajem posebnih prirodnih i ljudskih
¢imbenika odredene zemljopisne sredine; da grozde za proizvodnju tih proizvoda potjece
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iskljucivo s tog zemljopisnog podrucja; da se proizvodnja odvija u tom zemljopisnom podrucju
te da grozde za proizvodnju mora biti od vinskih sorata koje pripadaju vrsti Vitis vinifera.
Republika Hrvatska ima 16 zaSti¢enih oznaka izvornosti: Istona kontinentalna Hrvatska,
Hrvatsko Podunavlje, Slavonija, Zapadna kontinentalna Hrvatska, Moslavina, Prigorje-
Bilogora, Plesivica, Pokuplje, Zagorje-Medimurje, Primorska Hrvatska, Hrvatska Istra,
Hrvatsko primorje, Sjeverna Dalmacija, Dalmatinska zagora, Srednja 1 juzna Dalmacija i
Dingac (NN 141/2010). Za vina, koja imaju specifi¢nu kakvocu, ugled ili druga obiljezja koja
se pripisuju njegovu zemljopisnu podrijetlu, kod kojih najmanje 85% grozda (od vinskih sorata
koje pripadaju vrsti Vitis vinifera, ali i krizancima navedene vrste s drugim vrstama iz roda
Vitis) za proizvodnju potjece s tog zemljopisnog podrucja na kojem se odvija i proizvodnja,
moze se zatraZiti dodjela ZaStiCene oznake zemljopisnog podrijetla (ZOZP) (NN 141/2010).

U Republici Hrvatskoj dopustena je i uporaba tzv. tradicionalnih izraza za vino, koji
mogu biti vezani ili za vino sa ZOI ili ZOZP (npr. vrhunsko vino i kvalitetno vino), ili za
postupak proizvodnje, starenja, kakvoce, boju, vrstu mjesta ili poseban dogadaj iz povijesti
povezan s proizvodom sa ZOI ili ZOZP (npr. Prosek, Opolo). Tradicionalni izraz za vino je
ugledni naziv koji se minimalno 15 godina koristi u trgovini na drzavnom podruc¢ju Republike
Hrvatske, kako bi se razlikovale posebne kategorije proizvoda od vinove loze iz ¢lanka 92.
Stavka 1. Uredbe (EU) br. 1308/2013, a u svrhu zastite legitimnih interesa proizvodaca i
potroSaCa, osiguranja nesmetanog poslovanja internog trZiSta vinom te promoviranja
proizvodnje kvalitetnih proizvoda uz implementaciju nacionalnih mjera politike kvalitete

(Uredba EU br. 1308/2013).

2.1.2.2. Proizvodnja vina i sortna zastupljenost vina na podrucju RH

Prema podacima DrZavnog zavoda za statistiku, proizvodnja vina u Republici Hrvatskoj
kontinuirano opada te je u razdoblju od 2011. do 2016. pala za 46%. S druge strane, uvoz vina
naglo raste nakon otvaranja trziSta EU 2013. godine, dok izvoz stagnira (Tablica 1). U razdoblju
0d 2013. do 2016. godine zabiljezen je pad potrosnje vina u Hrvatskoj za 14%, prema podatcima
Medunarodne organizacije za lozu i vino (fr. OIV - Organisation International de la vigne et
du vin), no, unato¢ tomu, Hrvatska je 2017. godine bila na 29. mjestu na svijetu s potroSnjom

koja prelazi milion hektolitara godiSnje (OIV, State of the vitiviniculture world market, 2018).
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Tablica 1. Proizvodnja, uvoz i izvoz vina u Republici Hrvatskoj (prilagodeno prema: Drzavni

zavod za statistiku, 2017).

2011. 2012. 2013. 2014. 2015. 2016.
Proizvodnja
L) 140.900.000 129.300.000 124.900.000 84.200.000 99.200.000  76.000.000
Uvoz (L) 13.176.401  22.394.714 29.005.954  30.995.170
Izvoz (L) 3.018.516 3.659.251 4.940.138 3.610.935

Klimatoloske, geografske, topoloske i pedoloske karakteristike hrvatskih vinorodnih
regija omogucuju uzgoj velikog broja razli¢itih sorti vinove loze 1 visoke prinose, no razli€iti
tehnoloski, politicki i socioekonomski faktori uglavnom su doprinijeli izostanku hrvatskih
kvalitetnih vina sa svjetskog trzista vina. Napredak u poljoprivredi, tehnologiji proizvodnje,
pakiranju 1 transportu vina, usporedo s agresivnim marketingom, omogucili su promjene na
trziStu vina i fokus proizvodnje znafajno pomaknuli na zapadnu i juZnu Zemljinu polutku.
Budu¢i da ponuda vina premasuje potraznju, svjetsko trziste vina izuzetno je kompetitivno, a
Hrvatska, kao i ostale zemlje SrediSnje i Isto¢ne Europe, nema prednost u jeftinoj radnoj snazi
(poput JuZne Amerike 1 Kine), niti u razvijenoj ekonomiji (poput Australije, SAD-a i Zapadne
Europe) (Marks, 2011). Stoga bi proizvodnja vina koja odrazava kulturoloSke specifi¢nosti
tradicionalne proizvodnje, uzgoj autohtonih sorti kao i naglasak na zdravstveni aspekt crnog
vina mogli biti snazno marketinsko orude.

Vinova loza se u Hrvatskoj uzgaja u 12 podregija koje se medusobno razlikuju po svojim
klimatskim, geografskim, topografskim, geoloSkim, agroekoloskim, ekonomskim 1 drugim
karakteristikama (Peji¢ i Maleti¢, 2010). U Nacionalnoj listi priznatih kultivara vinove loze,
koju vodi i aZurira Ministarstvo poljoprivrede, danas se nalazi 259 sorti, od kojih je njih 147
regionalno preporuc¢eno (NN 53/2014) te moze dobiti oznaku ZOI. U sortnoj zastupljenosti
Republike Hrvatske prednjace bijele sorte (55%) od kojih je najzastupljenija GrasSevina (23%),
dok se prva medu crnim sortama, Plavac mali, nalazi tek na 3. mjestu (8%). Merlot je zastupljen
s 4%, a Cabernet Sauvignon s 3%. Crne sorte su ve¢im dijelom zastupljene u priobalnim
regijama gdje njihova zastupljenost u odnosu na kontinentalne regije raste od 60% (Cabernet
Sauvignon) do ¢ak 90% (Syrah). Osobito je mala zastupljenost crnih sorti u regiji SrediSnja
bregovita Hrvatska. Cabernet Sauvignon i Merlot, koji se zbog velike prilagodljivosti 1 vina
visoke kvalitete uzgajaju na podrucjima svih hrvatskih vinogradarskih regija, zastupljeni su sa
samo 6% odnosno 2% u SrediSnjoj bregovitoj Hrvatskoj (Lipar i sur., 2015).

Otprilike 140 sorti danas se smatra autohtonim hrvatskim sortama (Maleti¢ i sur., 2009).

Unato¢ kontinuiranom povecanju povrSina zasadenih medunarodnim sortama tijekom
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posljednjih 50 godina, 14 od 30 vodecih sorti u Hrvatskoj jo$ su uvijek one autohtone, medu
kojima Plavac mali, Babi¢ i Teran (Peji¢ i Maleti¢, 2010). Autohtone su sorte obi¢no superiorne
u vitikulturnoj praksi zbog bolje prilagodbe i1 otpornosti prema razliitim patogenima (Peji¢ i
sur., 2000). Stovise, najnagradivanija i najcjenjenija vina na hrvatskom trZistu potje¢u od

autohtonih sorti, poput Terana (Slika 1) i Plavca malog (Maleti¢ i sur., 2015).

“ 5 A3

Slika 1. Plod Terana (izvor: Institut za poljoprivredu i turizam, Porec).
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2.1.3. Bioloski ucinci vina

S obzirom na veliki broj i variraju¢u zastupljenost razli¢itih komponenata vina, postoji
ogroman broj njihovih potencijalnih bioloSkih ciljeva. Dosada su opisani ucinci vina na
oksidacijski stres, krvozilni sustav (funkciju endotela, glatkog miSi¢nog tkiva krvnih Zzila,
agregaciju trombocita i krvni tlak) te metabolizam masti i ugljikohidrata.

Oksidacijski stres nastaje uslijed neravnoteze izmedu oksidansa i antioksidansa u korist
oksidansa (Sies, 1997), a smatra se znaCajnim, ako ne i najvaznijim faktorom u nastanku i
razvoju mnogih stanja 1 bolesti poput upale, autoimunih bolesti, katarakte, tumora,
Parkinsonove bolesti, kardiovaskularnih bolesti i starenja. Oksidansi su normalni nusprodukti
aerobnog metabolizma koji se mogu pojacano stvarati uslijed razlicitih patofizioloskih stanja.
Obrana protiv Stetnog utjecaja oksidansa moze biti enzimska (npr. aktivnost superoksid
dismutaze, katalaze, glutation peroksidaze), ali 1 neeenzimska (kod koje znac¢ajnu ulogu imaju
molekule male mase medu kojima su i fenoli, bioaktivni spojevi koji se mogu pronaci i u vinu).
Stoga se antioksidacijski potencijal vina definira kao sposobnost: a) reakcije s reaktivnim
kisikovim spojevima (engl. ROS — reactive oxygen species); b) ometanja njihovog nastanka ili
c¢) reguliranja 1 zaStite procesa obrane od oksidirajucih tvari (Ghasemzadeh i Ghasemzadeh,
2011). Vec¢i antioksidacijski u€inak crnih u odnosu na bijela vina pripisan je ve¢em udjelu
fenola u crnim vinima.

Brojna istrazivanja su dokazala protektivnu ulogu fenola u nastanku ateroskleroze,
medu kojima ucinak na povecanje proizvodnje i aktivnosti duSikovog oksida, smanjenje
proizvodnje ROS, izravno djelovanje na smanjenje upalnih procesa te sprecavanje adhezije
leukocita na stijenke krvnih Zila. Alkohol i fenoli u vinu povezani su i sa smanjenjem krvnog
tlaka. Fenoli imaju vazorelaksacijska svojstva te utjeCu na ekspresiju bubreznih Na* kanala $to
smanjuje reapsorpciju natrija 1 posljedi¢no djeluje na krvni tlak (Artero i sur., 2015).

Konzumacija crnog vina znacajno smanjuje lipoproteine niske gustoce (engl. LDL —
low density lipoproteins), trigliceride u krvi kao i nastanak ateroskleroti¢nih naslaga.
Resveratrol u vinu smanjuje koncentraciju Secera u krvi, ¢uva funkciju B-stanica gusterace i

povecava osjetljivost na inzulin.

2.1.4. Zdravstveni uéinci vina

U ranim 1990-tim, izvjeS¢a o tzv. Francuskom paradoksu popularizirala su koncept
ispijanja crnog vina u zdravstveno-preventivne svrhe i potaknula interes znanstvene zajednice

za utvrdivanjem i objaSnjenjem mogucée veze izmedu vina i zdravlja. Francuski paradoks
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temelji se na rezultatima epidemioloskih studija koje su izvjestile o niZoj incidenciji sréanih
bolesti u Francuskoj unato¢ visokom postotku zasi¢enih masti u tradicionalnoj francuskoj
prehrani. Kao uzrok navedenom paradoksu predloZena je visoka potros$nja vina u Francuskoj
koja iznosi viSe od 75 litara po glavi stanovnika godiSnje (Renaud i Gueguen, 1998). Dodatna
epidemioloska istraZivanja su otkrila smanjenje smrtnosti od ¢ak 20-30% u osoba koje redovito
1 umjereno konzumiraju vino, u odnosu na osobe koje apstiniraju i osobe koje prekomjerno
uzivaju u vinu. Kao zbunjujuce ¢imbenike, neki autori su naveli ¢injenice da su osobe koje
umjereno konzumiraju vino istovremeno i osobe za koje je vjerojatnije da se bave tjelovjeZbom,
da su zdravstveno osvijeStene te da imaju viSe obrazovanje i visi socioekonomski status. Unato¢
ovim kritikama, postoji velik broj dokaza iz animalnih i humanih istrazivanja koje podupiru
vezu izmedu redovitog umjerenog konzumiranja vina i zdravlja (Guilford i Pezzuto, 2011). Pod
umjerenom konzumacijom vina smatra se 150 mL vina za Zene, odnosno 300 mL vina za
muskarce prema Ministarstvu zdravstva i socijalne skrbi i Ministarstvu poljoprivrede
Sjedinjenih americkih drzava (engl. USDHHS - U.S. Department of Health and Human
Services; engl. USDA - U.S. Department of Agriculture, 2015).

Znanstvena istraZzivanja potaknuta Francuskim paradoksom dovela su, tijekom vise od
dva desetljeca, do otkric¢a velikog broja spojeva s potencijalnim pozitivnim u¢incima za zdravlje
te zakljucaka da poZeljni kardioprotektivni ucinci proizlaze iz kombiniranog, aditivnog ili
sinergistickog djelovanja alkohola i drugih sastojaka vina na aterogenezu, koagulaciju i

fibrinolizu (Lippi i sur, 2010).

2.1.5. Sastav vina

Glavni sastojci vina su voda i alkohol. Okus i osje¢aj punoce vina u ustima potjece
uglavnom od spojeva ¢ije koncentracije pojedinacno prelaze 100 mg/L: vode, etanola,
organskih kiselina, SeCera i glicerola. Manje zastupljene komponente vina kre¢u se u
koncentracijama od 1 ng/L do 10 mg/L te u takvim koli¢inama pojedina¢no imaju malu ili
uopce nemaju ulogu u organoleptickoj percepciji vina, ali, kolektivno, njihova uloga moze biti

znacajna (Soleas, 1997).
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2.1.5.1. Voda

Voda potjece od grozdanog soka i predstavlja 80-85% ukupne mase vina. Neophodna
je za mnoge kemijske reakcije ukljucene u rast grozda, fermentaciju i starenje vina. Tvari

netopljive u vodi rijetko imaju vaznu ulogu u vinu (Soleas, 1997).

2.1.5.2. Alkohol

Najzastupljeniji alkohol u vinu je etanol koji se, pri standardnim uvjetima fermentacije,
moze akumulirati u vinu do koncentracije od gotovo 16% (v/v), ali najcesc¢e varira u rasponu
od 10-13% (v/v) Sto ovisi o koncentraciji Secera u grozdu, temperaturi i soju kvasca. Za
vinarsku praksu najznacajnije su vrste kvasaca iz roda Saccharomyces. Etanol je vaZzan za
stabilnost, starenje i senzorska svojstva vina. Kako mu koncentracija raste, tako raste i njegovo
inhibicijsko djelovanje na ve¢inu mikroorganizama $to omogucuje Saccharomyces cerevisiae,
osobito izdrZljivog u nepovoljnim uvjetima poput visokog udjela etanola i organskih kiselina
te niskih pH-vrijednosti (Albergaria i Arneborg, 2016), dominaciju u procesu fermentacije.
Visoki udio etanola povecava trajnost gotovog proizvoda, djeluje kao ekstrakcijsko sredstvo za
tanine i pigmente te utjeCe na metabolizam kvasaca i sintezu aromati¢nih spojeva. Tijekom
fermentacije 1 starenja vina, ovaj alkohol je esencijalan reaktant u proizvodnji hlapljivih
komponenata vina (Soleas, 1997).

Ostali manje zastupljeni alkoholi u vinu su: metanol, 1-propanol, 2-metil-1-propanol, 2-
metil-1-butanol, 3-metil-1-butanol i glicerol. Metanol nastaje enzimskom razgradnjom pektina,
stoga pektoliticki enzimi, koji se dodaju vinu da potpomognu bistrenje vina, nezaobilazno
utjeCu na povecanje koncentracije metanola. Koncentracija metanola u vinu uglavnom varira
0,1-0,2 g/L. Glicerol je najzastupljenija tvar u vinu nakon vode i etanola, minimalne
koncentracije 5 g/L.. Za razliku od metanola, visi alkoholi, kao i glicerol, imaju vaZznu ulogu u

formiranju organoleptickih svojstava vina (Soleas, 1997).

2.1.5.3. Kiseline

Kiseline mogu potjecati iz groZzda, ili nastaju kao produkti alkoholne ili malolakti¢ne
fermentacije. U vinu su zastupljene u rasponu od 0,4-1% (w/v), a dijele se na hlapljive i
nehlapljive. Octena kiselina je najzastupljenija medu hlapljivim kiselinama, a djelomi¢no
nastaje u procesu fermentacije djelovanjem kvasaca. Takva, tzv. fizioloSka octena kiselina,

nalazi se u vinu u rasponu od 0,2-0,4 g/L. Iznad te vrijednosti, octenu kiselinu iz etanola
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proizvode bakterije octenog vrenja pa kad njena koncentracija prijede 0,7 g/L, smatra se da je
vino sumnjive kvalitete. Najzastupljenija od organskih kiselina koje potjecu iz grozda je vinska
kiselina, nehlapljiva kiselina koja sluzi kao baza za mjerenje ukupne kiselosti vina, zatim slijede
jabuc¢na i limunska kiselina. Kiseline koje nastaju kao nusprodukt fermentacije su jantarna,

mlije¢na i octena kiselina (Soleas, 1997).

2.1.5.4. Seéeri

Glavni Seceri groZzda su glukoza i fruktoza koji se u zrelom groZdu nalaze u podjednakim
koncentracijama. U sortama vrste Vitis vinifera rijetko se moZe naci saharoza, dok sorte drugih
vrsta, primjerice Vitis rotundifolia i Vitis labrusca, mogu sadrZavati do 10% (w/v) saharoze.
Saharoza se tijekom fermentacije enzimski razgraduje do fruktoze i glukoze koje se dalje
metaboliziraju do etanola, viSih alkohola, estera masnih kiselina i aldehida, sve komponenata
koje utjecu na aromu vina. Tragovi rezidualnog Secera, 0,1%, (w/v), mogu se nac¢i u suhim
vinima, a naj¢esce se radi o pentozama poput arabinoze, ramnoze i ksiloze. Kod slatkih vina

udio Secera moZe biti do 10% (w/v) (Soleas, 1997).

2.1.5.5. Bioloski aktivni spojevi

Vino je kompleksan matriks koji sadrZi mnoge spojeve od bioloskog interesa. Medu
njima, naroCitu paznju znanstvene zajednice u posljednje vrijeme privlace biljni metaboliti,
fenoli. Izrazi fenoli i polifenoli odnose se na sve prirodne sekundarne metabolite koji
biogenetski potjecu od Sikimat-fenilpropanoid-flavonoid sintetskih puteva kojima se proizvode
monomerni i polimerni fenoli i polifenoli (Lattanzio i sur., 2006). Fenoli su spojevi koji sadrze
jednu ili viSe hidroksilnih skupina vezanih za benzen. U jestivim biljkama identificirano je vise
od 8000 fenola, a mogu se podijeliti na flavonoide i neflavonoide (Fraga i sur., 2010).

Flavonoidi imaju zajednicku C6-C3-C6 strukturu koja se sastoji od dva aromatska
prstena povezana s tre¢im oksigeniranim heteroprstenom (Slika 2). Flavonoidi se dalje mogu
podijeliti na podskupine ovisno o tome s kojim ugljikovim atomom C prstena je povezan B
prsten: izoflavoni su fenoli kod kojih je B prsten povezan s ugljikom na polozaju 3 C prstena.
Kod ostalih je flavonoida B prsten povezan s ugljikom na poloZaju 2 prstena C, a s obzirom na
stupanj oksidacije oksigeniranog heteroprstena, ovi se spojevi mogu dalje podijeliti na

flavanole, flavanone, flavone, flavonole i antocijanidine.
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Slika 2. Osnovna molekulska struktura i podjela flavonoida (Del Rio i sur., 2013).

Medu neflavonidima istiCu se stilbeni sa zajednickom strukturom C6-C2-C6 koja se
sastoji od dva aromatska prstena povezana mostom kojeg sacinjavaju dva ugljikova atoma i
dvostruka veza. Osim stilbena, u ovu skupinu spadaju jo§ i lignani te jednostavni fenoli:

hidroksicinamati i hidroksibenzoati (Slika 3).
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Slika 3. Molekulske strukture i podjela neflavonoida (Pandey i Rizvi, 2009).

Biljke proizvode fenole kao sekundarne metabolite koji su ukljuceni u razlicite procese,
poput rasta, lignifikacije, pigmentacije, opraSivanja, ali koji omogucuju i obranu od patogena,
biljojeda, kompetitivnih biljaka 1 okoliSnih stresnih ucinaka (Duthie i sur., 2003). Biljke se
brane od patogena na dva nacina: koriste¢i unaprijed sintetizirane fenolne spojeve s
antimikrobnim djelovanjem pohranjene u razli¢itim dijelovima biljke (naj¢es¢e u epidermalnim
stanicama ili na povrSini biljke) ili pokretanjem biosintetickih procesa za proizvodnju
navedenih spojeva nakon §to je napad patogena ve¢ poéeo. Cini se da gorki okus fenola djeluje
odbijajuce na biljojede i tako stiti biljku od opasnosti da bude pojedena. Takoder, postoje dokazi
da fenolni spojevi utjeCu na protok organskih i anorganskih nutrijenata u biljkama. Razlicite
vrste topljivih fenola stimuliraju ili inhibiraju germinaciju spora i rast hifa kod saprofitnih
gljiva. Kolonizacija mikoriznih gljiva, unos nutrijenata i rast mogu biti smanjeni zbog
prisutnosti fenolnih spojeva koje izlu¢uju kompetitivne biljne vrste. Medu okoliSnim stresnim
ucincima, najvise je opisano UV-zastitno djelovanje flavonoida. Flavonoidi najjace apsorbiraju
UV-svjetlost valnih duljina 250-270 nm i 335-360 nm $to ih ¢ini dobrim UV-filterima. Na ovaj
nacin spreCavaju mutagenezu 1 staniCnu smrt onemogucuju¢i dimerizaciju timina i
fotodestrukciju NADP-a koji imaju apsorpcijski maksimum pri 260 nm (Lattanzio i sur., 2006).
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Zdravstveni ucinci fenolnih spojeva uglavnom se pripisuju antioksidacijskim
svojstvima koja ovise o broju, reaktivnosti i poloZaju njihovih aromatskih hidroksilnih skupina
(Chen i sur., 1996), a antioksidacijsko djelovanje fenolnih spojeva smatra se u¢inkovitijim od
djelovanja vitamina C, E i karotenoida (Dai i Mumper, 2010). Medutim, opisana su i druga
svojstva fenola, poput sposobnosti interakcije sa stanicnim membranama te interakcija s
enzimima, transkripcijskim faktorima i1 receptorima, koja im omogucuju pozitivno djelovanje
na ljudsko zdravlje (Fraga i sur., 2010).

U ljudskoj prehrani najzastupljeniji fenolni spojevi su flavonoidi te se procijenjuje da ih
dnevno unosimo do 650 mg. ProsjeCan unos glavnih flavonoida u prehrani, flavonola
(miricetina, kvercetina i kaempferola) te flavona (luteolina i apigenina), iznosi 23 mg/dan, od
¢ega se priblizno 70% odnosi na kvercetin, 17% na kaempferol i 6% na miricetin (Liu, 2013).
Grozde je jedan od najbogatijih izvora fenola medu vofem. Medu fenolima grozda
najzastupljeniji bioloski aktivni fitonutrijenti su flavonoidi koji se ve¢inom nalaze u koZici
ploda. Medutim, procjenjuje se da se 60-70% ukupnih fenola nalazi u sjemenci grozda. Stoga
svaka enoloSka praksa koja produljuje kontakt mosta i masulja povec¢ava koncentraciju fenola
delfinidina, pelargonidina i petunidina), flavonoli (kvercetin, miricetin, kaempferol, laricitrin,
izoramnetin 1 siringetin), flavanoli (katehin i1 epikatehin) 1 proantocijanidini (kondenzirani
tanini) (Georgiev i sur., 2014). Medu neflavonoidima u grozdu istice se stilben resveratrol te
jednostavni fenoli: hidroksicinamati (derivati p-kumarinske, kavene, sinapinske i ferulinske
kiseline) i hidroksibenzoati (derivati galne, protokatehinske i p-hidroksibenzojeve kiseline)
(Tablica 2). Vecina flavonoida, osim katehina, u biljkama se nalaze u obliku glikozida.
Medutim, aglikani se lako apsorbiraju kroz stijenku crijeva, dok se glikozidi flavonoida moraju
prvo prevesti u svoj aglikanski oblik (Kumar i Pandey, 2013). Vino je najznacajniji izvor
aglikanskih flavonoida u ljudskoj prehrani.

U vinu su pronadeni i drugi potencijalno blagotvorni spojevi koji ne potjecu iz grozda,
poput vanilinske kiseline, koja u vino prelazi iz hrastova drveta od kojeg su izradene bacve, te
tirosola, hidroksitirosola i melatonina koji nastaju djelovanjem kvasaca tijekom alkoholne

fermentacije.
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Tablica 2. Kemijska struktura i zastupljenost flavonoida i neflavonoida u grozdu.

Skupina Podskupina Primjeri Kemijska struktura Zastupl.!'%nost u
grozdu
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Tablica 2. (nastavak) Kemijska struktura i zastupljenost flavonoida i neflavonoida u grozdu.
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2.1.5.6. Utjecaj terroira na kemijski sastav vina

Francuski izraz terroir opisuje interaktivni sustav koji ukljucuje ne samo klimu, tlo i
lozu, o kojima ovisi kvaliteta, okus 1 stil vina, ve¢ i socioekonomske uvjete, povijest,
vitikulturnu i enoloSku praksu neke vinorodne regije (van Leeuwen i Seguin, 2006).

Razvoj ploda vinove loze odvija se u nekoliko faza: pupanje (izmedu druge polovice
ozujka i druge polovice svibnja), cvjetanje (do druge polovice srpnja) i zrenje (koja zavrSava
berbom u rujnu) (Nicholas i sur., 2011). Kemijski sastav groZda podloZan je promjenama
klimatskih uvjeta tijekom svake od navedenih faza (prvenstveno temperature, svjetlosti i vlage)
te ovisan o svojstvima tla na kojemu se loza uzgaja. Biosinteza tanina zapocinje prije zrenja i
dostize maksimum u vrijeme pocetka zriobe, dok sinteza flavonoida zapocinje prije pocetka
zrenja i nastavlja se tijekom zrenja. Promjene tijekom zrenja ukljucuju nakupljanje antocijana
(u crnom grozdu), komponenata arome, tanina, Secera i minerala (Ivanova i sur., 2011).

Sezona rasta zapoc€inje kad temperatura dosegne 10°C, a idealni temperaturni raspon
tijekom rasta je 12-22°C (Fraga i sur., 2014; Lorenzo i sur., 2013). Vise temperature ubrzavaju
metabolicke procese u groZdu i mogu ubrzati berbu. Medutim, temperature iznad 25°C
usporavaju fotosintezu, dok se metabolicki procesi i nakupljanje SeCera mogu zaustaviti na
temperaturama iznad 30°C (Mira de Orduiia, 2010). Suvisak ili nedostatak vode takoder imaju
vazan utjecaj na sastav grozda. Ukoliko vode ima dovoljno, biljka ¢e trositi viSe energije na
proizvodnju listova i rast, no u slucaju blagog nedostatka vode, Secer nastao fotosintezom
pohranjivat ¢e se u bobicama (Kamsu-Foguem i Flammang, 2014). U slu¢aju nedostatka vode,
smanjuje se volumen bobice i povecava omjer povrSine i volumena bobice Sto dovodi do
povecanja masenog udjela fenolnih spojeva lociranih u kozici ploda. Unato¢ tome Sto postoje
istrazivanja o utjecaju nedostatka vode na biosintezu fenolnih spojeva (Ojeda i sur., 2002;
Rodriguez-Montealegre i sur., 2006), joS je uvijek nejasno da li dostupnost vode ima izravan
ucinak na biosintezu fenola u grozdu ili, neizravno, na promjene u razvoju bobice. Najcesce
istrazivani okoliSni faktori koji utjecu na kvalitetu grozda su: svjetlost, voda i temperatura.
Rezultati istraZivanja o njihovom utjecaju na fizikalne i kemijske parametre crnog grozda saZeti

su u Tablici 3.
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Tablica 3. Utjecaj okolisnih faktora na fizikalne i kemijske parametre crnog grozda ovisne o

zrenju (Kuhn i sur., 2014).

Tezina/volumen ploda °Brix Antocijani Flavonoli

Nedostatak vode 1= 1= 1=| =]
UVB zracenje l = 1 1
Niska temperatura - 1 T -
Visoka

! ! l 1=
temperatura
IzloZenost svjetlu =1 =] 1= 0

1 povecava se; | smanjuje se; = bez promjene; - nema literaturnih podataka

Vinova loza moze rasti na razli¢itim dobro dreniranim tlima. Tla bogata Sljunkom imaju
dobru drenaZu i brzo se zagrijavaju, $to ubrzava zrenje grozda (van Leeuwen i Seguin, 2006).
Tla od ilovace, koja se sastoje od 20-50% gline 1 50-80% pijeska su vrlo dobra za uzgoj loze.
Vapnenacka tla daju niske prinose, ali visoku kvalitetu groZda. Opc¢enito, neplodna tla s ve¢im
udjelom i ve¢om raznolikos¢u anorganskih iona utjecu na povecanje biosinteze flavonoida (Li

isur., 2011).

2.1.6. Prehrambena zastupljenost i nutraceuticka svojstva odabranih fenolnih spojeva

Kvercetin (5,7,3',4'-flavon-3-ol) je jedan od najzastupljenijih flavonoida u ljudskoj
prehrani ¢iji se dnevni unos procjenjuje na 25-50 mg/osobi. Osobito visoke koncentracije ovog
flavonola nadene su u luku i kelju (>100 mg/kg), (Formica i Regelson, 1995). Koncentracije
kvercetina u vinu krecu se od 0,5-28,5 mg/L u crnom te od 0-1,2 mg/L u bijelom vinu (de Beer
1 sur., 2002). Kvercetinu se pripisuju kardioprotektivna, antibakterijska i antivirusna svojstva,
kao i antioksidacijska, antiproliferacijska, proapoptoti¢na i protuupalna svojstva koja ga Cine
vaznim protutumorskim agensom (Russo i sur., 2012., Gupta i sur., 2016). Navedeni
zdravstveni ucinci kvercetina povezani su sa sposobnoS¢u moduliranja aktivnosti brojnih
enzima ukljucenih u prijenos signala, stanicni rast i biotransformaciju. Snazna antioksidacijska
svojstva kvercetina povezuju se i s njegovim neuroprotektivnim i antidijabetickim ucincima.
Inhibicijom enzima ksantin oksidaze, kvercetin utjeCe na sniZenje serumskih urata ¢ime se

smanjuje rizik razvoja gihta (Gupta i sur., 2016).
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Miricetin (3,3'4',5,5',7-heksahidroksiflavon) je, za razliku od kvercetina, manje
zastupljen u ljudskoj prehrani, a moZe ga se naci u bobiCastom vocu, grejpu, povréu, €aju i
crnom vinu. Miricetinu se pripisuju protuupalno, antivirusno, antimikrobno, antioksidacijsko,
neuroprotektivno, kardioprotektivno i hepatoprotektivno djelovanje (Angelone i sur., 2011;
Semwal i sur., 2016). Ispitivanja su pokazala da miricetin usporuje proces starenja uzrokovanog
UVB zrafenjem, inhibira enzime ukljuene u inicijaciju i progresiju tumora te djeluje
citotoksi¢no na stanice raka koze, jetre, guSterace i crijeva. Miricetin takoder inhibira agregaciju
trombocita, snizava krvni tlak, modulira imunoloski odgovor poticanjem sinteze antitijela,
aktivan je protiv paradentoze i reumatoidnog artritisa, te djeluje antialergijski i analgezijski
(Semwal 1 sur., 2016). Koncentracija miricetina u vinu krece se od 0,2 mg/L. do 8,4 mg/L

(McDonald i sur., 1998)

Kaempferol (3,5,7-trihidroksi-2-(4-hidroksifenil)-4H-1-benzopiran-4-on) je flavonol
Siroko rasprostranjen medu biljkama, a osobito je zastupljen u brokuli, kupusu, kelju i ¢aju.
Procjenjuje se da prosjecan dnevni unos kaempferola u ljudskoj prehrani doseze 10 mg (deVries
i sur.,, 1997). Kaempferol pokazuje snazno antioksidacijsko djelovanje smanjujuci nivo
superoksidnog aniona, hidroksilnog radikala i peroksinitrita. Takoder, kaempferol inhibira
aktivnost enzima ukljucenih u stvaranje reaktivnih kisikovih vrsta, sprje€ava peroksidaciju
lipida 1 povecava aktivnost enzima ukljucenih u odgovor organizma na oksidacijski stres.
Dokazano je njegovo protuupalno i protutumorsko djelovanje. Kaempferol takoder djeluje
antivirusno, a u sinergiji s antibioticima i antibakterijski. IstraZivanja su pokazala protektivne
ucCinke na kardiovaskularni sustav, antidijabeticku aktivnost i fitoestrogeno djelovanje

kaempferola (Calderén-Montaiio i sur., 2011).

Rutin (3,3'4',5,7-pentahidroksiflavon-3-ramnoglukozid) je flavonol osobito zastupljen
u heljdi, jabukama i1 caju. Dokazano je njegovo antioksidacijsko, citoprotektivno,
vazoprotektivno, antikancerogeno, neuroprotektivno, kardioprotektivno, hepatoprotektivno i
antimikrobno djelovanje (Ganeshpurkar i Saluja, 2017). Pronaden je i u crnom vinu gdje mu se

koncentracije kre¢u od 0,9-10,3 mg/L (Garaguso i sur., 2015; Sen i Tokatli, 2014).

Katehin  ((2~{S},3~{R})-2-(3.,4-dihidroksifenil)-3,4-dihidro-2~{H}-kromen-3,5,7-
triol) je flavan-3-ol najzastupljeniji u ¢aju (crnom, zelenom), no moze ga se, izmedu ostalog,
nac¢i i u kakau, cokoladi, borovnicama, ogrozdu, kiviju, jagodama, jabukama i crnom vinu.

Koncentracije katehina u ¢aju krecu se od 102-418 mg/L, dok se u crnom vinu nalazi u nesto
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nizim, al jo§ uvijek znacajnim koncentracijama (27-96 mg/L) (Arts i sur., 2000). Farmakolosko
djelovanje katehina ukljucuje antikancerogeno, antimutageno, antiproliferativno, protuupalno,
antioksidacijsko, kemopreventivno, antidijabeticko, antialergijsko, antihipertenzivno,
hipokolesteremi¢no, neuroprotektivno, antitrombogeno i antiangiogeno djelovanje (Sutherland

1 sur., 2006).

Resveratrol (3,5,4'-trans-trihidroksistilben) pripada skupini stilbena 1 smatra se
najucinkovitijim fenolom u vinu. Za razliku od drugih fenola, koji se mogu naci i u drugim
namirnicama, poput katehina u zelenom c¢aju, voc¢u, povrcéu i ¢okoladi, kvercetina u jabukama i
luku, te kaempferola u kupusu, resveratrol se u zapadnjackoj prehrani moze naci u znac¢ajnim
koncentracijama samo u grozdu te, posljedicno, u crnom vinu (Biagi i Bertelli, 2015).
Resveratrol se u groZdu nalazi u sjemenkama i koZici, ali ne i u mesu ploda. Stoga je njegova
koncentracija najvec¢a u crnom vinu gdje su koZica ploda, a ¢esto i kostica, u kontaktu s mostom
tijekom Citave fermentacije. Koncentracija resveratrola u vinu ovisi o sorti groZzda, geografskom
podrijetlu, klimatskim i agronomskim faktorima, stresnim uvjetima za biljku te enoloskoj
praksi. Medu stresnim uvjetima, napad patogena, tretman kemijskim sredstvima prije berbe te
UV-zracenje dovode do najznacajnijeg porasta koncentracije resveratrola u grozdu i vinu
(Fernandez-Mar 1 sur., 2012). Koncentracija resveratrola u vinu varira od 0,1 — 14,3 mg/L
(Artero i sur., 2015).

Resveratrolu se priprisuju brojni zdravstveno pozeljni ucinci. Dokazano je
protutumorsko djelovanje resveratrola u smislu sprecavanja karcinogeneze u tri faze razvoja
tumora: inicijacije (transformacije), promocije (aktivacije) i progresije (Seeram i sur., 2004).
Resveratrolu se pripisuje produljenje Zivotnog vijeka razliitih organizama Sto ga Cini
mogucom djelatnom tvari u lijeCenju ljudskih bolesti povezanih sa starenjem. IstraZivanja su
pokazala da ovaj spoj moze takoder Stititi od dijabetesa i neurodegenerativnih oStecenja te da
ima protuupalni 1 kardioprotektivni potencijal jer inhibira ekspresiju upalnih medijatora i
sprecava adheziju monocita na krvne endotelne stanice (Giovinazzo i Grieco, 2015). VaZnost
konzumacije vina naglasena je ¢injenicom da se resveratrol najbolje apsorbira kada je unesen
putem vina. Farmakokineticke studije pokazale su da su koncentracije resveratrola u plazmi
bile vrlo niske ili ¢ak ispod granice detekcije nakon oralne administracije velikih doza Cistog
spoja (do 5 g) u obliku tableta (Brown i sur., 2010). S druge strane, prilikom konzumacije vina
postizu se koncentracije do maksimalno 1 pmol/L resveratrola u plazmi (Walle, 2011).
Kardioprotektivni ucinci resveratrola zapaZeni su ¢ak i pri takvim malim koncentracijama

(Biagi i Bertelli, 2015).
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Ferulinska kiselina (3-metoksi-4-hidroksicinaminska kiselina) je sveprisutna biljna
komponenta koja nastaje kao nusprodukt metabolizma fenilalanina i tirozina. NajceSc¢e se nalazi
u lis¢u i sjemenkama, bilo kao slobodna, bilo kao kovalentno vezana za lignin i druge
biopolimere. Pronadena je, medu ostalim, u pSenici, jeCmu, zobi, kavi, rajéicama, Sparogama,
bobicastom vocu, maslinama i citrusima (Graf, 1992). U crnom vinu koncentracija joj se krece
od 0,4 mg/L do 4 mg/L (Garaguso i sur. 2015; Sen 1 Tokatli, 2014). Antioksidacijski potencijal
ferulinske kiseline objasnjen je ¢injenicom da apsorbira UV-svjetlost ¢ime se katalizira sinteza
stabilnog fenoksi radikala i zaustavlja lancana reakcija nastanka slobodnih radikala. Postoje
izvjeS¢a o njenom antimikrobnom, protuupalnom, antitrombogenom, protutumorskom i
kardioprotektivnom ucinku. Takoder $titi od koronarnih bolesti i poveéava vijabilnost spermija.
Zbog ovih svojstava i niske toksicnosti, uporaba ferulinske kiseline Siroko je rasprostranjena u

prehrambenoj i kozmetickoj industriji (Ou i Kwok, 2004).

Galna  kiselina  (3,4,5-trihidroksibenzojeva  kiselina)  pripada  skupini
hidroksibenzojevih kiselina, a najzastupljenija je u ¢aju. Galna kiselina je slabo zastupljena u
mladim vinima, a nastaje hidrolizom galat estera iz hidroliziraju¢ih tanina (porijeklom iz
hrastovog drveta) i kondenziranih tanina (porijeklom iz kostice grozda) nakon barem nekoliko
mjeseci stajanja. U starijim je vinima galna kiselina stabilna, a koncentracija joj se krec¢e oko
70 mg/L u crnim i oko 10 mg/L u bijelim vinima (Waterhouse, 2002).

Galna kiselina posjeduje razliCita terapijska svojstva, ukljucujuéi antioksidacijska,
protuupalna, antifungalna, antivirusna (Georgiev 1 sur., 2014), protutumorska (Kaur i sur.,
2009), antitrombogena (Lim i sur., 2004), antimelatogena (Kim, 2007) te kardioprotektivna

svojstva (Priscilla i Mainzen Prince, 2009).

Vanilinska Kkiselina (4-hidroksi-3-metoksibenzojeva kiselina) je oksidirani oblik
vanilina koji se koristi kao aroma u prehrambenoj industriji te kao meduprodukt u proizvodnji
vanilina iz ferulinske kiseline. Dokazana su antioksidacijska (uklanjanje slobodnih radikala,
sprecavanje peroksidacije lipida), kemopreventivna, protuupalna, analgezijska i antimikrobna
svojstva vanilinske kiseline (Calixto-Campos i sur., 2015) kao i njeno hepatoprotektivno (Itoh
1 sur., 2009) 1 nefroprotektivno djelovanje (Sindhu i sur., 2015). U crnom vinu koncentracije

vanilinske kiseline krecu se od 4 do 11 mg/L (La Torre i sur., 2006; Sen 1 Tokatli, 2014).
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Hidroksitirosol (2-(3,4-dihidroksifenil)etanol) i tirosol (2-(4-hidroksifenil)etanol) su
fenilalkoholi prisutni u maslinovom ulju 1 vinu. I tirosol 1 hidroksitirosol smatraju se
sekundarnim metabolitima koji nastaju transformacijom aminokiseline (tirozina) djelovanjem
kvasaca tijekom alkoholne fermentacije (Garrido i Borges, 2013). U crnom vinu se
hidroksitirosol moze na¢i u koncentracijama od 1,7 - 4,2 mg/L. Dokazano je izravno
antioksidacijsko (uklanjanje peroksil, hidroksil 1 ostalih slobodnih radikala, reaktivnih
dusikovih vrsta, superoksidnih aniona i spreCavanje nastajanja reaktivnih kisikovih vrsta)
(Cornwell i Ma, 2008) kao i neizravno antioksidacijsko djelovanje hidroksitirosola (aktivacija
antioksidacijskih enzima) (Oliveras-Lopez i sur.,, 2008). Brojne studije potvrduju
kardioprotektivno, protutumorsko, antimikrobno, antidijabeti¢ko i neuroprotektivno djelovanje
hidroksitirosola. Tirosol posjeduje antioksidacijska (uklanjanje reaktivnih duSikovih vrsta i
superoksidnih aniona), protuupalna, kardioprotektivna i neuroprotektivna svojstva te utjece na
nivo LDL u krvi (Fernandez-Mar i sur., 2012). U crnom vinu koncentracija tirosola krece se od

20 — 45 mg/L (Pifeiro i sur., 2011).

2.1.7. Prehrambena zastupljenost i nutraceuticka svojstva melatonina

Melatonin  (N-acetil-5-metoksitriptamin) je indolamin donedavno smatran
neurohormonom kojeg proizvodi hipofiza. S vremenom je otkriveno da i velik broj drugih
organa, tkiva i stanica sintetizira melatonin, medu kojima probavni sustav, spolni sustav, koza
i limfociti. Takoder je detektiran u velikom broju beskraljeZnjaka, te u bakterijama, gljivama,
algama i biljkama (Tan i sur., 2012). Medu jestivim biljaka, znatne koli¢ine melatonina nadene
su u riZi, kukuruzu, jagodi, kiviju, bananama, ananasu, jabuci i rajc¢ici. Melatonin je takoder
pronaden u maslinovom ulju, vinu i groZdu. Rodriguez-Naranjo i sur. (2011) su utvrdili da je
Saccharomyces cerevisiae presudan za stvaranje melatonina u vinu. Dosada$nja istraZivanja
izvjestila su o Sirokom rasponu koncentracija melatonina u vinu (Meng i sur., 2017), Sto je
vjerojatno posljedica varijetalnih razlika i razlika u tehnologiji proizvodnje vina, ali takoder i
razlika u metodologiji analize melatonina u vinu.

Dokazano je antioksidacijsko djelovanje (smanjivanje koncentracije reaktivnih
kisikovih vrsta, inhibicija prooksidacijskih enzima, aktivacija antioksidacijskih enzima),
protutumorsko djelovanje (inhibicija proliferacije tumorskih stanica), imunomodulacijsko 1

neuroprotektivno djelovanje melatonina (Fernandez-Mar i sur., 2012).
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2.1.8. Makroelementi, mikroelementi i elementi u tragovima

Elementi u vinu nalaze se u Sirokom rasponu koncentracija: makroelementi, K, Ca, Mg
1 Na, zastupljeni su u koncentracijama od 10 — 1000 mg/L. U mikroelemente se ubrajaju Al,
Cu, Zn, Mn i Fe s koncentracijskim rasponom od 0,1 — 10 mg/L. Elementi u tragovima u vinu
su Cd, Co, Cr, Ni, Pb i V s koncentracijama nizim od 0,1 mg/L (Pohl, 2007).

Navedeni elementi potjeCu od prirodnih, tzv. primarnih, izvora i antropogenih, tzv.
sekundarnih, izvora. Elementi iz prirodnih izvora su najzastupljeniji, a potjecu iz zemlje na
kojoj loza raste i u vino dospijevanju preko grozda. Njihova koncentracija ovisi o sorti, zrelosti
grozda, vrsti tla i klimatskim uvjetima tijekom rasta loze (Pohl, 2007).

Sekundarni izvori elemenata u vinu su necisto¢e koje u vino dospijevaju uslijed
antropogenih utjecaja bilo tijekom uzgoja loze (upotreba gnojiva, pesticida i fungicida),
zagadenja okoliSa i enoloSke prakse (kontakt vina s materijalima od kojih je napravljena oprema
za proizvodnju vina, kao i s bacvama za cuvanje vina) (Pohl, 2007). Upotreba gnojiva, pesticida
i fungicida uzrok je povisenim koncentracijama Cu, Zn, Cd, Mn i Pb. Pb i Cd mogu potjecati
iz okoliSa oneciS¢enog industrijskim i auto ispustima. Uobic¢ajen izvor Al, Cu, Zn, Cd, Cr i Fe
su materijali s kojima vino dolazi u doticaj tijekom proizvodnje i skladiStenja. Kontaminacija
Al, Ca i Na moZe potjecati iz enoloskih postupaka bistrenja vina tijekom kojih se vinu dodaju
flokulanti, poput bentonita (Pohl, 2007; Tariba, 2011).

Ioni Al, Cu, Zn, Mn, Ni i Fe imaju vaznu ulogu u oksido-redukcijskim reakcijama u
vinu koje utjecu na nepoZeljne promjene boje, mutnoce, okusa, arome i svjeZine vina. Cu i Zn
su esencijalni elementi za ljudski organizam, ali u suvisku postaju potencijalno toksi¢ni (Tariba,
2011). Opcenito, umjerena konzumacija vina doprinosi zadovoljenju dnevnih potreba i za
drugim esencijalnim elementima, poput Ca, K, Co, Cr, Mg, Mn, Mo, Ni i Fe. S druge strane,
As, Cd i Pb su toksi¢ni (Pohl, 2007). Stoga je pracenje koncentracije elemenata u vinu
neophodno ne samo zbog njihovog utjecaja na boju, aromu, okus i dugoro¢nu stabilnost vina,
ve¢ 1 zbog mogucih zdravstvenih uc¢inaka. Maksimalno dopustene koncentracije (MDK) za
elemente postavile su Medunarodna organizacija za vinovu lozu i vino te Europska Unija (EU)
(Tablica 4).

Profiliranje vina prema koncentraciji prisutnih elemenata (engl. elemental
fingerprinting) uspjesno se koristi za utvrdivanje zemljopisnog podrijetla vina (Geana i sur.,
2013; Kruzlicova i sur., 2013; Selih i sur., 2014), obzirom da elementi u vinu najve¢im dijelom

odrazavaju elementni sastav tla, ¢cime se omogucuje pouzdanija autentifikacija vina.
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Tablica 4. Maksimalno dopustene koncentracije elemenata u vinu.

Element Maksimalno dopustena Izvor * Referenca
koncentracija (MDK)
As 0.2 mo/L oIV International code of oenological
- Mg practices, 2015
International code of oenological
Cd 0,01 mg/L A practices, 2015
International code of oenological
Cu I mg/L. o practices, 2015
Pb 0,2 mg/L ** EU Uredba 2015/1005
7n 5 me/L. oIV International code of oenological

practices, 2015

* OIV - fr. Organisation International de la vigne et du vin - Medunarodna organizacija za
vinovu lozu i vino; EU - Europska Unija

** za proizvode proizvedene u razdoblju od 2001.-2015.

2.1.9. Prirodni kontaminanti (antinutraceuticke komponente)

Vino je i izvor potencijalno Stetnih (antinutraceutickih) tvari po ljudsko zdravlje, poput
biogenih amina i mikotoksina, ponajprije okratoksina A (OTA). Ovi spojevi potjecu od
mikrobne aktivnosti tijekom rasta grozda te proizvodnje i skladiStenja vina (Ancin-Azpilicueta

1 sur., 2008; Marino-Repizo i sur., 2017) .

Biogeni amini (BA) su dusSikove baze niske molekularne mase koje najve¢im dijelom nastaju
dekarboksilacijom odgovaraju¢ih aminokiselina djelovanjem mikroorganizama. U vinu se
najceSc¢e nalaze histamin, tiramin, putrescin, kadaverin, spermin i spermidin. Biogeni amini u
vinu mogu se naci u rasponu od tragova pa sve do 130 mg/L, a putrescin je obicno
najzastupljeniji (Soufleros i sur., 1998). Ovi spojevi nastaju tijekom alkoholne fermentacije
djelovanjem kvasaca, te, narocito, tijekom malolakti¢ne fermentacije djelovanjem bakterija
mlijecne kiseline (Ancin-Azpilicueta i sur., 2008). Koncentracija amina u vinu ovisi 0 nizu
faktora, medu kojima su oni povezani s kvalitetom grozda i oni povezani s tehnikom
vinifikacije. U prvoj su kategoriji klima i tlo vinogradarske regije, udio aminokiselina u grozdu
(ovisan narocito o upotrebi dusSi¢nih gnojiva) kao i stupanj zrelosti grozda. U drugu kategoriju
ubrajaju se: vrijeme kontakta mosta i koZice grozda, kao i vrijeme kontakta vina i kvasaca,
materijal od kojeg su gradene bacve (hrastovo drvo ili nehrdajuéi celik) te starenje vina
(Landete i sur., 2005; Ferreira and Pinho, 2006; Villamiel i sur., 2008). Zbog utjecaja klime i
tla vinogradarske regije na koncentracije biogenih amina u vinu, ovi su kontaminanti predloZeni
kao markeri geografskog podrijetla vina: sami (Pretti i Vinci, 2016) ili u kombinaciji s ukupnim

fenolima (Galgano i sur., 2011) i aminokiselinama (Herbert i sur., 2005).
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Histamin i tiramin toksi¢no djeluju na organizam, a metaboliziraju se u jetri djelovanjem
dva enzimska kompleksa: monoamin oksidaze (MAO) i1 diamin oksidaze (DAO). Etanol i
acetaldehid, spojevi prisutni u vinu, inhibiraju MAO 1 DAO, te, stoga, povecavaju toksi¢nost
navedenih amina (ten Brink i sur., 1990). Histamin ima jako vazodilatorno djelovanje §to moze
uzokovati znacajan pad krvnog tlaka. Ostali simptomi intoksikacije histaminom su povracanje,
proljev, glavobolje, crvenilo lica, svrbeZ i upala grla. Tiramin potice otpuStanje noradrenalina
zbog ¢ega ima vazokonstriktorno djelovanje. Osim s posljedicnim povecanjem arterijskog
tlaka, tiramin se povezuje i s napadajima migrene (Ancin-Azpilicueta i sur., 2008). S druge
strane, poliamini (putrescin, kadaverin, spermin i spermidin) su neophodni za regeneraciju tkiva
irast (Bardocz i sur., 1993). lako nisu toksi¢ni, poliamini mogu inhibirati enzime odgovorne za
razgradnju histamina i tiramina te pojacati njihovo toksi¢no djelovanje (Ancin-Azpilicueta 1
sur., 2008).

Visoka varijabilnost koncentracija biogenih amina u vinu, kao i potencijalni toksicni
ucinci na osjetljive pojedince, uzrok su zabrinutosti u mnogim drZzavama te su uloZeni brojni
napori za postizanjem bolje kontrole nad stvaranjem biogenih amina u procesu vinifikacije
(Costantini i sur., 2009; Del Prete i sur., 2009; Marques i su., 2008). Medutim, Europska Unija
(EU) jos uvijek nije definirala maksimalno dopustenu koncentraciju niti za histamin, ni za
tiramin. Razlog tome jest nedostatak pouzdanih farmakoloSkih podataka o kriticnim
koncentracijama amina koji stvaraju toksi¢ne u¢inke u razli¢itim populacijama, kao i nedostatak
spoznaja 0 mogu¢im drugim tvarima u vinu koje mogu otpustati endogeni histamin (Ancin-
Azpilicueta i sur., 2008; Konakovsky i sur., 2011). U nedostatku zakonske regulative, pojedini
autori predloZili su isticanje koncentracije histamina na etiketi vina kao korisnu smjernicu u
donoSenju odluke o konzumaciji tog vina za histamin intolerantne osobe (Ancin-Azpilicueta i

sur., 2008; Konakovsky i sur., 2011).

Okratoksin A  (7-(L-b-fenilalanil-karbonil)-karboksil-5-kloro-8-hidroksi-3,4-dihidro-3R-
metilizokumarin) je Siroko rasprostranjeni mikotoksin koji nastaje kao produkt sekundarnog
metabolizma nekoliko filamentoznih gljiva iz rodova Aspergillus i Penicillium. Pronaden je u
razli¢itim namirnicama, ukljucujuéi Zitarice, vino, grahorice, oraSaste plodove, zacine, suseno
voce, kavu, mlijeko, pivo, meso i sir. Najznacajniji proizvoda¢ OTA pronadenog u vinu i
drugim proizvodima od grozda je Aspergillus carbonarius (el Khoury i Atoui, 2010). Vino je,
nakon Zitarica, najzastupljeniji izvor OTA u ljudskoj prehrani (JECFA, 2007; SCOQOP, 2002).

Koncentracija OTA u vinu ovisi o klimi (osobito o temperaturi i relativnoj vlaznosti u

mjesecu prije berbe), o uvjetima uzgoja (ukljuc¢ujuéi uporabu fungicida), postotku oste¢enih
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bobica prije maceracije i vrsti maceracije (Marifio-Repizo i sur., 2017). Koncentracija OTA u
vinu obrnuto je proporcionalna geografskoj Sirini vinogradarske regije: nize geografske Sirine
podrucja uzgoja loze povezane su s ve¢om ucestalo$¢u pojave i viSim koncentracijama OTA u
vinu (Battilani i sur, 2006). Zbog produljenog kontakta izmedu kozZice groZzda i mosta, crna vina
sadrze vece koncentracije OTA. Ipak, otpustanje OTA prilikom maceracije nije potpuno i iznosi
otprilike 20% (Battilani 1 sur, 2003), dok fermentacija uzrokuje pad koncentracije OTA
vjerojatno zbog adsorpcije OTA na stijenkama kvaScevih stanica (Bejaoui 1 sur., 2004).
Dokazano je nefrotoksi¢no, neurotoksi¢no, hepatotoksi¢no, teratogeno, imunotoksi¢no
i kancerogeno djelovanje OTA (el Khoury i Atoui, 2010). OTA je klasificiran kao moguci
humani karcinogen (grupa 2B) (IARC, 1993). Prisutnost OTA u krvi zdravih osoba dokazuje
kontinuiranu 1 Siroko rasprostranjenu izloZenost (Russo 1 sur., 2016) zbog ¢ega je Europska
agencija za sigurnost hrane (engl. EFSA — European Food Safety Agency) 2006. g. utvrdila
prihvatljivi tjedni unos (engl. TWI - Tolerable Weekly Intake) od 120 ng OTA/kg tjelesne mase.
U EU, maksimalna dozvoljena koncentracija OTA u vinu iznosi 2 pg/kg (Uredba 1881/2006).

2.2. Instrumentalne tehnike u analizi vina

2.2.1. Spektrofotometrijske metode

Spektrofotometrija je kvantitativno mjerenje refleksijskih ili transmisijskih osobina
tvari kao funkcija valne duljine, a obuhvaca mjerenja u vidljivom (Vis), ultravioletnom (UV) i
infracrvenom (IR) dijelu spektra. Apsorpcijom svjetlosti, elektroni u molekuli analita prelaze
iz nepobudenog u pobudeno stanje. Dio molekule, u kojoj je priblizno lokaliziran elektronski
prijelaz odgovoran za dobivenu spektralnu vrpcu, naziva se kromofor. Intenzitet mjerenog
signala u UV/Vis spektru ovisi o tri bitna faktora: koncentraciji analita, duljini puta zrake kroz
otopinu (debljini kivete) te efikasnosti kromofora molekule analita da apsorbira svjetlost koja
se propusta. Kvantifikacija se temelji na Lambert-Beerovom zakonu, prema kojem je apsorpcija
izravno proporcionalna koncentraciji analita i Sirini kivete:
A =-logio(Io/Iy) = &cl
gdje je A apsorbancija, Ip intenzitet upadnog zracenja, I; intenzitet propustenog zracenja, c
molarna koncentracija analita, | debljina kivete, a € je molarni apsorpcijski koeficijent. Molarni
apsorpcijski koeficijent je konstanta karakteristicna za spoj i prijelaz elektrona koji se odvija
prilikom pobude apsorpcijom, a ukoliko je nepoznat, koncentracija nepoznatog analita

izraCunava se izradom kalibracijske krivulje metodom vanjskog standarda.
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2.2.1.1. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta

FRAP metodu (engl. Ferric Reducing Antioxidant Power) razvili su Benzie i Strain
(1996). Metoda se temelji na reakciji redukcije Zuto obojenog kompleksa Zeljezo — 2,4,6-tri(2-
piridil)-s-triazina (TPTZ), pri ¢emu nastaje plavo obojeni produkt. Redoks potencijal reakcije
Fe(IlT)/Fe(Il) iznosi 0,77V i svi spojevi s nizim redoks potencijalom sudjelovat ¢e u reakciji
redukcije Zeljeza te tako doprinijeti kona¢nom rezultatu antioksidacijskog kapaciteta.
Redukcija se prati mjerenjem promjene apsorbancija pri 595 nm. Rezultati se izraZzavaju kao
mmol/L FeSOs.

DPPHe metoda temelji se na uporabi stabilnog 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPHe)
radikala. DPPHe radikal zbog nesparenog elektrona postiZe apsorpcijski maksimum u vidljivom
dijelu spektra (517 nm) i ljubicaste je boje. Prilikom sparivanja nesparenog elektrona DPPHe s
vodikom antioksidansa nastaje reducirani oblik DPPH-H pri ¢emu dolazi do promjene boje iz
ljubicaste u Zutu. Promjena boje u stehiometrijskom je odnosu s brojem sparenih elektrona
(Prior i sur., 2005). Rezultati se izrazavaju kao mmol/L Trolox ekvivalenta antioksidacijskog
kapaciteta (eng. TEAC — Trolox equivalent antioxidant capacity). TEAC se definira kao
koncentracija otopine, izraZzene u mmol/L, u vodi topljivog analoga vitamina E, Troloxa (6-
hidroksi-2,5,6,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska kiselina) ekvivalentnog antioksidacijskog

kapaciteta kao i 1 mmol/L analiziranog fenolnog spoja.

2.2.1.2. Odredivanje ukupnih fenola

Odredivanje ukupnih fenola temelji se na kolorimetrijskoj reakciji Folin-Ciocalteau
reagensa s odgovaraju¢im reduciraju¢im agensom (Singleton 1 Rossi, 1965). Folin-Ciocalteu
reagens je smjesa fosfovolframove i fosfomolibdene kiseline koja reagira s fenoksid ionom iz
uzorka, pri ¢emu se Folin-Ciocalteu reagens reducira do plavo obojenih volframovih i
molibdenovih oksida. Intenzitet proizaSle plave boje proporcionalan je koncentraciji

antioksidansa.
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2.2.2. Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti

Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. HPLC — high performance
liquid chromatography) je tehnika u analitickoj kemiji koja se koristi za odjeljivanje,
identifikaciju 1 kvantifikaciju komponenata u smjesi. HPLC sustav se sastoji od rezervoara
mobilne faze, otplinjaca (engl. degaser) mobilne faze, pumpe, autouzorkivaca (engl.
autosampler) s injektorom, pec¢nice s kolonom, detektora i raCunalnog programa za obradu
podataka. Mobilna faza se pumpa kroz sustav i sa sobom nosi injektiran uzorak. Komponente
uzorka odjeljuju se u kromatografskoj koloni na osnovu njihove razliite interakcije sa
stacionarnom (punilom u koloni) i mobilnom fazom te detektiraju na detektoru. Najc¢esci nacin
klasifikacije razlicitih inacica ove tehnike zasniva se na mehanizmu retencije, tj. na nacinu
interakcije izmedu analita i stacionarne faze. Prema ovom principu, tekuc¢inska kromatografija
moze se podijeliti na adsorpcijsku, razdjelnu, kromatografiju isklju¢enjem na osnovi veli€ine
Cestica (engl. size-exclusion chromatography), afinitetnu 1 ionsko-izmjenjivacku
kromatografiju. Razdjelna kromatografija (engl. partition chromatography) je najcesce
upotrebljavana HPLC tehnika u prehrambenoj industriji, a zasniva se na kompeticiji za
neutralne analite izmedu teku¢e mobilne faze i neutralne tekuée stacionarne faze. Zbog
nestabilnosti tekuce stacionarne faze, prava razdjelna kromatografija se u praksi rijetko koristi.
Umjesto toga, razvijene su tzv Cig kolone u kojima se dugacki alkilni lanci ponasaju poput
tekuc¢ine. Drugim rije¢ima, proces razdvajanja se smatra razdjelnim kada otopljena tvar — analit
prelazi iz obujma jedne faze u obujam druge faze te je unutar svake faze molekula otopljene
tvari u potpunosti okruzena molekulama jedne faze.

Kod razdjelne kromatografije, zadrzavanje analita ovisi o medudjelovanju otopljenih
komponenti i stacionarne faze koja moze biti posljedica stvaranja vodikovih veza, van der
Waalsovih veza te elektrostatskih i hidrofobnih interakcija, kao 1 kombinacije istih. S obzirom
na navedeno, razdjelna kromatografija se moZe provesti: kao kromatografija s normalnom
fazom (engl. normal phase chromatography) i kao kromatografija s obrnutom fazom (engl.
reversed phase chromatography). Kod kromatografije s normalnom fazom razdvajanje se odvija
izmedu stacionarne faze (npr. silikagela) koja je polarnija od mobilne faze (npr. n-heksana). U
takvim ¢e se procesima polarne molekule jaCe vezati za stacionarnu fazu pa ¢e se manje polarne
komponente brze eluirati iz kolone. Kod kromatografija s obrnutom fazom punilo je na bazi
silikata s vezanim n-alkilnim (nepolarnim) lancima koji stupaju u interakciju s uzorkom.
Mobilna faza je polarnija od stacionarne, a obi¢no ukljucuje smjesu vode i nekog organskog

otapala (npr. metanola ili acetonitrila). U takvim ¢e se procesima nepolarne molekule jace
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vezati za stacionarnu fazu pa ¢e se polarne komponente brze eluirati iz kolone. Kromatografija
s obrnutom fazom nasla je Siroku primjenu u farmaceutskoj industriji, prehrambenoj industriji,
zastiti okoliSa i forenzici: u analizi antibiotika, steroida, aminokiselina, proteina, ugljikohidrata,
lipida, umjetnih sladila, konzervansa, antioksidansa, boja, aflatoksina, pesticida, herbicida,
droga i njihovih metabolita.

Detektori, koji se upotrebljavaju u tekucinskoj kromatografiji visoke djelotvornosti,
mogu se podijeliti na selektivne detektore, koji mjere fizikalna ili kemijska svojstva analita, te
na univerzalne detektore koji mjere razliku izmedu fizikalnog svojstva mobilne faze koja sadrzi
otopljeni analit u odnosu na Cistu mobilnu fazu. Apsorpcijski detektori (engl. absorption
detectors), detektori fluorescencije (engl. fluorescence detectors), elektrokemijski detektori
(engl. electrochemical detectors) 1 maseni spektrometri (engl. mass spectrometry detectors) su
selektivni detektori, dok se u univerzalne ubrajaju detektori refrakcijskog indeksa (engl.
refractive index detectors) i detektori rasprsenja svjetlosti (engl. light scattering detectors).

Maseni spektrometar je detektor koji omogucuje razdvajanje iona na osnovu omjera
njihove mase i1 naboja (m/z). Da bi se uzorak mogao analizirati, analite u njemu potrebno je
ionizirati. lonizacija se moZe provesti na razli¢ite nacine, primjerice bombardiranjem
elektronima. Proces ionizacije moZe dovesti do raspada molekule na manje ionizirane
fragmente. Ovi ioni zatim se ubrzavaju u elektromagnetskom polju te se razdvajaju tako Sto
ioni istog omjera mase i naboja (m/z) jednako skrecu s pocetne putanje te se na taj nacin
odvajaju od iona drugih omjera mase i naboja. Kvadrupolni filteri masa selektivno stabiliziraju
ili destabiliziraju putanju iona te tako u odredenom vremenu omogucuju prolaz iona samo
odredenog omjera mase i naboja kroz filter. Nakon prolaska kroz filter, ioni udaraju u detektor
koji mjeri naboj ili struju koja nastaje kada ion prode uz ili udari u povrSinu detektora. Rezultati
se prikazuju u obliku spektra relativne ucestalosti detektiranih iona kao funkcije odnosa mase i
naboja. Osim kvantifikacije, ovaj detektor omogucuje i pouzdanu identifikaciju atoma i
molekula bilo usporedbom pronadene mase s poznatim masama, bilo usporedbom pronadenog

fragmentacijskog uzorka s poznatim tipicnim fragmentacijskim uzorcima.

2.2.3. Atomska apsorpcijska spektrometrija

Atomska apsorpcijska spektrometrija (engl. AAS — atomic absorption spectrometry) je
analiticka tehnika za kvantitativno odredivanje kemijskih elemenata koja se temelji na
apsorpciji svjetlosti slobodnih atoma. Apsorpcijom svjetlosti, elektroni u atomima analita

prelaze iz niZeg u viSe energetsko stanje. Selektivnost metode omogucena je specificno$cu
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valne duljine apsorbirane svjetlosti (koli¢ine apsorbirane svjetlosti) za odredeni prijelaz
elektrona u odredenom elementu tj. valna duljina apsorbirane svjetlosti karakteristi¢na je za
pojedini element. Kvantifikacija elemenata provodi se uporabom Lambert-Beerovog zakona
kojim se apsorbancija (omjer intenziteta svjetlosti bez prisutnosti analita i intenziteta svjetlosti
uz prisutnost analita) dovodi u vezu s koncentracijom analita. Prije analize, uzorke je potrebno
atomizirati, tj. atome u uzorku prevesti u slobodno plinovito stanje. NajceS¢e upotrebljavani
atomizatori su plameni i1 elektrotermalni atomizatori. Plameni atomizatori za atomizaciju
koriste visoku toplinu plamena (2300°C za plamen nastao gorenjem acetilena u zraku). To su
najceS¢e upotrebljavani i vrlo robustni atomizatori, neSto slabije osjetljivosti u odnosu na
elektrotermalne atomizatore. Tekuéi uzorak se aspirira, rasprSuje u sitne kapljice i uvodi u
plamen. Toplina plamena odgovorna je za suSenje, vaporizaciju i atomizaciju uzorka. Tipi¢no
mjerno podrucje za plamene atomske apsorpcijske spektrometre (engl. FAAS — flame atomic

absorption spectrometry) je od nekoliko stotina pg/L do nekoliko stotina mg/L.

2.2.4. Masena spektrometrija s induktivno spregnutom plazmom

Maseni spektrometar s induktivno spregnutom plazmom (engl. ICP MS - inductively
coupled plasma mass spectrometer) je selektivna i1 osjetljiva tehnika koja omogucuje
istovremenu detekciju i kvantifikaciju svih elemenata u periodnom sustavu osim onih koji
saCinjavaju atmosferske plinove (O, C, N) te onih koji se ne mogu ionizirati argonom (He, Ne
1 F) (Meija i Caruso, 2004). Osnovne komponente ICP MS-a su: sustav za stvaranje sitnih
kapljica (engl. nebuliser), sustav za odvajanje najsitnijih kapljica (engl. spray chamber), sustav
za stvaranje plazme (engl. plasma torch), konusne pregrade koje odvajaju dio sustava pod
vakuumom od sustava u kojem je atmosferski pritisak (engl. interface cones), komora pod
vakuumom (engl. vacuum chamber), ionski opticki sustav, analizator masa i1 detektor. Tekuci
uzorak pumpa se u nebulizer, gdje se uz pomo¢ argona rasprSuje u sitne kapljice, nakon ¢ega
se krupnije kapljice odvajaju u tzv. spray chamber i odlaze u otpad, dok se sitne kapljice
transportiraju u tzv. plasma torch. Plasma torch se sastoji od koncentri¢no postavljenih kvarcnih
cijevi u kojima se proizvodi plazma pri visokim temperaturama (7000-10000 K). Plazma se
stvara tangencijalnim djelovanjem magnetskog polja na argon, koji proti¢e kroz plasma torch,
Sto dovodi do njegove ionizacije. Nastala plazma predstavlja ionski izvor koji razgraduje uzorak
do njegovih sastavnih elemenata te ih potom ionizira. Ioni se prolaskom kroz maseni
spektrometar odvajaju u elektromagnetskom polju s pomocu kvadrupolnih filtara na osnovu

omjera mase 1 naboja. Udarom u detektor, koji se najceSc¢e sastoji od metalnih dinoda, ioni se
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pretvaraju u elektrone koji se u kaskadi udara u dinode multipliciraju i prevode u elektri¢ni
signal koji se potom obraduje pomocu racunalnog programa. ICP MS odlikuje se velikim

dinamickim rasponom (ovisno o elementu) od nekoliko ng/L do viSe desetaka mg/L.

2.3. Multivarijantne statisticke metode u analizi vina

Proizvodnja vina sloZen je proces koji zahtijeva pomno pracenje kemijskih i fizikalnih
svojstava kako sirovine, tako i gotovog proizvoda. SprjeCavanje patvorenja vina, potvrda
geografskog podrijetla groZda te prac¢enje procesnih parametara vazni su zadatci u laboratoriju
za kontrolu kvalitete vina. Suvremene instrumentalne analiticke tehnike omogucéuju
prikupljanje velikog broja podataka po jednom uzorku tj. stvaranje velikih skupova podataka.
Za analizu odnosa izmedu velikog broja varijabli upotrebljavaju se multivarijantne statisticke

metode.

2.3.1. Analiza glavnih komponenata

Analiza glavnih komponenata (engl. PCA — principal component analysis) je najcesce
upotrebljavana multivarijantna metoda kojom se matriks opservacija medusobno vjerojatno
koreliranih varijabli transformira u novi set nekoreliranih varijabli, tzv. glavnih komponenata.
Drugim rije¢ima, PCA stvara linearne kombinacije varijabli kojima se opisuje originalni
matriks podataka (Cozzolino i sur., 2009), tzv. glavne komponente. Projekcijom podataka na
glavne komponente dobivaju se njihove koordinate, tzv. score podataka. PCA maksimizira
varijancu score-ova, a minimizira tzv. rezidualnu varijancu. Prva glavna komponenta je ona
kojom se obuhvaca najvise varijabilnosti u setu podataka, dok svaka sljedeéa takoder obuhvaca
najviSe varijabilnosti u setu podataka, pod uvjetom da je okomita na prethodne komponente.
Znacajnost svake komponente moze se odrediti pomocu svojstvene vrijednosti
(eigenvrijednosti) korelacijskog matriksa seta podataka: veca eigenvrijednost oznaava
znacajniju glavnu komponentu.

Za potrebe karakterizacije vina, PCA smanjuje multidimenzionalnost seta podataka
stvaraju¢i manji broj glavnih komponenata i otkriva moguce grupiranje uzoraka obzirom na

sortu, godiSte berbe i geografsko podrijetlo.
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2.3.2. Kanonicka diskriminacijska analiza

Kanonicka diskriminacijska analiza (engl. CDA — canonical discriminant analysis) je
multivarijantna statisticka metoda za smanjivanje multidimenzionalnosti seta podataka. CDA
omogucuje utvrdivanje onih varijabli iz niza varijabli koje rade razliku medu viSe od dviju
prirodno formiranih grupa. Cilj analize je formiranje tzv. kanonickih diskriminacijskih funkcija
koje najbolje razdvajaju grupe, a od kojih je svaka neovisna o ostalima tj. njihovi doprinosi
razlikovanju grupa se medusobno ne preklapaju. Kanonicka diskriminacijska funkcija je
linearna kombinacija kvantitativnih varijabli iz originalnog seta koji ima s jedne strane jednu
klasifikacijsku (grupnu) zavisnu varijablu u tri ili viSe razina, a s druge strane nekoliko
nezavisnih kvantitativnih varijabli. Nastale kanonicke diskriminacijske funkcije imaju najvecu
mogucu viSestruku korelaciju sa zavisnim varijablama (grupama). Koeficijenti u linearnoj
kombinaciji izvornih varijabli su tzv. kanonicki koeficijenti koji izrazavaju doprinos svake
pojedine varijable diskriminacijskoj funkciji tj. Sto je veci koeficijent, to je veci doprinos
odredene varijable razlikovanju grupa (Matthew i sur., 1994).

Za potrebe klasifikacije vina, CDA smanjuje multidimenzionalnost seta podataka
stvaraju¢i manji broj novih varijabli (linearnih funkcija originalnih varijabli) koje najbolje

razdvajaju vina obzirom na unaprijed definirane grupe: sortu, regiju, ZOI i godiste berbe.
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3.0 MATERIJALI I METODE
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3.1. Materijali

3.1.1. Uzorci

Komercijalni uzorci crnog vina u staklenim bocama od 0,75 L, svi sa zaSticenom
oznakom izvornosti (ZOI), kupljeni su na trZiStu Republike Hvatske. Ukupno je prikupljeno
110 uzoraka vina proizvedenih od 7 sorti (3 autohtone i 4 internacionalne), iz 5 godiSta berbe
(2011.-2015.) 1 sa 7 ZOI. Sadrzaj etanola prema informacijama s etiketa kretao se u rasponu od
11 do 16% (v/v). Uzorcima su dodijeljene oznake od 3 znaka: prvi znak oznacava sortu, drugi
godinu berbe, a tre¢i ZOl. Lista oznaka prikazana je u Tablici 5. Klasifikacija vina prema sorti,

godiStu berbe 1 ZOI prikazana je u Tablici 6.

Tablica 5. Lista oznaka za uzorke vina.

Sorta Oznaka | Godina berbe Oznaka 701 Oznaka
Babié B 2011. 1 Dalm. zagora Z
Cabernet Sauvignon C 2012. 2 Dingac C
Frankovka F 2013. 3 Hrv. Istra I
Merlot M 2014. 4 Hrv. Podunavlje P
Pinot crni N 2015. 5 Sj. Dalmacija D
Plavac mali P Slavonija S
Teran T Sr. 1j. Dalmacija J
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Tablica 6. Klasifikacija uzoraka vina prema sorti, regiji, ZOI i godiStu berbe.

3.0 Materijali i metode

Sorta Regija 701 Godiste Br. uzoraka
berbe po godistu
Babié Primorska Hrvatska  Sj. Dalmacija 1-2-3-4-5 1-1-2-1-1
Cabernet Sauvignon  Ist. kont. Hrvatska Hrv. Podunavlje 3-4-5 2-1-2
Cabernet Sauvignon  Ist. kont. Hrvatska Slavonija 4-5 2-1
Cabernet Sauvignon  Primorska Hrvatska  Hrv. Istra 1-2-3-4-5 2-1-3-1-3
Cabernet Sauvignon  Primorska Hrvatska  Sj. Dalmacija 2 1
Cabernet Sauvignon  Primorska Hrvatska ~ Dalm. zagora 3 1
Frankovka Ist. kont. Hrvatska Hrv. Podunavlje 2-3-5 1-1-1
Frankovka Ist. kont. Hrvatska Slavonija 2-3-5 3-1-2
Merlot Ist. kont. Hrvatska Hrv. Podunavlje 1-2-3-4-5 1-1-1-1-2
Merlot Ist. kont. Hrvatska Slavonija 2-5 1-2
Merlot Primorska Hrvatska ~ Hrv. Istra 2-3-4-5 1-5-1-2
Merlot Primorska Hrvatska  Sj. Dalmacija 3 1
Merlot Primorska Hrvatska ~ Dalm. zagora 3-4-5 2-1-2
Merlot Primorska Hrvatska  Sr. i j. Dalmacija 1-4-5 1-1-1
Pinot crni Ist. kont. Hrvatska Hrv. Podunavlje 2-5 2-2
Pinot crni Ist. kont. Hrvatska Slavonija 2-3 1-1
Plavac mali Primorska Hrvatska  Sr. i j. Dalmacija 3-4-5 7-9-11
Plavac mali Primorska Hrvatska ~ Dingac 3-5 3-2
Teran Primorska Hrvatska ~ Hrv. Istra 1-2-3-4-5 1-2-2-1-4
3.1.2. Kemikalije

3.1.2.1. Antioksidacijski kapacitet

- natrijev acetat trihidrat, p.a. — Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD

- zeljezov(Il) klorid, p.a. — Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD

- zeljezov(Il) sulfat heptahidrat, p.a. - Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD

- metanol (MeOH), p.a. — Merck, Darmstadt, Njemacka

- 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPHe) — Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD

- 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina (Trolox) — Sigma-Aldrich, St.

Louis, MO, SAD

- 2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazin (TPTZ) — Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD
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3.1.2.2. Ukupni fenoli

- natrijev karbonat, p.a. - Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD
- Folin-Ciocalteu-ov reagens — Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD

3.1.2.3. Pojedina¢ni fenoli

- metanol (MeOH), nivo ¢istoce: za HPLC — Merck, Darmstadt, Njemacka

- tetrahidrofuran (THF), nivo Cistoc¢e: za HPLC — Merck, Darmstadt, Njemacka
- trifluoroctena kiselina (TFA), nivo ¢isto¢e: za HPLC — Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD
- kloridna kiselina, p.a. — Merck, Darmstadt, Njemacka

- etil-acetat (EtAc), p.a. — Merck, Darmstadt, Njemacka

- galna kiselina — Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD

- trans-resveratrol, >99% — Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD

- miricetin — Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD

- kvercetin — Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD

- kaempferol — Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD

- hidroksitirosol — Extrasynthese, Genay, Francuska

- tirosol - Extrasynthese, Genay, Francuska

- katehin - Extrasynthese, Genay, Francuska

- vanilinska kiselina - Extrasynthese, Genay, Francuska

- ferulinska kiselina - Extrasynthese, Genay, Francuska

- rutin - Extrasynthese, Genay, Francuska

3.1.2.4. Melatonin

- acetonitril (AcN), nivo Cistoce: za LC MS — Merck, Darmstadt, Njemacka
- metanol (MeOH), nivo ¢istoc¢e: za LC MS — Merck, Darmstadt, NJemacka
- mravlja kiselina, nivo ¢isto¢e: za LC MS

- melatonin — Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD

3.1.2.5. Makroelementi, mikroelementi i elementi u tragovima

- nitratna kiselina, Suprapur — Merck, Darmstadt, Njemacka

- multielementna standardna otopina — Perkin Elmer, Waltham, MA, SAD
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- deionizirana voda - Siemens UltraClear (Siemens Water Technologies Corp,

Warrendale, PA, SAD).

3.1.2.6. Biogeni amini

- acetonitril (AcN), nivo Cistoce: za HPLC — Merck, Darmstadt, Njemacka
- perklorna kiselina, p.a. — Merck, Darmstadt, Njemacka

- aceton, p.a. — Merck, Darmstadt, Njemacka

- natrijev hidroksid, p.a. — Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD

- natrijev hidrogenkarbonat, p.a. — Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD
- otopina NH3, 25% - Kemika, Zagreb

- putrescin — Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD

- kadaverin — Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD

- histamin — Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD

- tiramin — Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD

- dansil klorid — Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD

- 1,7- diaminoheptan — Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD

3.1.2.7. Okratoksin A

- acetonitril (AcN), nivo Cistoce: za HPLC — Merck, Darmstadt, Njemacka

- octena kiselina (HAc), p.a. — Merck, Darmstadt, Njemacka

- natrijev klorid, p.a. - Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD

- natrijev hidrogenkarbonat, p.a. — Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD

- polietilen glikol 8000 (PEG 8000) — Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD

- okratoksin A, 10 pg/mL u acetonitrilu — Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD

3.1.3. Plinovi

- argon 6.0 — Messer, Austrija

- acetilen — Messer, Austrija
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3.2. Metode

Ukupni SO, pH-vrijednost i etanol odredeni su metodama opisanim u sluzbenom
glasilu Europske unije (EU) (European Commission Regulation (EC) No 2676/1990).

pH-vrijednosti izmjerene su Mettler Toledo MP220 pH-metrom (Mettler Toledo,
Columbus, OH, SAD). Spektrofotometrijska mjerenja izvrSena su PerkinElmer Lambda 25

UV/Vis spektrofotometrom (PerkinElmer Instruments, Waltham, MA, SAD).

3.2.1. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta
3.2.1.1. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta FRAP metodom

Vino je razrijedeno destiliranom vodom u omjeru 1:50. FRAP reagens pripremljen je
neposredno prije analize dodatkom 50 mL acetatnog pufera (0,3 mol/L Na-acetat, pH 3,6), 5
mL otopine TPTZ (10 mmol/L) i 5 mL otopine FeCls; (20 mmol/L), (omjer 10:1:1). U reakcijsku
posudu je redom otpipetirano 480 uL destilirane vode, 160 puL razrijedenog uzorka vina i 4160
uL FRAP reagensa. U slijepu probu je umjesto uzorka dodana destilirana voda. Nakon
mijeSanja te termostatiranja 5 minuta na 37 °C, izmjerena je apsorbancija pri 595 nm (Benzie i
Strain, 1996; Muselik et al., 2007).

Kalibracijski pravac izraden je uz pomo¢ FeSO4x7H>O kao referentnog materijala u

rasponu od 0,125 to 2,000 mmol/L.

3.2.1.2. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH* metodom

DPPHe metoda je provedena prema Radovanovi¢ i sur. (2010) uz modifikaciju. Vino je
razrijedeno destiliranom vodom u omjeru 1:50. U reakcijsku posudu otpipetirano je 1880 puL
metanola, 50 puL razrijedenog uzorka vina i 120 uLL metanolne otopine DPPHe (1 mmol/L).
Reakcijske posude stajale su u mraku na sobnoj temperaturi tijekom 20 minuta nakon ¢ega je
izmjerena apsorbancija pri 517 nm, uz metanol kao slijepu probu.

Kalibracijski pravac izraden je pomocu Trolox-a kao referentnog materijala, u rasponu

od 0 do 0,21 mmol/L TEAC.

3.2.2. Odredivanje ukupnih fenola

Odredivanje ukupnih fenola je provedeno prema metodi koju su opisali Yoo i sur. (2011)

uz modifikaciju. Vino je razrijedeno s destiliranom vodom u omjeru 1:5. Folin-Ciocalteu
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reagens je razrijeden s destiliranom vodom u omjeru 1:2 neposredno prije mjerenja. U
reakcijsku posudu otpipetirano je 40 uL razrijedenog uzorka vina, 3160 uL destilirane vode i
200 pL Folin-Ciocalteu reagensa. Nakon mijeSanja, dodano je 600 pL otopine Na,CO3 (200
g/L). Slijepa proba pripremljena je na isti nacin, uz dodatak destilirane vode umjesto uzorka.
Nakon inkubacije na 40 °C tijekom 30 minuta, izmjerena je apsorbancija pri 765 nm.
Kalibracijski pravac izraden je pomocu galne kiseline kao referentnog materijala u

rasponu od 0 do 500 mg/L ekvivalenata galne kiseline (eng. GAE — gallic acid equivalent).

3.2.3. Odredivanje pojedinacnih fenolnih spojeva

Koncentracije galne kiseline, kaempferola, kvercetina, miricetina, rutina, trans-
resveratrola, hidroksitirosola, tirosola, katehina, vanilinske i ferulinske kiseline odredene su
visokodjelotvornom tekuc¢inskom kromatografijom (eng. HPLC — high performance liquid
chromatography), pomo¢u HPLC Thermo Ultimate 3000 System (ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, SAD) (Slika 4) opremljenog UV/Vis detektorom s mogu¢noscu istovremenog
mjerenja apsorpcije svjetlosti 4 razlicite valne duljine. Uzorci su analizirani nakon ekstrakcije
tekuce-tekuce s etil-acetatom (Vrcek i sur., 2011). Vino je zakiseljeno s 0,1 mol/L HCI do pH-
vrijednosti 2,0. Zatim je 5 mL zakiseljenog vina ekstrahirano s 3 puta po 5 mL etil-acetata u
lijevku za odjeljivanje. Organski ekstrakti odvojeni su od vodene faze, spojeni i upareni do
suhog na rotacijskom uparivacu (HEI-VAP, Heidolph Instruments GmbH & CO. KG,
Schwabach, Njemacka). Suhi ekstrakt otopljen je u 1 mL metanola, a alikvot od 10 uL injektiran
je u HPLC. Za separaciju je koriStena kromatografska kolona Lichrospher 100 RP-18 (250 mm
X 4 mm, 5 pum) s pretkolonom Lichrospher 100 (4x4 mm, 5 pm) (Santa Clara, CA, SAD) uz
mobilnu fazu sastavljenu od dvije komponente: (A) H>O : THF : TFA (98 :2:0,1) 1 (B) MeOH
: THF : TFA (98 : 2 : 0,1). Spojevi su odijeljeni na kromatografskoj koloni uz gradijentno
eluiranje: 17 % B 0-2 min; 17-25 % B 2-7 min; 25-35 % B 7-15 min; 35-50 % B 15-22 min;
50-90 % B 22-27 min; 90-100 % B 27-30 min; 100 % B 30-37 min; 100-17 % B 37-47 min, pri
protoku od 1 mL/min i stalnoj temperaturi od 25°C. Vanilinska kiselina je detektirana pri valnoj
duljini od 250 nm, galna kiselina, katehin, hidroksitirosol i tirosol pri valnoj duljini od 280 nm,
ferulinska kiselina i trans-resveratrol pri 305 nm, a kaempferol, kvercetin, miricetin i rutin pri
370 nm. TraZeni spojevi identificirani su usporedbom njihovog retencijskog vremena s

retencijskim vremenom c¢istog standarda i kvantificirani su metodom vanjskog standarda.
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Slika 4. Visokodjelotvorni tekucinski kromatograf (HPLC) ThermoUltimate 3000 (vlastita
fotografija).

3.2.4. Odredivanje melatonina

Melatonin je analiziran pomocu sustava tekuc¢inskog kromatografa Eksigent Ekspert
UltraLLC 110 (ABSciex, Framingham, MA, SAD) i tandem masenog spektrometra s elektrospre;j
ionizacijom (engl LC/ESI-MS/MS - liquid chromatography/electrospray ionisation-tandem
mass spectrometer) AB Sciex 4500 (ABSciex, Framingham, MA, SAD) (Slika 5). Uzorci vina
razrijedeni su u smjesi metanol:voda (50:50) u omjeru 1:5, a volumen od 20 pL injektiran je u
tekucinski kromatograf (Kocadagli i sur., 2014). Za separaciju je koriStena kromatografska
kolona Kinetex C18 (100 mm x 2,1 mm, 2,6 um) (Phenomenex, Torrance, CA, SAD) pri stalnoj
temperaturi od 40 °C. Mobilna faza u sastavu: A) 0,1 % mravlja kiselina u vodi i B) acetonitril
koriStena je za eluiranje melatonina uz gradijent: 10 % B 0-2 min; 10-40 % B 2-3 min; 40-90
% B 3-8,5 min; 90 % B 8,5-9,5 min; 90-10 % B 9,5-10,5 min; 10 % B 10,5-12 min, uz protok

0,15 mL/min. Parametri masenog detektora navedeni su u Tablici 7 (Stiirtz i sur., 2011).
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Tablica 7. Parametri MS detektora za analizu melatonina.

MS parametar Vrijednost
Ionizacija pozitivna
Napon ionskog spreja (engl. ion spray potential) -5500 V
Plinska zavjesa (engl. curtain gas) 35 psi
Temperatura plina za suSenje (engl. dry gas) (N») 350°C
Protok N, 6 L/min
GS1 60
GS2 60
Napon razbijanja skupina (engl. declustering potential) 20V
Ulazni napon (engl. entrance potential) 10V
Rasprsivac (engl. nebulizer) 20 psi
Raspon skeniranja m/z 150,00-800,00

Pracenje viSestrukih reakcija (engl. MRM - multiple reaction monitoring) je
primjenjeno kod pracenja iona prekursora i iona produkata u prvom i tre¢em kvadrupolu.
Praceni su prijelazi melatonina 233,2/216,2; 233,2/174,1 i 233,2/159,1, uz odgovarajuce
kolizijske energije: +14 V; +18 V 1 +35 V. Prijelaz 233,2/174,1 koriSten je za kvantifikaciju
melatonina; prijelaz 233,2/159,1 koriSten je za potvrdu identifikacije melatonina; prijelaz

233,2/216,2 koristen je za kvantifikaciju izomera melatonina (triptofan etilestera).

Slika 5. Tekucinski kromatograf s tandem masenim spektrometrom (LC MS MS) ABSciex

4500 (vlastita fotografija).
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3.2.5. Odredivanje makroelemenata, mikroelemenata i elemenata u tragovima

Mikroelementi i elementi u tragovima analizirani su pomo¢u masenog spektrometra s
induktivno spregnutom plazmom NexION 300X (PerkinElmer Instruments, Waltham, MA,
SAD) (Slika 6), dok su makroelementi analizirani atomskim apsorpcijskim spektrometrom s
plamenom tehnikom AAS800 (PerkinElmer Instruments, Waltham, MA, SAD). Uzorci su
prethodno razoreni u mikrovalnoj pe¢nici Anton Paar Multiwave 3000 (Anton Paar GmbH,
Graz, Austrija) opremljenoj s teflonskim tlaCnim posudama. 2,5 mL vinai 2,5 mL koncentrirane
HNO3 otpipetirano je u teflonske posude te, nakon razaranja u mikrovalnoj peéi i hladenja,
kvantitativno prebaceno u tikvice od 50 mL i nadopunjeno deioniziranom vodom do oznake.
Teflonske posude su prethodno isprane s HNOs, a svo koristeno plasti¢no i stakleno posude
potopljeno je u HNO3 najmanje 24 h te zatim temeljito isprano deioniziranom vodom kako bi
se izbjegla kontaminacija. Uvjeti razaranja u mikrovalnoj pecnici te analize na instrumentu
prikazani su u Tablicama 8 i 9 (Geana i sur., 2013). Elementi su kvantificirani metodom
vanjskog standarda. Kalibracijski pravci su se sastojali od najmanje 6 kalibracijskih tocaka (ICP
MS), odnosno 5 kalibracijskih to¢aka (FAAS) dobivenih analizom multi-elementne standardne

otopine pripremljene u istom kiselom matriksu.

Tablica 8. Program razaranja uzoraka vina u mikrovalnoj pe¢i.

Korak Snaga quemez rampe Tla}i Temperatura (°C) Vrijeme za.drzavanja
(min) (psi) (min)

1. 600 10 800 180 20

2. Hladenje 15 min

Tablica 9. Parametri za odredivanje mikroelemenata i elemenata u tragovima u vinu.

a) Parametri instrumenta b) Parametri obrade podataka

RF snaga 1,6 kW Nacin mjerenja Peak hopping

Protok argona: Br. tocaka po vrsku 20

nebulizer 1L Br. skenova po replikatu 1

plasma 18 L Br. replikata po uzorku 3
Trajanje mjerenja po izotopu (ms) 50
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e

Slika 6. Maseni spektrometar s induktivno-spregnutom plazmom (ICP-MS) PerkinElmer

NexION 300x (vlastita fotografija).

3.2.6. Odredivanje biogenih amina

Koncentracije biogenih amina (histamina, kadaverina, putrescina i tiramina) odredene
su pomo¢u HPLC-a nakon derivatizacije s dansil kloridom (Preti i sur., 2015). Derivatizacija je
neophodna jer biogeni amini nemaju zadovoljavajucu apsorpciju ni u vidljivom, niti u UV dijelu
spektra, a takoder ne fluoresciraju. Alikvot od 50 pL derivatiziranog uzorka injektiran je u
HPLC Thermo Ultimate 3000 System (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, SAD). Za
separaciju je koriStena kromatografska kolona Lichrospher 100 RP-18 (250 mm x 4 mm, 5 um)
s pretkolonom Lichrospher 100 (4x4 mm, 5 um) (Santa Clara, CA, SAD) uz mobilnu fazu
sastavljenu od dvije komponente: (A) H2O 1 (B) AcN. Upotrijebljen je gradijent komponenti
mobilne faze: 50 % B 0-3 min; 50-90 % B 3-23 min; 90 % B 23-26 min; 90-50 % B 26-30 min;
50 % B 30-40 min, pri konstantnom protoku od 1,2 mL/min i temperaturi od 25 °C. UV/Vis
detekcija apsorpcije svjetlosti postavljena je na 254 nm. Biogeni amini su identificirani i

kvantificirani na isti nacin kao i pojedinacni fenolni spojevi.
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3.2.7. Odredivanje okratoksina A

OTA je odreden pomo¢u HPLC-a s fluorescentnom detekcijom Agilent 1260 (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, SAD) nakon prociS€avanja na imunoafinitetnoj koloni
(Visconti i sur., 1999). Uzorak od 10 mL vina razrijeden je s 10 mL destilirane vode koja je
sadrzavala 1% (w/v) PEG i 5% (w/v) NaHCOs3, promijesan i filtriran kroz filter sa staklenim
vlaknima (MN-GFI1, Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren, Njemacka). 10 mL
razrijedenog uzorka (koji odgovara volumenu od 5 mL vina) pro€i§¢en je na imunoafinitetnoj
koloni OchraTest (Vicam, Waters, Milford, MA, SAD) uz protok od otprilike 1 kap u sekundi.
Kolona je isprana prvo s 5 mL otopine koja je sadrzavala NaCl (2,5 %, w/v) i NaHCOs3 (0,5 %,
w/v), a zatim s 5 mL destilirane vode, uz protok od 1-2 kapi u sekundi. OTA je eluiran s 2 mL
metanola. Eluirani je ekstrakt uparen do suhog u struji dusSika pri 50 °C, rekonstituiran u 250
uL mobilne faze te je alikvot od 100 pL injektiran u HPLC. Za separaciju je koriStena
kromatografska kolona Lichrospher 100 RP-18 (250 mm x 4 mm, 5 um) s pretkolonom
Lichrospher 100 (4x4 mm, 5 um) (Santa Clara, CA, SAD). Mobilna faza sastojala se od AcN :
H>O : octena kiselina (99 : 99 : 2), protok je bio 1 mL/min. Valna duljina ekscitacije bila je 333
nm, a emisije 460 nm. OTA je identificiran usporedbom njegovog retencijskog vremena s

retencijskim vremenom ¢istog standarda te kvantificiran metodom vanjskog standarda.

3.3. Statisticka obrada podataka

Deskriptivna statistika ukljucivala je izraCun srednje vrijednosti, standardne devijacije,
varijance, raspona i koeficijenta varijacije za sve analizirane parametre. Jednosmjerna analiza
varijance (ANOVA) uz post-hoc Tukey HSD test upotrebljena je za utvrdivanje razlike izmedu
sorti, godiSta berbe 1 zaStienih oznaka izvornosti po svim istraZivanim parametrima. Razlike
izmedu vina podijeljenih s obzirom na tradicionalne oznake kvalitete ispitane su s t-testom.
Medu analiziranim parametrima provedena je korelacijska analiza te izraCunat Pearsonov
koeficijent korelacije. Analiza glavnih komponenti (PCA) provedena je kako bi se istrazilo te
objasnilo grupiranje uzoraka ovisno o njihovom antioksidacijskom kapacitetu, koncentraciji
ukupnih fenola, resveratrola, kvercetina, miricetina, kaempferola, hidroksitirosola, tirosola,
katehina, vanilinske kiseline, ferulinske kiseline, rutina, makro- i mikroelemenata te elemenata
u tragovima u odnosu na sortu, zaStiCenu oznaku izvornosti (ZOI) i godiSte berbe. Kanonicka
diskriminacijska analiza (CDA) provedena je kako bi se utvrdilo koje varijable prave razlike

medu unaprijed definiranim grupama: sortama, geografskim regijama, ZOI i godistima berbe,

46



DOKTORSKI RAD — Paula Zurga 3.0 Materijali i metode

tj kako bi se definirale nove varijable, tzv. kanonicke diskriminacijske funkcije koje najbolje
opisuju razlike medu grupama. Vjerojatnost p < 0,05 smatrana je statisticki znaCajnom.

Statistica 10.0 (Stat-Soft, Tulsa, OK, SAD) koriStena je za sve statisticke izracune.
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4.0 REZULTATI
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4.1. Kemijski parametri analiziranih crnih vina

Tablica 10. Osnovni parametri (etanol, SO>, pH-vrijednost), antioksidacijski kapacitet, ukupni
fenoli, pojedinacni fenolni spojevi, kontaminanti i elementi u analiziranim crnim vinima.

Srednja Minimum - . Standardna Koeficijent

vrijednost maximum Varijanca devijacija varijacije
Osnovni parametri:
etanol® 13,1 10,9 - 15,8 1 0,9 6,9
SO 82,8 16,0 — 286,0 2391 48,9 59,1
pH-vrijednost 3,5 3,0-39 0 0,2 4,6
jabuéna kiselina® 215,5 n.d. - 1927 73895 271,8 126,1
mlije¢na kiselina® 1800 519 - 3982 432930 658.,0 36,6
Antioksidacijski
kapacitet:
DPPHe* 10,5 33-214 13 3,6 34,2
FRAP! 24.8 13,0-48,6 50 7,0 28,4
Ukupni fenoli® 1969 522 —-3631 317495 563 28,6
Flavan-3-ol:
katehin® 38,7 15,5-173,1 169 13 33,5
Flavonoli:
kvercetin® 5.4 0,4-154 13 3,6 66,0
miricetin® 3.4 0,5-10,0 4 2,1 60,0
rutin® 1,0 0,04 -3,0 0 0,7 62,4
kaempferol® 0,3 0,02-1,1 0 0,2 73,6
Hidroksibenzojeve kis.:
galna kiselina® 41,9 12,6 — 87,5 179 13,4 31,9
vanilinska kiselina® 8,2 0,6 -16,5 10 3,2 38,7
Hidroksicinaminska kis.:
ferulinska kiselina® 2,7 0,6 -6,1 2,5 1,1 19,5
Stilben:
resveratrol® 1,9 0,1-44 1 0,8 43.8
Feniletanoidi:
tirosol® 42,5 19,6 — 66,6 100 10 23,5
hidroksitirosol® 2,8 0,9-4.8 1 0,7 26,7
Biogeni amini:
putrescin® 14,1 24-352 58 7,6 54,3
histamin® 5,3 0,2-21,2 27 5,2 98,7
tiramin® 3,6 0,2-21,1 20 4,4 122,7
kadaverin® 2,2 0,25-17,5 2 1,4 64,6
triptofan etilester’ 431 26 — 1568 87018 295 68,5
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Tablica 10. (nastavak) Osnovni parametri (etanol, SO», pH-vrijednost), antioksidacijski
kapacitet, ukupni fenoli, pojedina¢ni fenolni spojevi, kontaminanti i elementi u ispitivanim

crnim vinima.

Srednja Minimum - .. Standardna Koeficijent

vrijednost maximum Varijanca devijacija varijance
Okratoksin Af 0,040 0,003 - 0,163 0 0,036 92,1
Makroelementi:
K° 1056 449 - 1898 80764 284 26,9
Ca® 130 49,3 - 846 21933 148,1 113,7
Mgb 111 35,3-176,8 648 25,5 22,9
Na® 18,7 2,7-179.9 146 12,1 64,6
Mikroelementi:
Fef 4187 706 — 13245 6781797 2604 62,2
Mn’ 2092 373 -5195 1155472 1075 51,4
Alf 1020 20,7 - 4731 791461 890 87,3
Znf 520 124 - 1370 74972 274 52,7
Cuf 187 7.4 — 843 29535 172 91,7
Elementi u tragovima:
Nif 434 4,9-136 868 29,5 67,9
Pbf 28,1 0,5-151 1091 33,0 117,5
Crf 18,0 1,0 - 66,1 139 11,8 65,5
\A 5,2 2,5-36,5 39 6,2 120,5
Cof 3,1 1,0-14,9 9 3,0 96,9
Sef 1,6 1,0-7.8 2 1,2 76,7
Asf 1,5 0,5-7,7 3 1,7 115,0
Cdf 0,5 0,3-3,0 0 0,5 113,2

djzrazenu % v/v

bizraZen u mg/L

¢ jzraZzen kao mmol/L TEAC
djzrazen kao mmol/L FESO4
¢izrazen kao mg GAE/L

fizrazen u pg/L
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4.2. Klimatoloski podatci

Tablica 11. Prosjecne godiSnje temperature, prosje¢no dnevno trajanje osuncavanja i ukupna
godiSnja koli¢ina oborina za godine 2011.-2015. izraZene prema ZOI (prilagodeno prema

podatcima Drzavnog hidrometeoroloSkog zavoda).

Godina Dalm. Sjev. Sred. i j. Hrv. Hrv.
Dingad Slavonija
berbe zagora Dalmacija Dalmacija  Istra  Podunavlje
2011. 14,0 16,3 16,2 17,7 14,3 11,7 11,6
Prosje¢na 2012. 14,1 16,2 16,1 17,5 14,4 12,3 12,4
temperatura 2013. 13,6 16,1 159 17,4 14,3 12,1 11,9
0 2014. 14,1 16,1 16,5 17,6 15,1 12,8 12,6
2015. 13,9 16,1 16,3 17,7 14,7 12,6 12,5
Prosje¢no 2011. 7,3 7,6 7,7 7,6 7,4 5,9 5,6
dnevno 2012. 7,1 7,5 73 7,5 7,2 6,4 6,0
trajanje 2013. 6.4 73 6.9 7.4 6.5 5.5 5.1
osuncavanma g1y, 5.7 6,5 6.7 6.5 5.9 52 48
(h)
2015. 7,0 7,4 7,1 7,7 6,7 6,0 5,5
2011. 738 733 508 679 550 422 433
Ukupna
. 2012. 789 1311 921 878 711 599 640
kolic¢ina
. 2013. 1328 1887 1187 1202 1026 773 738
oborina
(mm) 2014. 1450 1606 1365 1330 1254 809 963
2015. 1061 1262 948 970 615 686 766
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Tablica 12. ProsjeCne mjesecne temperature, prosjecno dnevno trajanje osuncavanja i ukupna koli¢ina oborina za vegetacijske mjesece (travanj —

rujan) godina 2011.-2015., izraZzene prema ZOI (prilagodeno prema podatcima Drzavnog hidrometeoroloskog zavoda).

Prosje¢na mjese¢na temperatura (°C)

Prosjek dnevnog trajanja osun¢avanja/mjesec (h)

Ukupna Kkoli¢ina oborina/mjesec (mm)

ZO0I Godina | T4 T5 T6 T7 T8 T9 S4 S5 S6 S7 S8 S9 04 05 06 07 08 09
2011. | 142 176 215 227 242 221 8,0 8.7 9.2 9,5 11,5 9,5 292 585 1031 1365 324 317
2012. | 123 160 235 260 258 198 | 54 8,1 108 11,9 11,6 72 | 1261 626 394 428 00 1539
z';?:rlé 2013. | 135 156 197 242 245 179 | 713 6.4 9.4 11,0 107 7.6 | 1085 1183 1536 263 531 956
2014. | 129 154 210 218 215 173 | 48 72 7.8 8,3 9,7 58 | 1647 544 1184 823 628 2953
2015. | 122 176 213 257 236 193 | 68 7.8 9,7 11,5 9,1 8,5 54,1 940 1292 534 1004 543
2011. | 148 193 243 241 257 239 8,3 9,2 108 11,0 119 9,0 36,5 689 03 1070 00 6.4
2012. | 136 184 244 268 26,1 214 | 59 9,1 122 119 117 82 | 2258 569 256 35 00 1919
Dinga¢ 2013. | 152 181 225 264 255 202 | 85 8,1 11,6 122 111 8,6 | 2216 1080 369 0,0 68,5 688
2014. | 141 170 226 234 239 195 | 56 7.8 9,3 9.8 11,6 74 996 673 86,7 1377 164 3259
2015. | 134 189 234 274 258 216 | 7.1 8,6 106 12,7 105 8,3 692 385 322 64 1880 645
2011. | 150 190 23,5 244 254 235 8,1 104 10,9 109 122 9,1 11,9 243 441 436 0,0 19,9
2012. | 13,8 176 238 270 26,1 21,1 52 9,6 11,5 122 11,8 6,7 113 398 275 14,0 06 2598
Dsii;zrcrﬁ‘a 2013. | 147 174 217 259 249 205 | 84 7.1 11,3 123 111 82 | 792 1342 804 09 546 1236
2014. | 149 174 224 237 240 199 | 70 8.5 104 100 106 6,9 69,8 402 498 3413 61,1 2397
2015. | 186 232 273 256 21,1 163 | 74 8,2 11,6 124 101 8,1 28,1 1169 89 10,1 853 859
2011. | 16,5 199 248 257 274 255 8.4 9,0 9,9 107 119 9,1 139 932 295 1032 08 14,5
Srednja i 2012. | 145 190 256 287 282 232 | 59 9,1 11,5 117 117 80 | 1481 60,1 143 4,7 0,0 89,2
juzna 2013. | 163 191 231 269 270 222 | 87 8,0 11,1 11,9 11,0 8,7 864 875 404 0,8 197 744
Dalmacija | 5414 | 155 182 236 246 256 210 | 58 8,0 9,2 9.8 11,3 73 | 1182 62,1 1112 1014 404 1957
2015. | 144 201 241 288 275 231 74 9,0 109 124 103 8.4 592 502 437 72 707 798

4: travanj; 5: svibanj; 6: lipanj; 7: srpanj; 8: kolovoz; 9: rujan
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4.0 Rezultati

Tablica 12. (nastavak) Prosje¢ne temperature, prosje¢no dnevno trajanje osuncavanja i ukupna koli¢ina oborina za vegetacijske mjesece (travanj

—rujan) godina 2011.-2015., izraZene prema ZOI (prilagodeno prema podatcima DrZzavnog hidrometeoroloskog zavoda).

Prosje¢na mjese¢na temperatura (°C)

Prosjek dnevnog trajanja osun¢avanja/mjesec (h)

Ukupna Kkoli¢ina oborina/mjesec (mm)

ZOI1 Godina | T4 TS T6 T7 T8 T9 S4 S5 S6 S7 S8 S9 04 05 06 07 08 09
2011. | 136 179 221 233 241 217 8,1 118 9,7 106 114 9,0 227 480 526 1348 00 44.8
2012. | 126 166 232 261 251 200 | 65 9.4 1,1 11,8 112 64 | 560 1025 186 22 38 1456
Hrlvsi‘;:ka 2013. | 135 166 210 247 237 193 | 69 70 113 11,7 108 7.6 | 331 784 737 105 1120 802
2014. | 140 164 218 223 224 182 | 59 8,1 10,1 8,3 9.9 63 | 750 707 459 1543 847 1451
2015. | 124 179 225 265 244 197 | 8.1 8.3 112 121 102 68 | 204 445 89 255 599 509
2011. | 132 167 202 222 230 203 | 6.8 8.5 9,9 8,5 102 87 194 812 499 739 46 159
2012. | 125 169 225 248 241 189 | 6,1 8,1 107 107 114 65 | 455 937 679 478 40 323
Pilgfl’:fjlv‘ge 2013. | 131 167 200 229 229 159 | 78 6.6 8,8 118 93 56 | 449 1190 632 365 329 1290
2014. | 132 161 205 219 208 170 | 56 7.8 9.4 8,8 8,2 42 | 813 1614 910 664 543 689
2015. | 12,1 178 208 246 237 179 | 79 7.6 9,7 10,7 93 60 | 129 1134 171 256 1058 41,1
2011. | 13,1 163 206 226 232 200 | 62 7.8 8,7 8,6 9,8 8,1 17,7 438 474 1087 182 10,6
2012. | 124 161 224 253 245 183 | 56 70 10,1 104 11,1 60 | 743 988 666 209 105 485
Slavonija | 2013. | 132 166 200 221 230 156 | 74 6.2 8,1 105 9.1 55 | 433 825 689 85 575 838
2014. | 128 157 200 217 206 165 | 47 6.8 8.6 8,5 7.7 37 | 1190 1341 783 762 1314 1126
2015. | 116 177 207 249 235 176 | 69 7.1 92 108 87 53 | 282 1430 263 152 785 711

4: travanj; 5: svibanj; 6: lipanj; 7: srpanj; 8: kolovoz; 9: rujan
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4.3. Utjecaj sorte, geografskog podrijetla i godiSta berbe na analizirane nutraceuticke i
antinutraceuticke komponente u hrvatskim crnim vinima sa zaSti¢enom oznakom

izvornosti

Tablica 13. Antioksidacijski kapacitet*, ukupni fenoli** te koncentracije pojedina¢nih fenolnih

spojeva (mg/L) i triptofan etilestera (ug/L) izraZeni po sortama.

Babi¢ Sg?]‘:{?;:ﬁ:l Frankovka Merlot Pinot crni  Plavac mali Teran
Sr. vrij. 10,9 AB 9,9 AB 85 A 94 A 7.8 A 12,5B 10,8 AB
DPPHe Std. dev. 49 2,9 2,6 2,5 2,1 3,7 4,7
Min.-max. 6,9-20,5 5,2-16,2 3,3-11,8 5,7-134 6,0-11,5 74-214 5,4-19,6
Sr. vrij. 20,5 A 238 A 233 A 232 A 21,2 A 292 A 228 A
FRAP Std. dev. 34 3,7 4.8 6,7 49 8,5 6,8
Min.-max. 16,6-24,7 18,0-31,4 13,0-28,7 14,6-44,7 13,6-27,3 16,9-48,6 13,6-34,0
Sr. vrij. 1677 A 1831 A 1639 A 1883 A 1854 A 2396 B 1653 A
ukupni fenoli Std. dev. 351 415 459 436 373 566 707
Min.-max. 1095-2109 1050-2606 877-2275 1071-2847 1381-2506 1706-3631 522-2495
Sr. vrij. 48,5 A 344 A 319A 348 A 479 A 429 A 39,1 A
katehin Std. dev. 7,8 12,4 9,6 13,7 13,5 11,2 14,4
Min.-max. 42,0-63,2 15,5-58,9 18,9-46,6 16,0-66,0 38,7-73,1 25,1-62,4 25,7-67,1
Sr. vrij. 8,0 A 5,2 AB 22B 6,7 A 19B 54 AB 5,9 AB
kvercetin Std. dev. 43 34 1,2 43 0,8 2,8 32
Min.-max. 0,8-13,5 0,4-12,8 0,9-4,5 0,7-15,4 0,5-2,7 1,3-11,1 2,1-11,6
Sr. vrij. 4,8 AB 3,9 ABC 1,8 CD 3,9 AB 12D 2,7 ACD 53B
miricetin Std. dev. 2,2 2,4 1,0 1,9 0,7 1,2 2,5
Min.-max. 1,7-7,4 0,8-9,1 0,6-3,7 0,8-7,7 0,5-2,2 0,7-5,2 2,4-10,0
Sr. vrij. 0,7 A 1,2 AB 1,2 AB 14B 0,8 AB 0,8 AB 1,2 AB
rutin Std. dev. 0,2 0,7 0,7 0,9 0,3 0,4 0,6
Min.-max. 0,5-1,0 0,1-2,6 0,1-1,9 0,04-3,0 0,4-1,2 0,1-1,6 0,3-2,2
Sr. vrij. 03A 03 A 03A 0,3 A 0,2 A 04 A 03A
kaempferol Std. dev. 0,3 0,3 0,1 0,2 0,1 0,3 0,1
Min.-max. 0,1-0,8 0,1-1,0 0,1-04 0,02-0,8 0,1-0,3 0,1-1,1 0,1-0,4
Sr. vrij. 46,8 A 43,8 A 38,1 A 395 A 352 A 46,3 A 353 A
galna kiselina Std. dev. 114 14,2 13,3 14,6 13,5 114 12,3
Min.-max. 31,4-63,9 12,6-74,5 24,5-62,8 15,9-87,5 22,1-57.4 21,9-73,8 12,7-49,8
. Sr. vrij. 9,5 AB 8,0 AC 10,5 AB 8,7 AB 12,3B 6,2C 7,9 AC
Kf:;llllrrl‘;ka Std. dev. 1,0 3,0 25 3,1 22 2.5 35
Min.-max. 8,3-11,2 3,5-14,8 7,7-14,8 3,6-15,5 10,0-15,8 0,6-11,4 5,2-16,5
) Sr. vrij. 3,1 A 2,8 A 33A 3,1A 2,6 A 2,6 A 22 A
Eg‘éﬁﬁzka Std. dev. 0.8 12 1.8 1,0 11 1,0 0.6
Min.-max. 2,2-4.5 0,6-5,8 1,8-6,1 1,1-5,6 1,6-4,6 1,0-4,6 1,3-2,8
Sr. vrij. 1,8 A 1,8 A 1,6 A 2,1 AB 2,2 AB 1,5A 2,7B
resveratrol Std. dev. 0.4 0,7 0,6 0,8 1,0 0,8 1,0
Min.-max. 1,2-2,3 1,1-3,2 0,7-2,9 0,8-4,1 1,0-4,0 0,1-3,5 1,5-44
Sr. vrij. 41,3 A 444 A 44,7 A 429 A 39,0 A 424 A 392 A
tirosol Std. dev. 4.4 8,8 12,4 9,0 8,2 11,5 11,5
Min.-max. 35,8-48,6 29,8-62,2 26,6-61,5 19,6-58,9 28,5-47,8 22,3-66,6 21,6-50,0
Sr. vrij. 3,4 AB 25 A 24 A 2,9 AB 24 A 2,8 AB 35B
hidroksitirosol Std. dev. 0,3 0,6 0,7 0,8 0,6 0,7 0,6
Min.-max. 2,9-3,6 1,2-3,7 1,4-3,7 0,9-4,4 1,6-3,5 1,8-4,3 2,7-4,8
) Sr. vrij. 623 A 375 AB 222 B 354 AB 316 AB 550 A 506 AB
gt‘lfl’::fjr“ Std. dev. 479 255 198 242 220 282 352
Min.-max. 241-1568 26-979 32-628 26-905 72-546 141-1303 222-1122

Rezultati su obradeni jednosmjernom ANOVA-om. Razli¢ita velika slova u istom retku oznacavaju statisticki

razli¢ite rezultate prema post hoc Tukey HSD testu.

*DPPHe izrazen kao mmol/L TEAC; FRAP izraZen kao mmol/L FeSOy; ** izraZzen kao mg GAE/L
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Tablica 14. Antioksidacijski kapacitet*, ukupni fenoli** te koncentracije pojedinacnih fenolnih
spojeva (mg/L) i triptofan etilestera (ug/L) izraZeni po ZOI.

Dalm.

Sj.

Sr. i juzna

Hrv.

Hrv.

zagora Dinga¢ Dalmacija Dalmacija Istra Podunavlje Slavonija
Sr. vrij. 10,8 ABC 16,4 C 10,5 ABC 11,5BC 10,1 AB 83 A 9,2 AB
DPPHe Std. dev. 24 3,6 1,7 3,7 3,7 1,8 2,7
Min.-max. 8,1-134 10,0-18,7 8,6-13,2 6,9-21,4 5,2-19,6 6,0-11,1 3,3-13,1
Sr. vrij. 25,1 A 40,0 B 242 A 25,8 A 224 A 214 A 26,2 A
FRAP Std. dev. 5,1 5,0 34 7,7 53 43 6,8
Min.-max. 19,6-33,8 34,8-45,8 19,4-29.,4 16,6-48,6 13,6-34,0 13,0-32,6 15,1-44,7
Sr. vrij. 2106 ABC 2717 C 1868 ABC 2231 BC 1788 AB 1787 AB 1864 AB
ukupni fenoli Std. dev. 556 632 498 561 510 234 579
Min.-max. 1334-2847 1805-3361 1095-2451 1414-3631 522-2606 1381-2430 877-2583
Sr. vrij. 36,2 AB 40,0 AB 48,1 B 42,6 B 32,6 A 39,0 AB 38,6 AB
katehin Std. dev. 12,5 7,3 6,2 12,8 11,6 12,9 16,0
Min.-max. 17,4-54,1 33,3-51,0 42,0-58,9 16,0-63,2 15,5-67,1 20,5-66,0 18,9-73,1
Sr. vrij. 8,8 A 8,6 A 6,2 AC 5,5 AC 7,0 A 3,3BC 1,8B
kvercetin Std. dev. 4,6 22 2,8 3,1 3,7 2,1 1,0
Min.-max. 4,1-15,4 5,3-11,1 0,8-8,6 1,3-13,5 1,3-14,0 0,5-8,4 0,4-3,7
Sr. vrij. 4,5 AB 4,1 ABC 4,0 ABC 3,8 ABC 5,0B 2,3 AC 2,0C
miricetin Std. dev. 1,8 1,1 1,9 1,5 2,3 1,5 1,1
Min.-max. 3,1-7,7 2,4-52 1,7-7,4 0,7-6,7 1,7-10,0 0,5-5,9 0,6-4,8
Sr. vrij. 1,2 AB 1,1 AB 0,8 A 0,8 A 1,3B 0,9 AB 14B
rutin Std. dev. 1,0 0,5 0,3 0,5 0,7 0,6 0,7
Min.-max. 0,04-2,7 0,6-1,6 0,5-1,4 0,1-3,0 0,2-2,6 0,1-2,2 0,4-3,0
Sr. vrij. 0,4 AB 0,6 B 0,3 AB 0,3 AB 0,4 AB 02A 0,2A
kaempferol Std. dev. 0,2 0,4 0,1 0,3 0,2 0,1 0,1
Min.-max. 0,1-0,8 0,2-1,0 0,1-0,4 0,1-1,1 0,1-1,0 0,02-0,3 0,1-0,4
Sr. vrij. 475 A 489 A 50,4 A 439 A 37,6 A 354 A 46,0 A
galna kiselina Std. dev. 21,8 4.4 8,4 13,6 13,8 7,9 12,7
Min.-max. 29,4-87,5 45,4-54,8 38,5-63,1 18,5-73,8 12,6-74,5 22,1-50,2 21,3-62,8
. Sr. vrij. 9,4 ABC 5,1 A 10,9B 6,7 A 7,2 AC 9,6 BC 11,2B
Kf:;llllr?;ka Std. dev. 24 1,7 2.8 2,6 27 23 3.5
Min.-max. 5,5-12,4 3,8-8,0 8,3-14,8 0,6-11,4 3,5-16,5 5,8-14,8 48-15,8
i Sr. vrij. 3,8 A 35A 30A 25 A 2,6 A 30A 2,8 A
ﬁ‘;ﬁﬁ:k“ Std. dev. 1,0 0,7 0,6 1,0 1,1 12 1,3
Min.-max. 2,2-49 3,0-4,6 2,2-4,0 1,0-4,5 0,6-5,8 1,6-6,1 1,8-5,6
Sr. vrij. 2,0 AB 1,5A 1,7 AB 1,6 A 22B 2,1 AB 1,7 AB
resveratrol Std. dev. 0,5 0,8 0,3 0,7 09 0,8 0,8
Min.-max. 1,4-2,9 0,1-2,3 1,2-2,1 0,3-3,5 1,2-44 1,1-4,0 0,7-4,1
Sr. vrij. 383 A 46,0 A 424 A 412 A 429 A 40,0 A 48,8 A
tirosol Std. dev. 12,6 10,7 42 11,1 9,8 8,6 8,2
Min.-max. 19,6-52,5 33,7-60,2 35,8-48,6 22,3-66,6 21,6-62,2 26,6-58,9 36,0-61,5
Sr. vrij. 29A 35A 3,1 A 2,7 A 29A 2,7A 2,6 A
hidroksitirosol Std. dev. 0,8 0,6 0,6 0,7 0,9 0,5 0,8
Min.-max. 2,0-4,0 2,8-4,1 2,3-3,6 1,0-4,3 0,9-4,8 1,6-3,7 1,4-4,1
) Sr. vrij. 411 AB 943 C 623 AC 458 A 452 A 332 AB 194 B
gt‘lfl’::fjr“ Std. dev. 287 231 478 228 306 206 133
Min.-max. 121-824 701-1303 271-1568 32-1070 26-1122 26-628 32-502

Rezultati su obradeni jednosmjernom ANOVA-om. Razli¢ita velika slova u istom retku oznacavaju statisticki

razli¢ite rezultate prema post hoc Tukey HSD testu.
*DPPHe izraZen kao mmol/L. TEAC; FRAP izraZen kao mmol/L FeSQy; ** izraZzen kao mg GAE/L
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4.0 Rezultati

Tablica 15. Antioksidacijski kapacitet*, ukupni fenoli** te koncentracije pojedinacnih fenolnih

spojeva (mg/L) i triptofan etilestera (ug/L) izraZeni po godiStu berbe.

2011. 2012. 2013. 2014. 2015.
Sr. vrij. 14,0 A 11,0 AB 11,0 AB 8,6B 9,9 AB
DPPH- Std. dev. 5.4 2,8 4,0 2,0 33
Min.-max. 7,7-20,5 6,1-15.8 5,7-21,4 5,2-13,1 3,3-20,0
Sr. vrij. 244 A 254 A 25,1 A 228 A 25,0 A
FRAP Std. dev. 7,1 7,6 7,2 44 7,6
Min.-max. 16,6-32,6 13,6-44,7 13,0-48,6 17,1-35,5 13,6-45.8
Sr. vrij. 1940 A 1822 A 2034 A 1867 A 2022 A
ukupni fenoli Std. dev. 378 594 606 427 588
Min.-max. 1410-2489 877-2812 1047-3631 1050-2834 522-3543
Sr. vrij. 30,0 A 36,7 A 37,1 A 373 A 428 A
katehin Std. dev. 12,6 11,9 12,9 14,0 12,5
Min.-max. 16,0-46,4 18,9-62,0 15,5-73,1 21,5-66,0 22,9-67,1
Sr. vrij. 89 A 44B 6,7 AB 39B 4,9 AB
kvercetin Std. dev. 34 3,0 3,9 2,0 3,5
Min.-max. 5,3-13,5 0,5-10,9 0,9-14,0 0,8-6,9 0,4-15.4
Sr. vrij. 54 A 3,1 AB 4,0 AB 24B 3,1 AB
miricetin Std. dev. 2,5 1,8 2,3 1,2 1,9
Min.-max. 1,8-9,1 0,5-6,1 0,8-10,0 0,8-5.4 0,5-9.4
Sr. vrij. 1,8 A 1,2 AB 09B 0,7B 1,2 AB
rutin Std. dev. 1,0 0,7 0,6 0,4 0,6
Min.-max. 0,5-3,0 0,4-3,0 0,1-2,4 0,04-1,2 0,1-2,7
Sr. vrij. 0,3 A 0,3 A 04 A 02 A 0,3 A
kaempferol Std. dev. 0,2 0,2 0,3 0,1 0,3
Min.-max. 0,1-0,6 0,1-1,1 0,1-1,0 0,1-0,5 0,02-1,0
Sr. vrij. 383 A 43,7 A 436 A 42,0 A 40,2 A
galna kiselina Std. dev. 17,1 15,5 10,9 12,7 14,3
Min.-max. 12,6-63,9 15,9-74,5 23,6-70,1 12,7-55,0 21,2-87,5
Sr. vrij. 74 A 99 A 7,8 A 8,0A 79 A
vanilinska kiselina Std. dev. 2.4 3,2 3,4 3,0 3,0
Min.-max. 5,5-11,3 4,8-16,5 0,6-15.8 3,1-14,8 3,8-15.5
Sr. vrij. 33A 2,7 A 2,8 A 23 A 29 A
ferulinska kiselina Std. dev. 1,5 1,2 1,0 1,0 1,1
Min.-max. 1,6-5.8 1,0-5,3 0,6-6,1 1,1-4,4 1,1-5,6
Sr. vrij. 19 A 1,8 A 20A 19 A 1,8 A
resveratrol Std. dev. 1,0 0,7 1,0 0,6 0,8
Min.-max. 1,2-3,7 0,7-3,2 0,1-4,4 1,1-3,0 0,8-4,2
Sr. vrij. 47,0 A 46,6 A 41,6 AB 359B 43,3 AB
tirosol Std. dev. 8,6 10,8 8,2 8,7 10,6
Min.-max. 38,1-62,2 27,7-61,5 26,6-60,2 21,6-52,5 19,6-66,6
Sr. vrij. 32A 30A 29A 2,7A 2,7A
hidroksitirosol Std. dev. 0,4 0,7 0,8 0,8 0,7
Min.-max. 2,8-3,7 1,6-4,1 0,9-4,8 1,8-4,0 1,0-4,0
Sr. vrij. 116 A 251 A 450 AB 421 AB 544 B
triptofan etilester Std. dev. 116 262 332 286 229
Min.-max. 26,0-284 31,7-871 94,3-1568 126-1070 181-1122

Rezultati su obradeni jednosmjernom ANOVA-om. Razli¢ita velika slova u istom retku oznacavaju statisticki

razli¢ite rezultate prema post hoc Tukey HSD testu.

*DPPHe izrazen kao mmol/L TEAC; FRAP izraZen kao mmol/L FeSOy; ** izraZzen kao mg GAE/L
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Tablica 16. Koncentracije elemenata izraZenih po sortama (ug/L).

4.0 Rezultati

Babi¢ Sgi‘:}?;:z; Frankovka Merlot Pinot crni Plavac mali Teran
Sr. vrij. 1069 A 1066 A 1104 A 962 A 1034 A 1124 A 1038 A
K* Std. dev. 215 316 350 313 219 263 201
Min.-max. 735-1393 604-1827 535-1555 449-1547 797-1256 582-1898 808-1335
Sr. vrij. 1105 A 1064 A 1484 B 1039 A 105,8 A 1153 A 97,1 A
Mg*  Std. dev. 12,1 25,1 17,0 26,3 11,7 19,8 29,2
Min.-max. 86,3-118,6 70,8-167,8 123,5-176,8 35,3-150,1 91,1-121,7 67,4-153,0 70,6-169,0
Sr. vrij. 81,5 A 108,6 A 111,8 A 100,6 A 789 A 1773 A 1795 A
Ca*  Std. dev. 15,3 75,7 74,5 80,9 12,4 217,5 220,6
Min.-max. 59,3-103,1 49,3-408,6 59,1-283,9 55,9-491,8 61,0-92,3 49,9-845,6 58,2-670,6
Sr. vrij. 143 A 228 A 17,1 A 21,4 A 23,1 A 145 A 18,1 A
Na*  Std. dev. 6,0 15,8 8,5 13,1 16,3 9,2 8,1
Min.-max. 2,7-19.9 8,8-79,9 5,7-28,3 4,0-59,6 9,9-55,4 5,1-47,0 6,5-29,7
Sr. vrij. 4438 A 4760 A 2783 A 4057 A 4506 A 3658 A 6007 A
Fe Std. dev. 3506 2553 1337 2271 2410 2405 3793
Min.-max. 1072-10911 706-8959 1006-4590 1156-9769 1352-8268 893-10499 1160-13245
Sr. vrij. 1485 AB 2276 A 3440 C 2324 A 2436 AC 1265 B 2686 AC
Mn Std. dev. 345 607 1023 932 890 823 1318
Min.-max. 869-1890 672-3160 2162-4638 373-4515 1482-3855 509-5079 976-5195
Sr. vrij. 910 A 801 A 557 A 1105 A 972 A 1130 A 1383 A
Al Std. dev. 1184 491 328 936 413 1123 831
Min.-max. 21-3200 147-2019 135-958 62-4089 476-1694 194-4731 401-3049
Sr. vrij. 528 A 580 A 467 A 537 A 240 A 550 A 464 A
Zn Std. dev. 135 351 210 251 107 274 286
Min.-max. 383-735 183-1297 261-837 124-947 137-444 204-1370 131-1077
Sr. vrij. 149 A 165 A 104 A 249 A 222 A 185 A 153 A
Cu Std. dev. 69 156 119 211 293 154 101
Min.-max. 21,4-218 7.4-517 8,7-361 8,3-843 7,7-783 25,4-689 77,4-385
Sr. vrij. 18,6 A 40,5 AB 66,6 B 48,5 AB 50,3 AB 34,7 AB 52,9 AB
Ni Std. dev. 7,7 21,6 27,8 30,0 45,5 31,0 17,4
Min.-max. 4,9-25.5 11,9-83,9 26,7-102,2 11,2-123,1 8,0-132,0 6,1-136 18,6-78,1
Sr. vrij. 378 A 235A 10,2 A 382A 40,5 A 238 A 269 A
Pb Std. dev. 42,6 29,0 7,1 45,7 50,5 18,6 29,0
Min.-max. 2,3-102,6 0,5-100,0 1,9-22,5 0,5-150,8 2,1-131,5 0,5-77,6 0,5-93.,6
Sr. vrij. 16,5 A 16,1 A 14,6 A 172 A 15,1 A 22,1 A 16,2 A
Cr Std. dev. 9,0 9.3 43 9,9 44 16,8 8,9
Min.-max. 3,7-28,1 1,0-44,2 7.9-22,6 1,0-42,6 9,0-22,7 1,0-66,1 1,0-31,1
Sr. vrij. 3,1A 38 A 72A 55A 29A 49 A 85A
v Std. dev. 1.4 2.4 74 5,7 1,0 6,9 11,0
Min.-max. 2,5-6,0 2,599 2,5-21,3 2,5-27.8 2,5-5,0 2,5-329 2,5-36,5
Sr. vrij. 2,0 A 3,1 AB 22A 3,2 AB 14 A 29 A 6,3B
Co Std. dev. 1,2 3,1 1,0 2,5 1,0 35 3.8
Min.-max. 1,0-3,9 1,0-14,9 1,0-3,3 1,0-9.9 1,0-3,5 1,0-12,1 1,0-13,8
Sr. vrij. 1,5 AB 1,5 AB 1,0 A 12A 1,3 AB 23B 1,3 AB
Se Std. dev. 0,7 1,0 0 0,5 0,6 1,8 1,1
Min.-max. 1,0-2,5 1,0-4,5 1,0-1,0 1,0-3,2 1,0-2,6 1,0-7,8 1,0-4,5
Sr. vrij. 0,8 A 1,0 A 05 A 1,7A IL1A 2,1 A 1,6 A
As Std. dev. 0,7 1.4 0 1,8 0,7 2,3 1,1
Min.-max. 0,5-2,1 0,5-6,0 0,5-0,5 0,5-6,9 0,5-2,3 0,5-7,7 0,5-3,9
Sr. vrij. 04 A 0,5A 0,3A 04 A 1.0A 0,5A 04 A
Cd Std. dev. 0,3 0,5 0,2 0,5 1,1 0,6 0,3
Min.-max. 0,3-0,8 0,3-2,3 0,3-0,7 0,3-2,8 0,3-3,0 0,3-2,8 0,3-1,3

Rezultati su obradeni jednosmjernom ANOVA-om. Razli¢ita velika slova u istom retku oznacavaju statisticki
razli¢ite rezultate prema post hoc Tukey HSD testu.

* JzraZzen u mg/L
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Tablica 17. Koncentracije elemenata izraZenih po ZOI (ug/L).

4.0 Rezultati

Z]?)lzl(::‘l;l Dingat Daltilz;cija ?)2113::33 Hrv. Istra PodI;Illl;‘;vlje Slavonija
Sr. vrij. 711 A 1396 E 1276 CDE 1053 BCD 989 ABC 926 AB 1305 E
K Std. dev. 170 369 228 236 258 204 227
Min.-max. 497-944 863-1898 984-1547 562-1569 449-1419 535-1331 993-1827
Sr. vrij. 107 AB 132 BC 96,7 A 110 AB 97,6 A 118 ABC 134C
Mg*  Std. dev. 23.4 15,3 21,2 22,5 26,2 15,5 249
Min.-max. 80,0-141 112-153 70,8-118 35,3-150 66,1-169 91,1-148 96,3-177
Sr. vrij. 90,7 A 84,9 A 83,5 A 179 A 131 A 994 A 111 A
Ca*  Std. dev. 19,5 242 154 217 144 99,1 58,6
Min.-max. 63,6-122 55,2-119 59,3-103 49,9-846 49,3-671 55,9-492 59,1-284
Sr. vrij. 16,3 A 12,1 A 156 A 144 A 17,7 A 33,7B 159 A
Na*  Std. dev. 7.8 7,7 23 92 8,1 17,2 7.8
Min.-max. 8,3-29,7 6,3-25,2 13,8-19,9 2,7-47,0 6,5-35,7 9,9-80,0 4,0-28,3
Sr. vrij. 3775 A 3319 A 5629 A 3766 A 5004 A 4194 A 3318 A
Fe Std. dev. 2726 1883 3465 2538 3008 1905 2151
Min.-max. 1156-8179 1740-6301 1734-10912  893-10499 706-13245 1352-9769 1006-8268
Sr. vrij. 1543 AB 1837 ABC 1616 ABC 1165 A 2575 C 2227 BC 3564 D
Mn Std. dev. 456 1813 713 492 942 380 680
Min.-max. 722-2044 955-5079 672-2876 373-2355 976-5195 1482-3212 2459-4638
Sr. vrij. 910 A 504 A 1004 A 1278 A 1093 A 1038 A 491 A
Al Std. dev. 722 261 1124 1236 629 719 416
Min.-max. 62,2-1692 194-838 104-3200 20,7-4731 147-3049 473-3579 135-1694
Sr. vrij. 762 A 419 AB 480 AB 579 AB 495 AB 379 B 567 AB
Zn Std. dev. 128 127 164 275 306 238 282
Min.-max. 569911 303-590 300-735 204-1370 124-1297 137-1145 201-1035
Sr. vrij. 231 A 144 A 237 A 213 A 193 A 85,0 A 226 A
Cu Std. dev. 209 129 174 193 144 111 209
Min.-max. 40,1-614 45,6-362 140-590 21,4-843 20,9-567 7,4-458 14,2-783
Sr. vrij. 293 A 19,7 A 243 A 37,7 A 52,0 A 29,5 A 79,2 B
Ni Std. dev. 19,5 9.8 6.3 32,3 22,4 17,9 26,9
Min.-max. 11,2-63,5 6,1-32,8 15,2-34,5 49-136 18,6-118,0 8,0-74,0 41,1-132
Sr. vrij. 56,7 A 22,9 AB 653 A 24,7 AB 33,4 AB 9,7B 22,1 AB
Pb Std. dev. 494 32,3 442 17,8 40,0 12,2 33,7
Min.-max. 45-123 0,5-77,6 2,3-103 0,5-78,2 0,5-151 1,8-52,5 1,8-132
Sr. vrij. 13,1 A 19,5 A 17,0 A 219 A 192 A 13,0 A 151 A
Cr Std. dev. 29 13,6 7.5 17,0 10,4 53 5,0
Min.-max. 10,6-17,8 8,0-37,2 9,7-28,1 1,0-66,1 1,0-44.2 1,0-22,7 7,9-253
Sr. vrij. 25A 25A 3,1 A 59 A 6,0 A 3.8 A 6,4 A
A Std. dev. 0 0 1.4 8,0 7.1 29 6.2
Min.-max. 2,525 2,525 2,5-6,0 2,5-32,9 2,5-36,5 2,5-12,9 2,5-213
Sr. vrij. 23 A 13A 24 A 3,1 A 47 A 2,6 A 19A
Co Std. dev. 15 0,6 1.2 3,7 3.8 1,3 1,0
Min.-max. 1,0-4,4 1,0-2,4 1,0-3,9 1,0-12,1 1,0-14,9 1,0-5.8 1,0-3,7
Sr. vrij. 17 A 18A 15A 22 A 14A 12A 12A
Se Std. dev. 1,0 0,7 0,7 1,8 1,0 0,5 0,6
Min.-max. 1,0-3,1 1,0-2,5 1,0-2,5 1,0-7.8 1,0-4,5 1,0-2,6 1,033
Sr. vrij. 09 A 20A 18 A 20A 15A 12A 0,6 A
As Std. dev. 0,8 2,5 2,6 23 14 1,1 0,4
Min.-max. 0,5-2,5 0,5-6,3 0,5-6,9 0,5-7,7 0,5-6,0 0,5-3.9 0,5-1,5
Sr. vrij. 12A 0,7 AB 0,6 AB 04B 04B 0.5 AB 0.5 AB
Cd Std. dev. 1,1 1,0 0,2 0,5 0,3 0,6 0,4
Min.-max. 0,3-2,8 0,3-2,4 0,3-0.8 0,3-2,8 0,3-1,6 0,3-3,0 0,3-1,6

Rezultati su obradeni jednosmjernom ANOVA-om. Razlicita velika slova u istom retku oznacavaju statisticki
razliCite rezultate prema post hoc Tukey HSD testu.

* IzraZzen u mg/L
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Tablica 18. Koncentracije biogenih amina (mg/L) i okratoksina A (ug/L) izraZenih po
sortama.

Babi¢ SCa it?;:z:l Frankovka Merlot Pinot crni  Plavac mali Teran
Sr. vrij. 6,5 A 6,5 A 55A 52A 33A 6,0 A 4,7 A
putrescin Std. dev. 2,2 2,6 2,1 3,6 1,4 34 2,2
Min.-max. 3,5-9,1 3,4-14,1 3,3-9,6 1,0-13,4 2,0-5,8 1,5-14,0 1,8-9,2
Sr. vrij. 38 A 2,1 AB 2,0 AB 10B 0,9B 30A 2,2 AB
histamin Std. dev. 2,5 22 1,5 1,1 1,2 2,5 1,6
Min.-max. 0,9-7,1 0,1-8,5 0,4-4,6 0,2-3,8 0,1-3,3 0,1-7,1 0,1-44
Sr. vrij. 1,5A 1,5A 24 A 0,7 A 0,5A 19A 1,5A
tiramin Std. dev. 1,2 1,7 2,9 1,0 0,3 2,1 1,2
Min.-max. 0,1-3,5 0,1-5,9 0,1-8,4 0,1-3,5 0,1-0,9 0,1-8,0 0,1-3,6
Sr. vrij. 0,8 A 09 A 09 A 0,8 A 0,6 A 1,0 A 09 A
kadaverin Std. dev. 0,4 0,5 0,6 0,6 0,3 0,6 0,8
Min.-max. 0,2-1,3 0,3-2,2 0,2-2,0 0,1-2,7 0,2-1,0 0,3-3,0 0,3-3,0
Sr. vrij. 0,055 AB 0,023 A 0,032 A 0,021 A 0,028 A 0,072 B 0,021 A
okratoksin A Std. dev. 0,025 0,017 0,027 0,023 0,026 0,043 0,010

Min.-max. 0,015-0,094  0,004-0,066  0,003-0,079  0,003-0,106  0,008-0,079  0,009-0,163  0,010-0,039

Rezultati su obradeni jednosmjernom ANOVA-om. Razlicita velika slova u istom retku oznacavaju statisticki
razliCite rezultate prema post hoc Tukey HSD testu.

Tablica 19. Koncentracije biogenih amina (mg/L) i okratoksina A (ug/L) izraZenih po ZOI.

ZIZ:Igl(I)I:';l Dinga¢ Dallfi];;cija S]Srallnf:;?: Hrv. Istra Podllllll;‘;vlje Slavonija
Sr. vrij. 9,3 A 6,8 AB 5,6 AB 5,8 AB 4,6 B 6,3 AB 43B
putrescin Std. dev. 4.8 4,0 2,1 3,2 2,2 2,6 2,6
Min.-max. 3,6-14,1 39-13,8 3,5-9,1 1,5-14,1 1,0-10,2 2,5-12,4 1,2-9,6
Sr. vrij. 0,9 A 42 B 43B 2,4 AB 1,8 AB L1 A 2,3 AB
histamin Std. dev. 1.4 3,0 2,1 23 1.9 1,0 1,8
Min.-max. 0,1-3,6 1,0-7,1 1,0-7,1 0,1-6,9 0,1-8,5 0,1-3,3 0,3-5,6
Sr. vrij. 0,6 A 25A 20A 1,6 A 1,0A 1,0A 2,6 A
tiramin Std. dev. 0,8 32 1.3 1,8 1,0 1,1 2.8
Min.-max. 0,1-2,0 0,1-6,4 0,8-3,5 0,1-8,1 0,1-3,6 0,1-3,4 0,1-8,4
Sr. vrij. 0,8 A 0,8 A 0,7 A 1,0A 0,8 A 0,7 A 1,0A
kadaverin Std. dev. 0,4 0,3 0,4 0,6 0,6 0,3 0,6
Min.-max. 0,2-1,4 0,6-1,1 0,2-1,3 0,1-3,0 0,1-3,0 0,2-1,2 0,2-2,0
Sr. vrij. 0,020 A 0,095 C 0,065 BC 0,061 BC 0,020 A 0,028 AB 0,023 AB
okratoksin A Std. dev. 0,011 0,025 0,031 0,044 0,015 0,025 0,019

Min.-max. 0,007-0,036  0,062-0,124  0,025-0,106  0,009-0,163  0,003-0,068  0,003-0,079  0,003-0,060

Rezultati su obradeni jednosmjernom ANOVA-om. Razli¢ita velika slova u istom retku oznacavaju statisticki
razli¢ite rezultate prema post hoc Tukey HSD testu.
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4.0 Rezultati

Tablica 20. Koncentracije biogenih amina (mg/L) i okratoksina A (ug/L) izrazenih po
godistu berbe.
2011. 2012. 2013. 2014. 2015.
Sr. vrij. 52A 56 A 6.0 A 62 A 52A
putrescin Std. dev. 1,3 3,2 3,4 34 2.8
Min.-max. 3,4-6,9 12-13,5 1,0-14,1 1,8-14,1 1,6-13.4
Sr. vrij. 13 A 20A 20A 34A 19A
histamin Std. dev. 1,6 2,0 2,1 2,7 1,8
Min.-max. 0,1-4,4 0,1-5.8 0,1-7,1 0,1-8,5 0,1-7,1
S. vrij. 0.8 A 20 A 14 A 20 A LIA
tiramin Std. dev. 0,7 2,6 1,8 1,6 1,4
Min.-max. 02-18 0,1-8.4 0,1-6.4 0,1-5,7 0,159
Sr. vrij. 0,6 A 0.8 A 0.8 A 0.8 A LIA
kadaverin Std. dev. 0,3 0,6 0,5 0,4 0,6
Min.-max. 02-1,0 02-2,0 0,122 0,1-1,7 03-3.0
Sr. vrij. 0,019 A 0,027 A 0,045 A 0,051 A 0,039 A
okratoksin A Std. dev. 0,020 0,035 0,035 0,045 0,035
Min.-max. 0,03-0,057 0,003-0,138 0,003-0,124 0,010-0,163 0,006-0,141

Rezultati su obradeni jednosmjernom ANOVA-om. Razli¢ita velika slova u istom retku oznacavaju statisticki
razli¢ite rezultate prema post hoc Tukey HSD testu.

Tablica 21. Udio kontaminiranih vina izrazenih s obzirom na sortu, ZOI, godiSte berbe i
tradicionalnu oznaku kvalitete.

Kadaverin Putrescin Histamin Tiramin | Okratoksin A
% kontaminiranih Ukupno (n=110) 100 100 88,2 82,7 92,8
Babi¢ (n=6) 100 100 100 83,3 100
Cab. Sauvignon (n=20) 100 100 100 90,0 100
% kontaminiranih Frankovka (n=9) 100 100 100 88,9 77,8
po sorti Merlot (n=27) 100 100 74,1 81,5 77,8
Pinot crni (n=6) 100 100 100 83,3 100
Plavac mali (n=32) 100 100 87,5 78,1 100
Teran (n=10) 100 100 80,0 80,0 100
Dalm. zagora (n=6) 100 100 66,7 83,4 100
Dinga¢ (n=5) 100 100 100 80,0 100
% kontaminiranih Sj. Dalmacija (n=6) 100 100 100 100 100
po ZOI Sr. i j. Dalmacija (n=32) 100 100 83,3 76,7 100
Hrv. Istra (n=29) 100 100 86,1 82,8 96,6
Hrv. Podunavlje (n=18) 100 100 88,9 83,3 83,3
Slavonija (n=14) 100 100 100 92,9 78,6
2011. (n=6) 100 100 83,3 100 83,3
% kontaminiranih 2012. (n=15) 100 100 94,1 88,2 70,6
po godistu 2013. (n=33) 100 100 84,8 81,8 93,9
2014. (n=17) 100 100 93,3 100 100
2015. (n=39) 100 100 87,2 71,8 100
% kontaminiranih Kvalitetno vino (n=69) 100 100 89,9 84,1 95,7
po kvaliteti Vrhunsko vino (n=41) 100 100 85,4 80,5 87,8
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4.4. Koeficijenti korelacije medu analiziranim nutraceutickim i antinutraceutickim komponentama

4.0 Rezultati

Tablica 22. Pearsonovi koeficijenti korelacije medu vrijednostima antioksidacijskih testova, ukupnih fenola i pojedinacnih fenolnih spojeva

DPPHe FRAP Ukuplfl katehin kvercetin miricetin rutin kaempferol _gall_la Val.“l“.lSka fer‘ulll‘lska resveratrol tirosol  hidroksitirosol
fenoli kiselina kiselina kiselina
DPPHe 1,000
FRAP 0,623 1,000
ukupni fenoli 0,561 0,725 1,000
katehin 0,158 0,229 0,259 1,000
kvercetin 0,355 0,181 0,165 -0,176 1,000
miricetin 0,239 0,109 0,029 -0,183 0,766 1,000
rutin 0,078 0,204 0,037 -0,084 0,308 0,395 1,000
kaempferol 0,277 0,210 0,126 -0,171 0,663 0,415 0,251 1,000
galna kiselina 0,424 0,512 0,408 0,330 0,059 -0,094 -0,113 0,017 1,000
vanilinska 0066 0005  -008 0562 0,281 0191 0,036 0,235 0,247 1,000
kiselina
ferulinska 0,123 0,153 0,075 0,054 0,151 0,256 0,296 0,144 -0,107 0,151 1,000
kiselina
resveratrol -0,008 -0,007 -0,051 0,099 0,135 0,337 0,010 -0,010 -0,010 0,179 0,194 1,000
tirosol 0,279 0,364 0,271 0,077 -0,011 0,133 0,348 0,008 0,190 0,058 0,243 -0,121 1,000
hidroksitirosol 0,260 0,218 0,159 0,030 0,285 0,332 0,107 0,114 0,081 -0,020 0,226 0,206 0,108 1,000

Crvenom bojom oznaceni su statisticki znacajni koeficijenti korelacije (p < 0,05)
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4.0 Rezultati

Tablica 23. Pearsonovi koeficijenti korelacije medu koncentracijama makro- i mikroelemenata te elemenata u tragovima

K Mg Ca Na Fe Mn Al Zn Cu Ni Pb Cr v Co Se As Cd

K 1,000
Mg 0,183 1,000

Ca 0,099 -0,096 1,000

Na 0,107 0,027 -0,009 1,000

Fe 0,009 -0,126 0,434 0,065 1,000
Mn 0,129 0,205 -0,075 0,154 0,081 1,000

Al 0,021 -0,077 0,197 0,096 0,500 -0,058 1,000

Zn 0,047 0,002 0,278 -0,027 0,217 -0,061 0,107 1,000

Cu 0,128 -0,094 0,022 -0,127 0,169 -0,003 0,037 0,145 1,000

Ni 0,274 0,018 0,135 0,015 0,145 0,400 0,131 0,241 0,134 1,000

Pb 0,113 -0,288 0,113 -0,093 0,454 -0,063 0,311 0,350 0,407 0,321 1,000

Cr 0,123 0,135 0,219 -0,017 0,186 -0,082 0,390 0,251 0,010 0,261 0,245 1,000

\Y 0,060 0,063 0,447 0,028 0,439 0,076 0,436 0,272 0,057 0,289 0,161 0,305 1,000

Co 0,082 -0,193 0,441 0,083 0,526 0,156 0,532 0,328 -0,027 0,307 0,340 0,380 0,469 1,000

Se 0,170 -0,017 0,371 -0,023 0,194 -0,215 0,180 0,111 -0,024 0,061 0,090 0,271 0,169 0,292 1,000

As 0,282 0,000 0,258 0,241 0,341 0,061 0,641 0,116 0,228 0,103 0,280 0,393 0,360 0,515 0,354 1,000

Cd -0,180 -0,048 0,006 -0,107 0,026 -0,079 0,063 -0,090 -0,010 -0,010 0,211 0,123 -0,044 -0,042 0,274 0,100 1,000

Crvenom bojom oznaceni su statisticki znacajni koeficijenti korelacije (p < 0,05)
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4.0 Rezultati

Tablica 24. Pearsonovi koeficijenti korelacije medu volumnim postotkom etanola,

koncentracijom SO: (konzervansa), pH-vrijednosti, koncentracijama jabucne i1 mlijecne

kiseline te koncentracijama kontaminanata nastalih mikrobioloSkom aktivnoSc¢u

jabuéna mlije¢na . . . . . . okratoksin
etanol SO, pH Kiselina Kiselina putrescin histamin kadaverin tiramin A
etanol 1,000
SO, -0,212 1,000
pH 0,126 -0,101 1,000
jabuéna 0024 0201  -0312 1,000
kiselina
mlijecna 0357  -0,148 0430  -0315 1,000
kiselina
putrescin -0,055 -0,062 -0,151 0,075 -0,017 1,000
histamin -0,189 -0,105 0,304 -0,328 0,156 0,362 1,000
kadaverin 0,038 0,102 0,037 0,100 0,000 -0,038 0,059 1,000
tiramin -0,121 -0,022 0,300 -0,140 0,302 0,410 0,605 -0,004 1,000
okratoksin A -0,044 0,035 0,365 -0,042 -0,004 0,065 0,281 -0,008 0,261 1,000

Crvenom bojom oznaceni su statisticki znacajni koeficijenti korelacije (p < 0,05)
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4.0 Rezultati

4.5. Analiza glavnih komponenata (PCA) za utvrdivanje sli¢nosti (grupiranja) hrvatskih crnih vina sa ZOI s obzirom na sortu,

geografsko podrijetlo i godiste berbe
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Slika 7. Analiza glavnih komponenata (PCA): projekcija varijabli (antioksidacijski kapacitet, ukupni fenoli i pojedinacni fenoli) na faktorsku

ravninu PC1xPC2 (7A); projekcija uzoraka (razlikovanih obzirom na sorte) na faktorsku ravninu PC1xPC2 (7B). Razlicite sorte oznacene su

razli¢itim bojama, oznake uzoraka objasnjene su u Tablici 5.
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Slika 8. Analiza glavnih komponenata (PCA): projekcija uzoraka (razlikovanih obzirom na ZOI) na faktorsku ravninu PC1xPC2 (8A); projekcija
uzoraka (razlikovanih obzirom na godiste berbe) na faktorsku ravninu PC1xPC2 (8B). Razli¢ite ZOI, odnosno godista berbe oznaceni su razli¢itim

bojama, oznake uzoraka objasnjene su u Tablici 5.
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Slika 9. Analiza glavnih komponenata (PCA): projekcija varijabli (elemenata) na faktorsku ravninu PC1xPC2 (9A); projekcija uzoraka
(razlikovanih obzirom na sorte) na faktorsku ravninu PC1xPC2 (9B). Razlicite sorte oznacene su razliitim bojama, oznake uzoraka objasnjene su

u Tablici 5.
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Slika 10. Analiza glavnih komponenata (PCA): projekcija uzoraka (razlikovanih obzirom na ZOI) na faktorsku ravninu PC1xPC2. Razli¢ite ZOI

oznacene su razli¢itim bojama, oznake uzoraka objasnjene su u Tablici 5.
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4.6. Kanonicka diskriminacijska analiza (CDA) za utvrdivanje sli¢nosti (grupiranja)
hrvatskih crnih vina sa ZOI s obzirom na sortu, geografsko podrijetlo i godiste berbe

Tablica 25. Kanonicka diskriminacijska analiza (nezavisne varijable: rezultati odredivanja

antioksidacijskog kapaciteta te koncentracija ukupnih fenola i pojedina¢nih fenolnih spojeva)

. Kz}nqniélf.?l Sv?:istvena Kanonicka Wilksov Znacajnost Postotak
diskriminacijska vrijednost . .

funkcija (eigenvrijednost) korelacija lambda P varijance
CDFI1(S) 2,49 0,34 0,06 <0,001 55
CDF2(S) 1,08 0,72 0,21 <0,001 24
CDF3(S) 0,37 0,52 0,44 0,002 8
CDFI1(R) 1,10 0,72 0,28 <0,001 61
CDF2(R) 0,71 0,65 0,58 <0,001 39
Ukupno CDF1(Z) 1,96 0,81 0,09 <0,001 55
CDF2(Z) 0,74 0,65 0,26 <0,001 20
CDF3(Z) 0,39 0,53 0,46 0,005 11
CDF1(G) 0,59 0,61 0,38 <0,001 52
CDF2(G) 0,25 0,45 0,61 0,131 22
CDF3(G) 0,20 0,41 0,77 0,323 18
Merlot, Cab. CDF1(S/T) 3,63 0,89 0,07 0,003 62

Sauv. i Teran

u Tstri CDF2(S/T) 2,22 0,33 0,31 0,044 38
Merlot po CDF1(M/R) 1,59 0,78 0,16 0,047 53
regijama CDF2(M/R) 1,38 0,76 0,42 0,051 47
CDF1(M/Z) 1,85 0,81 0,06 0,081 42
Me;g; po CDF2(M/Z) 143 0,77 0,17 0,087 33
CDF3(M/Z) 0,69 0,64 0,42 0,094 13
Plavac po CDF1(P/G) 1,98 0,82 0,13 0,015 54
godistima CDF2(P/G) 1,68 0,79 0,37 0,053 46

(S) —sorta; (R) — regija; (Z) — ZOI; (G) — godiste berbe; (S/I) — razlicite sorte u Istri; (M/R) — Merlot u razli¢itim
regijama; (M/Z) — Merlot u razli¢itim ZOI; (P/G) — Plavac u razli¢itim godistima berbe
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Slika 11. Projekcija vina klasificiranih s obzirom na sortu (11A) te kanonickih koeficijenata izvornih varijabli u dvodimenzionalnom prostoru

(11B)
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Slika 12. Projekcija vina klasificiranih s obzirom na sortu u regiji Istra (12A) te kanonickih koeficijenata izvornih varijabli u dvodimenzionalnom

prostoru (12B)
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Slika 13. Projekcija vina klasificiranih s obzirom na regiju (13A) te kanonickih koeficijenata izvornih varijabli u dvodimenzionalnom prostoru

(13B)
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Slika 14. Projekcija vina klasificiranih s obzirom na ZOI (14A) te kanonickih koeficijenata izvornih varijabli u dvodimenzionalnom prostoru (14B)
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Slika 15. Projekcija vina sorte Merlot klasificiranih s obzirom na regiju (15A) te kanonickih koeficijenata izvornih varijabli u dvodimenzionalnom

prostoru (15B)
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Slika 16. Projekcija vina sorte Merlot klasificiranih s obzirom na ZOI (16A) te kanonickih koeficijenata izvornih varijabli u dvodimenzionalnom

prostoru (16B)
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Slika 18. Projekcija vina sorte Plavac mali klasificiranih s obzirom na godiSte berbe (18A) te kanonickih koeficijenata izvornih varijabli u

dvodimenzionalnom prostoru (18B)
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Tablica 26. Kanonicka diskriminacijska analiza (nezavisne varijable: koncentracije

makroelemenata, mikroelemenata i elemenata u tragovima)

Diskriminacijska . .. Kanonicka Wilksov Znacajnost Postotak

funkcija Eigenvrijednost korelacija lambda P varijance
CDF1(S) 1,40 0,76 0,14 <0,001 51
CDF2(S) 0,60 0,61 0,32 0,016 22
CDF3(S) 0,29 0,48 0,52 0,340 11
Ukupno CDFI1(R) 1,80 0,80 0,24 <0,001 78
CDF2(R) 0,51 0,58 0,66 <0,001 22
CDF1(Z) 2,44 0,84 0,03 <0,001 45
CDF2(Z) 1,38 0,76 0,11 <0,001 24
CDF3(Z) 0,63 0,62 0,26 <0,001 12
Merlot, Cab. CDFI1(S/T) 1,92 0,81 0,17 0,057 65

Sauv. i Teran

u Istri CDF2(S/T) 1,01 0,71 0,50 0,070 35
Merlot po CDF1(M/R) 9,01 0,95 0,04 0,037 88
regijama CDF2(M/R) 1,28 0,75 0,44 0,656 12
CDF1(M/Z) 224 0,98 <0,01 <0,001 63
Merlot po CDF2(M/Z) 9,11 0,95 0,01 0,038 25
zol CDF3(M/Z) 3,24 0,87 0,12 0,366 9

(S) — sorta; (R) — regija; (Z) — ZOI; (S/T) — razlicite sorte u Istri; (M/R) — Merlot u razli¢itim regijama; (M/Z) —
Merlot u razli¢itim ZOI
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Slika 19. Projekcija vina klasificiranih s obzirom na sortu (19A) te kanonic¢kih koeficijenata izvornih varijabli u dvodimenzionalnom prostoru
(19B)
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Slika 20. Projekcija vina klasificiranih s obzirom na sortu u regiji Istra (20A) te kanonickih koeficijenata izvornih varijabli u dvodimenzionalnom

prostoru (20B)
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Slika 21. Projekcija vina klasificiranih s obzirom na regiju (21A) te kanonickih koeficijenata izvornih varijabli u dvodimenzionalnom prostoru
(21B)
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Slika 22. Projekcija vina klasificiranih s obzirom na ZOI (22A) te kanonickih koeficijenata izvornih varijabli u dvodimenzionalnom prostoru (22B)
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Slika 23. Projekcija vina sorte Merlot klasificiranih s obzirom na regiju (23A) te kanonickih koeficijenata izvornih varijabli u dvodimenzionalnom

prostoru (23B)
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Slika 24. Projekcija vina sorte Merlot klasificiranih s obzirom na ZOI (24A) te kanonickih koeficijenata izvornih varijabli u dvodimenzionalnom

prostoru (24B)

83



DOKTORSKI RAD — Paula Zurga

4.8. Usporedba analiziranih vina s obzirom na tradicionalnu oznaku kvalitete

5.0 Rasprava

Tablica 27. Vrijednosti analiziranih kemijskih parametara s obzirom na tradicionalnu oznaku

kvalitete
Parametar ) . Vrhunsko vino ) ﬁvalitetno vino p (t-test)
Srednja vrijednost Std. dev. Srednja vrijednost Std. dev.
etanol * 13,67 0,86 12,74 0,76 0,000
SO® 74,03 39,40 88,00 53,34 0,148
pH-vrijednost 3,47 0,19 3,47 0,14 0,938
DPPH- ¢ 13,05 4,00 8,92 2,14 0,000
FRAP ! 28,55 8,71 22,52 4,60 0,000
ukupni fenoli 2127 706 1875 438 0,023
katehin ° 37,14 12,09 39,62 13,48 0,334
kvercetin ° 6,91 3,89 4,53 3,08 0,001
miricetin ® 4,19 223 2,96 1,81 0,002
rutin ® 1,16 0,75 1,00 0,60 0,243
kaempferol ® 0,37 0,27 0,30 0,22 0,139
galna kiselina ° 45,16 15,01 39,98 12,03 0,049
vanilinska kiselina ° 8,37 2,96 8,08 3,30 0,645
ferulinska kiselina® 6,16 1,98 5,15 2,17 0,017
resveratrol ° 191 0,83 1,87 0,82 0,805
tirosol 45,92 10,04 40,50 9,46 0,005
hidroksitirosol ? 3,08 0,68 2,64 0,74 0,002
putrescin ° 14,89 8,25 14,60 11,47 0,890
histamin ® 4,62 5,10 5,70 5,30 0,298
tiramin ® 3,87 5,59 441 5,87 0,634
kadaverin ® 1,85 1,07 2,47 1,81 0,048
triptofan etilester f 394,9 361,44 451,8 247,8 0,330
okratoksin A 0,04 0,04 0,05 0,06 0,698
K" 1034 312 1070 268 0,522
Mg"® 1239 25,9 103,6 22,1 0,000
Ca® 89,86 56,45 1542 178,1 0,027
Na® 16,55 8,74 19,97 13,58 0,151
Fe' 3389 2240 4661 2703 0,013
Mnf 2215 1240 2018 966 0,355
Alf 953,6 939,9 1059 863 0,552
Zn' 471,8 212,5 548,1 302,4 0,158
Cuf 1429 1424 214,0 183,1 0,035
Nif 42,10 31,63 44,17 28,31 0,723
Pbf 22,70 28,27 31,33 35,37 0,186
Crf 17,79 10,71 18,10 12,46 0,895
\'A 4,49 4,40 5,58 7,09 0,377
Cof 2,71 2,26 3,38 3,40 0,270
Sef 1,45 0,86 1,70 1,41 0,321
As' 1,43 1,66 1,56 1,79 0,712
Cdf 0,58 0,73 0,42 0,40 0,130

2 izrazen u % (v/v)

bizraZen u mg/L

¢ izraZen kao mmol/L TEAC
4 jzrazen kao mmol/L FeSO4
¢izraZzen kao mg GAE/L
fizraZen u pg/L
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5.0 RASPRAVA
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U ovom istrazivanju odredena je koncentracija 24 nutraceuticke komponente (fenoli,
makro- 1 mikroelementi te elementi u tragovima) i 9 antinutraceutickih komponenata (toksi¢ni
elementi, BA i OTA) u 110 uzoraka crnih vina. Takoder je svim uzorcima odreden
antioksidacijski kapacitet primjenom DPPHe i FRAP testova. Usporedbom rezultata utvrdene
su razlike medu sortama, geografskim podrijetlom, godiStem berbe i tradicionalnim oznakama
kvalitete. Navedeni parametri obradeni su dvjema multivarijantnim statistickim analizama,
PCA i CDA, kako bi se utvrdila mogucnost klasifikacije hrvatskih crnih vina s obzirom na

sortu, geografsko podrijetlo i godiSte berbe.

U Tablici 10. prikazana je srednja vrijednost, raspon (minimum — maksimum),
varijanca, standardna devijacija 1 koeficijent varijacije svih mjerenih parametara. U svrhu
statistiCke obrade, za vrijednosti koje su bile ispod granice detekcije (GD), uzete su vrijednosti
GD/2 (www.epa.gov). Volumni postotak etanola bio je u rasponu od 10,9% do 15,8%, s
najviSim vrijednostima izmjerenim u vinima proizvedenim od sorte Plavac mali, ZOI Dingac
(sr. vr. 14,7%). Sva su vina bila sumporena, a u Sest uzoraka vina (5,5%) nadene su
koncentracije viSe od maksimalno dozvoljenih 160 mg/L u crnim vinima (NN 137/2008). pH-
vrijednosti bile su u rasponu od 3,0-3,9, a najmanje kisela bila su vina sa ZOI Dinga¢ (sr. vr.
3,7). Sva vina su prosla djelomic¢nu ili potpunu malolakti¢nu fermentaciju, srednja vrijednost
jabucne kiseline iznosila je 215,5 mg/L, a srednja vrijednost mlije¢ne kiseline iznosila je 1800
mg/L. Srednje vrijednosti antioksidacijskih kapaciteta odredenih DPPHe i FRAP metodama te
koncentracije ukupnih fenola iznosile su redom 10,5 mmol/L TEAC, 24,8 mmol/L FeSO4i 1969
mg GAE/L. Zastupljenost pojedinacnih fenola smanjivala se redom: tirosol =~ galna kiselina >
katehin > vanilinska kiselina > kvercetin > miricetin > hidroksitirosol = ferulinska kiselina >
resveratrol > rutin > kaempferol. Medu biogenim aminima, najzastupljeniji je bio putrescin (sr.
vr. 14,1 mg/L), zatim histamin (sr. vr. 5,3 mg/L), tiramin (sr. vr. 3,6 mg/L) i kadaverin (sr. vr.
2,2 mg/L), uz veliko rasipanje vrijednosti izmjerenih koncentracija, osobito za histamin i
tiramin (standardne devijacije redom 5,2 i 4,4 mg/L). Melatonin nije pronaden u analiziranim
uzorcima, medutim je triptofan etilester (TEE), donedavno poznat kao izomer melatonina,
izmjeren u koncentracijama od 26 — 1568 pg/L. Koncentracije OTA bile su u rasponu od 0,003
— 0,163 pg/L. Medu mjerenim makro- i mikroelementima te elementima u tragovima utvrden
je sljedeci odnos zastupljenosti: K> Ca~ Mg > Na za makroelemente te Fe > Mn > Al > Zn >
Cu za mikroelemente i Ni > Pb > Cr > V > Co > Se = As > Cd za elemente u tragovima.
Koncentracije Ag i Mo u svim uzorcima bile su ispod granice detekcije te nisu prikazane u

tablici.
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Klimatoloski podatci o prosjecnoj godiSnjoj temperaturi, prosjecnom dnevnom
trajanju osuncavanja 1 ukupnoj godi$njoj koliCini oborina za pet ispitivanih godina berbe
(2011.-2015.), izrazenih prema ZOI, prilagodeni su prema podatcima Drzavnog
hidrometeoroloskog zavoda (Tablica 11) (meteo.hr). Najvise prosje¢ne godiSnje temperature
zabiljezene su u dalmatinskom priobalju (ZOI Dingac, ZOI Sjeverna Dalmacija i ZOI Srednja
i juzna Dalmacija). Najhladnije su bile ZOI Hrvatsko Podunavlje i ZOI Slavonija. Takoder je
prosjecno dnevno trajanje osuncavanja bilo najviSe u ZOI Dinga¢, ZOI Sjeverna Dalmacija i
Z0I Srednja i juzna Dalmacija, a najnize u ZOI Hrvatsko Podunavlje i ZOI Slavonija. S
obzirom na koli¢inu oborina, najvece koli¢ine zabiljeZene su na Peljescu (ZOI Dingac), slijede
Z0I1 Dalmatinska zagora i ZOI Srednja i juzna Dalmacija. Najmanje oborina zabiljeZeno je u
Z0I1 Hrvatsko Podunavlje i ZOI Slavonija. Podatci pokazuju da je 2014. godina bila najvlaznija
u svim ispitivanim ZOL.

Detaljni podatci o vegetacijskom razdoblju (travanj — rujan), u kojem se odvija rast i
sazrijevanje bobica grozda te razvija kemijski sastav grozda, prikazani su u Tablici 12. Najvise
prosjecne mjesecne temperature u vegetacijskom razdoblju izmjerene su u ZOI Srednja i juzZna
Dalmacija, ZOI Sjeverna Dalmacija i ZOI Dingac, dok su najnize izmjerene u ZOI Hrvatsko
Podunavlje i ZOI Slavonija. U ZOI Hrvatska Istra i ZOI Dalmatinska zagora zabiljezene su
nesto niZe prosjecne temperature u travnju i svibnju, dok im se prosjecna temperatura u ljetnim
mjesecima izjednacuje s prosjeCnim temperaturama u dalmatinskom priobalju. ZOI Hrvatsko
Podunavlje i ZOI Slavonija imale su najkraca prosjeCna dnevna trajanja osuncavanja u
vegetacijskom razdoblju, dok su najduza imale ZOI Srednja i juzna Dalmacija, ZOI Sjeverna
Dalmacija i ZOI Dinga¢. U ZOI Dingac zabiljezene su najvece ukupne godiSnje koli€ine
oborina. Medutim, najviSe oborina u navedenoj ZOI palo je u travnju te zatim u rujnu. Ljetni
mjeseci u priobalju opcenito su bili vrlo susni te su zabiljeZeni mjeseci bez oborina (ZOI
Dalmatinska zagora: kolovoz 2012.; ZOI Dingac: kolovoz 2011. i 2012., srpanj 2013; ZOI
Hrvatska Istra: kolovoz 2011; ZOI Sjeverna Dalmacija: kolovoz 2011.; ZOI Srednja i juzna
Dalmacija: kolovoz 2012). ZOI Hrvatsko Podunavlje i ZOI Slavonija primile su vecu koli¢inu
oborina tijekom ljetnih mjeseci u odnosu na primorske ZOI. Opcenito je 2014. godine
zabiljezen porast koli¢ine oborina: u kontinentalnim ZOI taj je porast bio izrazeniji u proljetnim

mjesecima (travanj — svibanj), a u primorskim ZOI u ljetnim mjesecima (lipanj — rujan).
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5.1. Antioksidacijski kapacitet

Antioksidacijski kapacitet odreden je DPPHe i FRAP metodama, budu¢i da se, za
utvrdivanje autentic¢nosti, preporucuju najmanje dvije metode zbog kompleksne reaktivnosti
fitokemikalija (Schlesier i dr., 2002). DPPHe metodom mjeri se sposobnost antioksidansa za
uklanjanjem slobodnog radikala DPPHe (Brand-Williams i dr., 1995). FRAP metoda koristi
antioksidanse kao reducense u kolorimetrijskoj metodi, koja se bazira na redoks reakciji,
mjerec¢i ukupnu redukcijsku snagu uzorka (Benzie 1 Strain, 1999).

Srednje vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta odredenog DPPHe metodom bile su
najviSe u sorti Plavac mali (12,5 mmol/L TEAC), a potom u sortama Babi¢ (10,9 mmol/L
TEAC) i Teran (10,8 mmol/L TEAC), dok je najniza vrijednost izmjerena u sorti Pinot crni (7,8
mmol/L. TEAC). Statisticki znaCajna razlika u vrijednostima odredenih DPPHe metodom
utvrdena je izmedu sorte Plavac mali i sorti Pinot crni, Frankovka i Merlot. Plavac mali je
takoder pokazao najviSu srednju vrijednost antioksidacijskog kapaciteta odredenog FRAP
metodom (29,2 mmol/L FeSOy), no nisu nadene statisticki znacajne razlike medu sortama
(Tablica 13). Antioksidacijski kapaciteti analiziranih hrvatskih vina u skladu su s onim
prethodno odredenim DPPHe metodom za sortu Plavac mali (Piljac-Zegarac i sur., 2007) te
FRAP metodom za sortu Merlot (Katalinic€ i sur., 2004). Katalini¢ i sur. (2004) utvrdili su vise
antioksidacijske kapacitete odredene FRAP metodom za sorte Babi¢ i Cabernet Sauvignon, no
niZe za vino sa ZOI Dinga¢. Takoder su Seruga i sur. (2011) utvrdili viSe rezultate odredene
DPPHe metodom za sorte Plavac mali, Pinot crni, Babi¢ 1 Teran, dok su njihovi rezultati
dobiveni navedenom metodom za sorte Merlot 1 Frankovka u skladu s onim izmjerenim u ovom
istrazivanju. Medutim, izvjeS¢a o antioksidacijskim kapacitetima odredenim DPPHe i FRAP
metodama u hrvatskim vinima su rijetka te su u vecini slucajeva sorte zastupljene samo s po
jednim uzorkom. U usporedbi s vinima iz drugih drzava, rezultati ovog istraZzivanja uglavnom
se slaZu s rezultatima utvrdenim DPPHe metodom u $panjolskim vinima (Fernandez-Pachon i
sur., 2004), DPPHe i FRAP metodama u turskim vinima (Biiyiiktuncel i sur., 2014) te FRAP
metodom u talijanskim vinima (Garaguso i sur., 2015) s iznimkom vina sa ZOI Dinga¢ u kojeg
je naden znatno viSi antioksidacijski kapacitet odreden FRAP metodom. Nize vrijednosti
odredene DPPHe i FRAP metodama nadene su u ¢eskim vinima (Stratil i sur., 2008), a DPPHe
metodom u belgijskim vinima (van Leeuw i sur., 2014). Sukladno rezultatima ovog istrazivanja,
van Leeuw i sur. (2014) su objavili da je antioksidacijski kapacitet odreden DPPHe metodom

bio najniZi u vinima proizvedenim od sorte Pinot crni u odnosu na sva ispitivana crna vina..
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Promatrano prema ZOI, najvisi antioksidacijski kapaciteti odredeni DPPHe metodom
izmjereni su u vinima s juznim ZOI: vina sa ZOI Dingac (srednja vrijednost 16,4 mmol/L
TEAC), vina sa ZOI Srednja i juzna Dalmacija (srednja vrijednost 11,5 mmol/L TEAC), vina
sa ZOI Dalmatinska zagora (srednja vrijednost 10,8 mmol/LL TEAC) i vina sa ZOI Sjeverna
Dalmacija (srednja vrijednost 10,5 mmol/L TEAC) (Tablica 14). Statisticki znacajne razlike
utvrdene su izmedu vina sa ZOI Dingac i vina sa sjevernijim ZOI (Hrvatska Istra, Slavonija i
Hrvatsko Podunavlje). Vrijednosti odredene DPPHe metodom postepeno su opadale s juga
prema sjeveru, a na isti nac¢in opadale su i u sortama koje su karakteristi¢ne za navedene ZOI:
Plavac mali koji nosi ZOI Dinga¢ ili ZOI Srednja i juZzna Dalmacija, Babi¢ koji nosi ZOI
Sjeverna Dalmacija i Teran koji nosi ZOI Hrvatska Istra (Tablica 13). Vrijednosti odredene
FRAP metodom takoder su bile povisSene u sorti Plavac mali, no bez statisticki znacajne razlike
u odnosu na ostale sorte. Medutim, sorta Plavac mali obuhvatila je uzorke sa ZOI Dingac i ZOI
Srednja i juZzna Dalmacija. Vina sa ZOI Dinga¢ odlikovala su se statisticki znacajno ve¢im
antioksidacijskim kapacitetima odredenim FRAP metodom (srednja vrijednost 40 mmol/L
FeSO4) u odnosu na vina sa svim ostalim ZOI. Takoder, uzorci sorte Plavac mali sa ZOI Dingac
razlikovali su se znacCajno od uzoraka sorte Plavac mali sa ZOI Srednja i juzna Dalmacija s
obzirom na vrijednosti odredene objema antioksidacijskim metodama (podatci nisu prikazani).
Vina sa ZOI Dinga¢ proizvedena su od sorte Plavac mali uzgojene na striktno definiranom
specificnom lokalitetu na juZnoj strani centralnog dijela poluotoka PeljeSac koji je
karakteriziran blagom mediteranskom klimom, velikim brojem suncanih sati godi$nje, blizinom
mora koja djeluje kao temperaturni regulator i ograni¢enjem prinosa grozda na 0,85 kg/lozi
(NN 96/2007). Navedeni rezultati ukazuju na znacaj geografskog podrijetla i vitikulturne prakse
na kvalitetu vina. U istraZivanju objavljenom 2015. godine, Tauchen i sur. su ispitivali razlike
u antioksidacijskim kapacitetima izmedu gruzijskih vina i vina iz Centralne i Zapadne Europe
te zakljucili da antioksidacijski kapacitet crnih vina (odreden s pomo¢u DPPHe metode) ovisi
o sorti i o geografskom podrijetlu vina. Medutim, rezultati utvrdeni DPPHe metodom na
hrvatskim vinima ukazuju na znatno veci utjecaj geografskog podrijetla u odnosu na utjecaj
sorte s obzirom na ¢injenicu da se rezultati odredeni DPPHe metodom medu sortama koje
potjecu iskljucivo iz iste regije (Pinot crni i Frankovka iz regije Isto¢na kontinentalna Hrvatska;
Plavac mali i Babi¢ iz regije Dalmacija) statisticki znacajno ne razlikuju.

Promatrano s obzirom na godiSte berbe, u vinima iz godiSta berbe 2011. utvrdena je
statisticki znacajno najviSa srednja vrijednost antioksidacijskog kapaciteta odredenog DPPHe
metodom (14,0 mmol/L TEAC) u odnosu na srednju vrijednost antioksidacijskog kapaciteta

odredenog DPPHe metodom u vinima iz godisSta berbe 2014. (8,6 mmol/L TEAC) (Tablica 15).
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2011. godina odlikovala se najduljim prosjecnim trajanjem osun¢avanja (osobito u priobalju)
te najniZzom ukupnom koli¢inom oborina, dok je 2014. godina bila najoblacnija i najvlaznija
medu ispitivanim godiStima (Tablice 11 i 12). Navedeni podatci ukazuju na pozitivan utjecaj
klimatskih faktora, osobito duljeg trajanja osunc¢avanja i duljih susnih razdoblja, na akumulaciju
spojeva sposobnih ukloniti slobodne radikale u vinu. Medu vrijednostima odredenih FRAP
metodom u vinima proizvedenim u razli¢itim godiStima berbe nije pronadena statisticki

znacajna razlika (Tablica 15).

5.2. Ukupni fenoli i pojedinacni fenolni spojevi

Vina proizvedena od sorte Plavac mali odlikovala su se najviSom i statisticki znacajno
razli¢itom koncentracijom ukupnih fenola (srednja vrijednost 2396 mg GAE/L) u odnosu na
vina proizvedena od svih ostalih sorti (Tablica 13). Izmjerene koncentracije ukupnih fenola
slazu se s prethodno objavljenim vrijednostima u hrvatskim crnim vinima (Seruga i sur., 2011).
Takoder su sli¢ne vrijednosti ukupnih fenola izmjerene u $panjolskim (Fernandez-Pachon i sur.,
2004), grékim (Arnous 1 sur., 2002), talijanskim (Galgano i sur., 2011), francuskim (Chira i
sur., 2011) i makedonskim crnim vinima (Ivanova-Petropoulos i sur., 2015). NiZe vrijednosti
izmjerene su u srpskim crnim vinima (Atanackovic i sur., 2012; Radovanovi¢ i sur., 2010), a
visi rezultati utvrdeni su u turskim crnim vinima (Biiyiiktuncel i sur., 2014).

Promatrano prema ZOI, vina sa ZOI Dinga¢ odlikovala su se najviSim vrijednostima
ukupnih fenola (srednja vrijednost 2717 mg GAE/L) $to se podudaralo i sa zna€ajno viSim
antioksidacijskim kapacitetima odredenim DPPHe i FRAP metodama u odnosu na vina sa svim
ostalim ZOI (Tablica 14). Iako koncentracije ukupnih fenola ovise o razli¢itim faktorima, medu
ostalim o lokaciji vinograda, vrsti tla i vinikulturnoj praksi (Biiyiiktuncel i sur., 2014), rezultati
ovog istrazivanja upucuju na najjaci utjecaj klimatskih faktora. Naime, prijaSnja istraZivanja su
pokazala da prosjecCne temperature imaju velik utjecaj na akumulaciju fenola u grozdu,
rezultirajuci povisenim vrijednostima ukupnih fenola (Chorti i sur., 2010; Costa i sur., 2015;
Downey 1 sur., 2004) Sto je u skladu s rezultatima ovog istraZivanja u kojem izmjerene
koncentracije ukupnih fenola opadaju postepeno od juga prema sjeveru na isti nacin na koji
opadaju prosjec¢ne godisnje temperature (Tablica 11).

Koncentracije ukupnih fenola nisu se znacajno razlikovale medu vinima iz razli¢itih
godista berbe. Medutim, metoda odredivanja ukupnih fenola je nespecificna metoda u kojoj s
Folin-Ciocalteuovim reagensom reagiraju razliciti fenolni spojevi u uzorku, medu kojima i

antocijani te drugi fenoli koji nisu obuhvaceni ovim istrazivanjem, a ¢ija sinteza se nejednako

90



DOKTORSKI RAD — Paula Zurga 5.0 Rasprava

stimulira/destimulira razli¢itim klimatskim prilikama u godistu berbe (Kuhn i sur., 2014). Stoga
je izostanak statisticki znaCajne razlike medu koncentracijama ukupnih fenola u vinima iz
razli¢itih godiSta berbe vjerojatno posljedica velikog broja razli¢itih, medu ostalim i
suprotstavljenih utjecaja klimatskih faktora na fenole prisutne u vinu.

Statisticki znacajne razlike medu sortama nadene su u Sest od jedanaest ispitivanih
pojedinacnih fenolnih spojeva (55%). Najzastupljeniji pojedinacni fenoli, katehin, galna
kiselina i tirosol, nisu se statisticki znacajno razlikovali medu sortama (Tablica 13). Medu
flavonolima, kvercetin je bio najzastupljeniji u sorti Babi¢ (srednja vrijednost 8,0 mg/L),
miricetin u sorti Teran (srednja vrijednost 5,3 mg/L), rutin u sorti Merlot (srednja vrijednost 1,4
mg/L), a kaempferol u sorti Plavac mali (srednja vrijednost 0,4 mg/L). Statisticki znacajna
razlika u koncentracijama kvercetina utvrdena je izmedu sorte Babi¢ te sorti Frankovka i Pinot
crni. Miricetin je bio sortno najspecifi¢niji: sorta Teran se statisticki znaCajno razlikovala od
sorti Frankovka, Pinot crni i Plavac mali. Takoder se, s obzirom na koncentraciju miricetina,
sorta Frankovka statisticki znacajno razlikovala od sorti Babi¢ 1 Merlot te sorta Pinot crni od
sorti Babi¢, Cabernet Sauvignon 1 Merlot. StatistiCki zna€ajna razlika u koncentraciji rutina
utvrdena je izmedu sorti Babi¢ i Merlot, dok za kaempferol nije nadena znacajna razlika medu
sortama. Pinot crni odlikovao se najviSom srednjom koncentracijom vanilinske kiseline (12,3
mg/L) koja je bila znacajno viSa od koncentracija izmjerenih u sortama Cabernet Sauvignon,
Plavac mali 1 Teran. Resveratrol je bio najzastupljeniji u sorti Teran (srednja vrijednost 2,7
mg/L), a statistiCki se znacajno razlikovao od koncentracija resveratrola izmjerenih u sortama
Babi¢, Cabernet Sauvignon, Plavac mali i Frankovka. Sorta Teran se takoder odlikovala
najviSom koncentracijom hidroksitirosola (srednja vrijednost 3,5 mg/L) koja se statisticki
znacajno razlikovala od koncentracija izmjerenih u sortama Cabernet Sauvignon, Frankovka i
Pinot crni (Tablica 13).

U prethodnim istrazivanjima hrvatskih vina, vece koncentracije galne kiseline i katehina
izmjerene su u sortama Babi¢, Frankovka, Merlot, Pinot crni, Plavac mali i Teran (geruga 1sur.,
2011), dok su manje koncentracije navedenih spojeva izmjerene u sorti Plavac mali (Vréek i
sur., 2011) te u sortama Cabernet Sauvignon, Frankovka, Merlot, Pinot crni i Plavac mali
(Rastija i sur., 2009). Medu internacionalnim vinima, sli¢ni rezultati galne kiseline i katehina
utvrdeni su u talijanskim, grékim i turskim crnim vinima (Garaguso i sur., 2015; Kalithraka i
sur., 2006; Sen i1 Tokatli, 2014). Prema istraZivanju Porgali i Biiyiiktuncel (2012), visoka
koncentracija galne kiseline u crnim vinima posljedica je hidrolize estera flavonoid galata koje
nema u bijelim vinima zbog izostanka kontakta mosta s koZicom grozda. Zastupljenost

flavonola utvrdena u ovom istrazivanju (kvercetin > miricetin > rutin > kaempferol) te njihove
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pojedinacne koncentracije u skladu su s rezultatima prethodno objavljenim za miricetin,
kvercetin 1 kaempferol u vinima proizvedenim od sorti Plavac mali, Cabernet Sauvignon i
Merlot (Rastija i sur., 2009) te za kvercetin u vinima sorti Plavac mali, Frankovka, Pinot crni i
Merlot (Seruga i sur., 2011). NiZi rezultati objavljeni su za kvercetin u vinima sorti Babié i
Teran (§eruga i sur., 2011) te za miricetin, kvercetin i kaempferol u vinima sorte Plavac mali
(Vrcek 1 sur., 2011). U usporedbi s vinima proizvedenim u drugim drZavama, rezultati ovog
istrazivanja u skladu su s rezultatima objavljenim za kvercetin u srpskim (Radovanovi¢ i sur.,
2010) i turskim vinima (Anli i sur., 2006); miricetin i kvercetin u talijanskim vinima (Garaguso
i sur., 2015); kvercetin, miricetin i kaempferol u turskim vinima (Sen i Tokatli, 2014) te rutin u
talijanskim vinima (Girelli 1 sur., 2015). NiZe vrijednosti objavljene su za kvercetin u
talijanskim vinima (Girelli i sur., 2015) te za miricetin, kvercetin 1 kaempferol u bugarskim
vinima (Tsavova-Savova i Ribarova, 2002), a viSe za rutin u talijanskim i grékim vinima
(Garaguso i sur., 2015; Kalithraka i sur., 2006). Raspon koncentracija resveratrola sukladan je
onom prethodno objavljenom za hrvatska vina (Rastija i sur., 2009) kao i za Spanjolska (Abril
1 sur., 2005) te rumunjska vina (Vlase 1 sur., 2009). Vec¢i raspon koncentracija resveratrola
pronaden je u talijanskim vinima (Buiarelli i sur., 2006). Prema dostupnim podatcima, ovo je
prvi izvjeStaj o koncentracijama tirosola 1 hidroksitirosola u hrvatskim vinima, a izmjerene
koncentracije u skladu su s prethodno objavljenim rezultatima za Spanjolska vina (Pifieiro i sur.
2011).

Statisticki znacajne razlike medu vinima sa razli¢itim ZOI nadene su kod sedam od
jedanaest ispitivanih pojedina¢nih fenola (64%) (Tablica 14). Koncentracije galne kiseline,
ferulinske kiseline, hidroksitirosola i tirosola nisu se znacajno razlikovale medu vinima s
razli¢itom ZOI (Tablica 14). Srednje vrijednosti koncentracija katehina bile su najniZe u vinima
sa ZOI Hrvatska Istra (32,6 mg/L), a najviSe, i statisticki znacajno razlicite, u vinima sa ZOI
Sjeverna Dalmacija (48,1 mg/L) te ZOI Srednja i juZna Dalmacija (42,6 mg/L). Srednje
vrijednosti koncentracije katehina postepeno su padale prema sjeveru priobalnog podrucja, a
zatim ponovno rasle u vinima s kontinentalnim ZOI. Ponovni rast koncentracija katehina u
kontinentalnoj regiji moze se objasniti ¢injenicom da je katehin karakteristi¢no visok u sorti
Pinot crni (Goldberg i sur., 2000; Nikfardjam i sur., 2006; 1998; van Leeuw i sur., 2014), au
ovom istraZivanju su vina proizvedena od navedene sorte iskljucivo s kontinentalnom ZOI.
Ovakav obrazac sugerira na utjecaj obiju faktora, sorte i geografskog podrijetla, na
koncentraciju katehina u crnom vinu. Vise koncentracije flavonola miricetina, kvercetina i
kaempferola izmjerene su u vinima s kontinentalnim u odnosu na vina s primorskim ZOI te su

pronadene statisticki znacajne razlike izmedu ZOI Slavonija i ZOI Hrv. Podunavlje te: ZOI
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Hrvatska Istra za miricetin; ZOI Dalmatinska zagora, ZOI Dinga¢ i ZOI Hrvatska Istra za
kvercetin 1 ZOI Dinga¢ za kaempferol. NajviSe koncentracije rutina izmjerene su u vinima sa
ZOI Hrvatska Istra (srednja vrijednost 1,3 mg/L), dok su vina sa ZOI Sjeverna Dalmacija te
Z0I Srednja i juzna Dalmacija sadrzavala najmanje rutina (srednja vrijednost 0,8 mg/L).
Flavonoli su opcenito bili zastupljeniji u vinima s primorskim ZOI te, posljedi¢no, u sortama
koje se uzgajaju u primorju tj. u podrucjima s duzim prosjec¢nim trajanjem osuncavanja (Tablica
12). Isti obrazac ustanovili su Rastija i sur. (2011) 1 u skladu je s ¢injenicom da su flavonoli
odgovorni za zastitu od UV zrafenja u viSih biljaka (Pollastri i Tattini, 2011). Srednje
vrijednosti koncentracije vanilinske kiseline bile su najnize u najjuznijim ZOI, ZOI Dingac (5,1
mg/L) 1 ZOI Sjeverna i juzna Dalmacija (6,7 mg/L), a najviSa i znacajno razli¢ita u ZOI
Slavonija (srednja vrijednost 11,2 mg/L). Takoder su se vina proizvedena od kontinentalnih
sorti Frankovka i Pinot crni odlikovala najviSim koncentracijama vanilinske kiseline, dok su
vina proizvedena od dalmatinske sorte Plavac mali sadrzavala najmanje vanilinske kiseline.
Navedene razlike mogu se objasniti Cinjenicom da je vanilinska kiselina aromati¢na
komponenta €ije se prisustvo u vinu dovodi u vezu sa starenjem vina u hrastovim ba¢vama
(Herjavec i sur., 2007) te da je vinikulturna praksa starenja vina u hrastovim bacvama
rasprostranjenija u Slavoniji, domovini slavonskog hrasta. Koncentracija resveratrola bila je
najniZa u vinima sa ZOI Dingac (srednja vrijednost 1,5 mg/L), potom u vinima sa ZOI Srednja
1 juzna Dalmacija (srednja vrijednost 1,6 mg/L), a najviSa, 1 statisticki znaCajno razlicita, u
vinima sa ZOI Hrvatska Istra (srednja vrijednost 2,2 mg/L). Suprotno rezultatima ovog
istrazivanja, Rastija i sur. (2009) nasli su niZe koncentracije resveratrola u istarskim vinima u
odnosu na vina iz Slavonije i Podunavlja te osobito na vina iz Srednje i juZzne Dalmacije.
Medutim, u navedenom istraZivanju svaka je sorta bila zastupljena s po jednim uzorkom $to
umanjuje snagu izvedenih zakljucaka. Biljke sintetiziraju resveratrol kao odgovor na infekcije
patogenom, osobito na gljivi¢ne infekcije, i izlaganje UV-svjetlu (Fernandez-Mar i sur., 2012;
Hasan i Bae, 2017). Opcenito su koncentracije resveratrola rasle od juga prema sjeveru gdje
hladnija i1 vlaznija klima pogoduje razvoju gljivicnih infekcija. Rezultati ovog istraZivanja
upucuju na zakljucak da je infekcija patogenom kljucna za sintezu resveratrola budu¢i da su
najvise koncentracije resveratrola izmjerene u ZOI Istra te za nju karakteristicnoj sorti Teran
Sto potkrepljuju i podatci o osjetljivosti pojedinih sorti: sorta Plavac mali (s najnizom
izmjerenom srednjom vrijednosti resveratrola) vrlo je otporna za razliku od sorte Teran koja je
prili¢no osjetljiva na infekciju Botrytis sp. (Ivandija, 2008).

Razlike medu koncentracijama pojedinacnih fenola s obzirom na godiSte berbe nadene

su kod cetiri od jedanaest ispitivanih spojeva (36%) (Tablica 15). Srednje vrijednosti
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koncentracija katehina, kaempferola, galne, vanilinske i ferulinske kiseline, resveratrola i
hidroksitirosola nisu se znacajno razlikovale medu vinima iz razlicitih godista berbe (Tablica
15). Vina proizvedena od grozda obranog 2011. godine odlikovala su se najvecim
koncentracijama miricetina, kvercetina, tirosola i rutina, dok su najmanje koncentracije
navedenih spojeva nadene u vinima proizvedenim od grozda iz berbe 2014. S obzirom na
godiSte berbe, nije nadena korelacija izmedu godista te koncentracija ukupnih fenola i
pojedinacnih fenolnih spojeva (podatci nisu prikazani) S§to upucuje na zakljuc¢ak da su navedeni
spojevi stabilni u vinu u ispitivanom vremenskom rasponu. Yoo i sur. (2011) nasli su u vinima
proizvedenim od sorte Cabernet Sauvignon uglavnom pozitivne korelacije katehina, kvercetina
i resveratrola s godiStem berbe, medutim bez statisticke znacajnosti. Bellomarino i sur. (2010)
izmjerili su viSe vrijednosti katehina i niZe vrijednosti vanilinske kiseline u mladim vinima,
iako su velike varijacije medu godiStima vjerojatno bile posljedica promjenjivih klimatskih
prilika u razli¢itim godinama berbe. Isti autori navode da koncentracije resveratrola i miricetina
nisu korelirale s godiStem berbe i vjerojatno bolje odraZzavaju klimatske prilike u godini berbe.
Rezultati dobiveni u ovom istraZivanju, gdje su najniZe srednje vrijednosti koncentracija
miricetina, kvercetina, rutina, kaempferola, ferulinske kiseline, hidroksitirosola i tirosola
izmjerene u vinima iz berbe 2014., koja je ujedno godina s najmanjim prosjecnim dnevnim
trajanjem osunc¢avanja i najve¢om koli¢inom ukupnih oborina (Tablica 11), takoder upucuju na
zakljuak da navedeni parametri odrazavaju klimatske prilike u godini berbe. Pojedinacni
fenolni spojevi najosjetljiviji na klimatske prilike bili su miricetin, kvercetin, rutin i tirosol,
budu¢i su nadene statisticki znacajne razlike medu srednjim vrijednostima njihovih
koncentracija u vinima iz berbe 2011. (najviSe srednje vrijednosti) i 2014. (najniZe srednje
vrijednosti). Godina 2011. bila je najsuncanija i najsusa medu ispitivanim godiStima, no, $to se
tiCe prosjeCnih temperatura, znacCajne razlike primje¢ene su samo medu vrijednostima
prosjec¢nih mjesecnih temperatura u rujnu 2011. i rujnu 2014. (Tablica 12). Ovi rezultati
upucuju na zakljucak da je nakupljanje navedenih fenola najviSe ovisno o stresnim faktorima
poput suSe i dugotrajnog izlaganja Suncevoj svjetlosti (UV zracenju), ali 1 da pozitivan utjecaj

mogu imati visoke temperature u mjesecu prije berbe.
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5.3. Melatonin

Melatonin nije detektiran u analiziranim vinima $to je sukladno rezultatima Gomez i
sur., (2012) i Kocadagli i sur. (2014). Drugi su autori, medutim, pronasli melatonin u vinu te
izvijestili o Sirokom rasponu izmjerenih koncentracija: od 0,16 pug/L (Stege i sur., 2010) do ¢ak
420 pg/L (Rodriguez-Naranjo i sur., 2011). Ovako velike varijacije u koncentracijama
melatonina djelomi¢no su posljedica razlika u koriStenim sojevima kvasaca te u tehnologiji
proizvodnje vina tj. prvenstveno uvjetima u kojima kvasci rastu. Poznato je, naime, da je
melatonin prisutan ve¢ u grozdu, no nema ga u mostu (Gomez i sur., 2012). Pretpostavlja se da
uvjeti na pocetku fermentacije nisu prikladni za ekstrakciju melatonina iz grozda, te da
melatonin u vinu nastaje tijekom alkoholne fermentacije. Eksperimenti izvedeni u sintetickom
mediju (idealnim uvjetima) dokazali su da su kvasci odgovorni za stvaranje melatonina i da je
sposobnost njegove sinteze razli¢ita kod razliitih sojeva (Vigentini i sur., 2015). U istim
eksperimentalnim uvjetima, Fernandez-Cruz 1 sur. (2017) su uoc€ili znacajni porast
koncentracije melatonina pri kraju eksponencijalne faze rasta Sto se moZe objasniti
pretpostavkom da melatonin stanicama kvasca pomaze preZivjeti u mediju s rastuCom
koncentracijom etanola (Meng i sur., 2017). Zanimljivo je, medutim, da su, u pokusu Vigentini
1 sur. (2015), kvasci proizveli melatonin samo u sintetskom mediju, ali ne i u enoloskim
uvjetima.

Drugi, i mnogo znacajniji razlog spomenutim varijacijama u koncentraciji melatonina
mogao bi biti u analitickim metodama (Tan 1 sur., 2014) razli¢ito osjetljivim na promjene koje
mogu nastati zbog fotosenzitivnosti i interakcija melatonina s reaktivnim kisikovim vrstama
(Reinholds i sur., 2016). Takoder su novijim metodama, poput tekuéinske kromatografije s
tandem masenim spektrometrom (LC MS MS), identificirani, uz melatonin, i tzv. izomeri
melatonina (Kocadagli i sur., 2014). Vrlo je izvjesno da su starije i manje specificne metode,
poput imunoenzimske metode (engl. ELISA-enzyme-linked immunosorbent assay) i HPLC s
fluorescentnim detektorom, precijenile sadrZzaj melatonina zamijenjuju¢i ga s izomerima
melatonina. Istrazivanje melatonina u vinu relativho je novo podru¢je s malim brojem
objavljenih ¢lanaka te konacni zaklju¢ak o njegovom prisustvu i porijeklu, kao i prisustvu
njegovih izomera, joS nije donesen.

Sukladno rezultatima Gomez i sur., (2012) i Kocadagh i sur. (2014), u vinima
ispitivanim u ovom istrazivanju detektiran je izomer melatonina, koji je nedavno identificiran
kao triptofan etilester (TEE) (Gardana 1 sur., 2014). Kvantifikacija ovog spoja provedena je uz

pomo¢ kalibracijske krivulje za melatonin, uporabom fragmenta 216 c¢ija je zastupljenost
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mnogo ve¢a kod TEE u odnosu na melatonin. Izmjerene koncentracije kretale su se u rasponu
od 26-1568 ug/L §to je znatno viSe nego u prethodnim istraZivanjima (Rodriguez-Naranjo,
2011; Kocadagli i sur. 2014). Medutim, razliciti su autori kvantificirali TEE koriste¢i razlicite
fragmente (Rodriguez-Naranjo: fragment 216; Kocadagli: zbroj fragmenata 216 i 174). Budu¢i
da melatonin i TEE imaju znatno razli¢ite tranzicijske omjere navedenih fragmenata, navedeno
otezava medusobnu usporedbu spomenutih rezultata.

Usporedbom izmjerenih koncentracija s obzirom na sortu, najviSe koncentracije TEE su
nadene u vinima proizvedenim od sorte Plavac mali (srednja vrijednost 550 pug/L) (Tablica 13).
Takoder je, usporedbom s obzirom na ZOI, ustanovljen postupan pad koncentracija TEE od
juga prema sjeveru (Tablica 14). Prema Vigentini i sur. (2015), TEE nije detektiran na grozdu,
u mostu je naden u vrlo niskim koncentracijama ili je kod nekih sorti odsutan, ali se nakuplja u
vinu tijekom alkoholne fermentacije. Drugi su autori tekoder nasli TEE u vinu u Sirokom
rasponu koncentracija (Meng i sur., 2017) S§to ukazuje na Cinjenicu da mu konacna
koncentracija ovisi o soju kvasca i uvjetima fermentacije. Istrazivanja pokazuju da i druge vrste
kvasaca, osim Saccharomyces cerevisiae, proizvode TEE (Fernandez-Cruz i sur., 2017;
Vigentini i sur., 2015) Sto, s obzirom na njihovu znacajnu prisutnost na grozdu prije
fermentacije (Mas i sur., 2014), moZe imati velik utjecaj na kona¢nu koncentraciju TEE u vinu.
Razlike u koncentracijama TEE, primijeene u ovom istraZivanju, mogu se stoga pripisati
razlicitoj populaciji mikroorganizama prisutnoj na sirovini te razli¢itim uvjetima vinifikacije.

Znacaj TEE kao bioloski aktivnog spoja joS je uvijek nejasan. Njegova moguca
nutritivna uloga, prema Iriti i Vigentini (2015), jest da predstavlja rezervoar triptofana
sposobnog za prolazak kroz gastrointestinalni sustav te, moguce, krvno-moZdanu barijeru.
Prema istim autorima, TEE se moZe, nakon deesterifikacije, brzo metabolizirati u melatonin i
serotonin djelovanjem enteroendokrinih stanica, no za potvrdu ove hipoteze potrebna su

dodatna istrazivanja.

5.4. Makroelementi, mikroelementi i elementi u tragovima

Makroelementi, mikroelementi i elementi u tragovima u vinu u najve¢oj mjeri potjecu
iz prirodnih, geogenih izvora, no ne mogu se zanemariti ni antropoloski izvori, poput uporabe
fungicida, razli¢itih aditiva i metalnog pribora tijekom proizvodnje. Elementi koji su
obuhvaceni ovim istrazivanjem odabrani su na temelju svojih potencijalnih blagotvornih, kao i
Stetnih ucinaka na ljudsko zdravlje. Umjerena konzumacija vina doprinosi zadovoljenju

dnevnih potreba organizma za mnogim esencijalnim elementima, poput Cu, Zn, Ca, K, Co, Cer,
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Mg, Mn, Mo, Ni, Se i Fe. Medutim, vino moZe sadrZavati i toksi¢ne metale: Al, As, Cd i Pb
(Pohl, 2007). U ovom su istraZivanju izmjerene koncentracije makroelemenata (Ca, K, Mg,
Na), mikroelemenata (Al, Cu, Zn, Mn, Fe) te elemenata u tragovima (As, Cd, Co, Cr, Ni, Pb,
Se, V).

Najvise koncentracije K izmjerene su u vinima proizvedenim od sorte Plavac mali
(srednja vrijednost 1124 mg/L), najviSe Ca je nadeno u vinima proizvedenim od sorte Teran
(srednja vrijednost 179,5 mg/L), a najviSe Na je nadeno u vinima proizvedenim od sorte Pinot
crni (srednja vrijednost 23,1 mg/L). Statisticki znacajno razlicite koncentracije makroelemenata
s obzirom na sortu utvrdene su jedino za Mg buduc¢i su njegove koncentracije u sorti Frankovka
(srednja vrijednost 148,4 mg/L) bile znaCajno viSe odnosu na sve ostale ispitivane sorte (Tablica
16). Najvise koncentracije Fe i Al utvrdene su u vinima proizvedenim od sorte Teran (srednje
vrijednosti redom 6007 ug/L i 1383 pug/L), dok je najviSe Zn izmjereno u vinima sorte Cabernet
Sauvignon (srednja vrijednost 580 pg/L), a najvise Cu izmjereno je u vinima sorte Merlot
(srednja vrijednost 249 pg/L). Medu mikroelementima, samo je Mn bio sortno specifican.
Koncentracija Mn bila je najviSa u sorti Frankovka (srednja vrijednost 3440 ug/L) te znacajno
razli¢ita od koncentracije Mn u sortama Babi¢, Cabernet Sauvignon, Merlot i Plavac mali. Vina
proizvedena od sorte Plavac mali sadrZavala su najmanje Mn (srednja vrijednost 1265 ug/L).
Medu elementima u tragovima utvrdene su sljedece najvise srednje vrijednosti: za Ni 66,6 ug/L
(Frankovka); za Pb: 37,8 pg/L (Babi¢); za Cr: 22,1 ug/L (Plavac mali); za V: 8,5 ug/L (Teran);
za Co: 6,3 ug/L (Teran); za Se: 2,3 ug/L (Plavac mali); za As: 2,1 ug/L (Plavac mali); za Cd:
1,0 ug/L (Pinot crni). Sortno specifi¢ni bili su Ni, Co i Se. Sorta Frankovka sadrzavala je
znacajno vise Ni od sorte Babi¢ (srednja vrijednost 18,6 ug/L). Koncentracija Co se statisticki
znacajno razlikovala u vinima proizvedenih od sorte Teran u odnosu na vina proizvedena od
sorti Babi¢, Frankovka, Pinot crni i Plavac mali. Sorta Plavac mali sadrzavala je najvise Se te
se znacajno razlikovala od sorti Frankovka i Merlot. Koncentracije Pb, Cr, V, As i Cd nisu se
znacajno razlikovale medu sortama (Tablica 16).

Koncentracije K bile su najspecificnije s obzirom na geografsko podrijetlo vina.
Najvece i statisticki znacajno viSe koncentracije K izmjerene su u vinima sa ZOI Dingac
(srednja vrijednost 1396 mg/L) i ZOI Slavonija (srednja vrijednost 1305 mg/L) u odnosu na
vina sa svim ostalim ZOI, izuzev ZOI Sjeverna Dalmacija. Najniza koncentracija K izmjerena
je u vinima sa ZOI Dalmatinska zagora (srednja vrijednost 711 mg/L). Statisticki znaCajne
razlike u koncentraciji K nadene su jo$ i izmedu vina sa ZOI Dalmatinska zagora te vina sa ZOI
Sjeverna Dalmacija i ZOI Srednja i juZna Dalmacija, kao i izmedu vina sa ZOI Hrvatsko

Podunavlje i ZOI Sjeverna Dalmacija (Tablica 17). Koncentracija Mg bila je najviSa u vinima
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sa ZOI Slavonija (srednja vrijednost 134 mg/L) te statisti¢ki znaCajno razli¢ita u odnosu na vina
sa ZOI Dalmatinska zagora, ZOI Hrvatska Istra, ZOI Sjeverna Dalmacija i ZOI Srednja i juZna
Dalmacija, kao i izmedu vina sa ZOI Dinga¢ te vina sa ZOI Hrvatska Istra i ZOI Sjeverna
Dalmacija. Najvisa koncentracija Ca izmjerena je u vinima sa ZOI Srednja i juzna Dalmacija
(srednja vrijednost 179 mg/L), ali bez statisticki znacajne razlike u odnosu na vina sa svim
ostalim ZOI. Koncentracija Na bila je znac¢ajno viSa u vinima sa ZOI Hrvatsko Podunavlje
(srednja vrijednost 33,7 mg/L) u odnosu na vina sa svim ostalim ZOI. Medu mikroelementima,
najvise koncentracije Fe izmjerene su u vinima sa ZOI Sjeverna Dalmacija (srednja vrijednost
5629 ug/L), dok je najviSe Mn nadeno u vinima sa ZOI Slavonija (srednja vrijednost 3564
ug/L), najvisSe Al izmjereno je u vinima sa ZOI Srednja i juZna Dalmacija (srednja vrijednost
1278 ng/L), Zn je bilo najviSe u vinima sa ZOI Dalmatinska zagora (srednja vrijednost 762
ug/L), a Cu je bilo najvise u vinima sa ZOI Sjeverna Dalmacija (srednja vrijednost 237 ug/L).
Mn i Zn jedini su bili specifi¢ni s obzirom na geografsko podrijetlo vina. Koncentracija Mn bila
je statisti¢ki znacajno visa u vinima sa ZOI Slavonija u odnosu na vina sa svim ostalim ZOI.
Takoder su se, s obzirom na koncentraciju Mn, vina sa ZOI Srednja i juZzna Dalmacija znacajno
razlikovala u odnosu na vina sa ZOI Hrvatska Istra i Hrvatsko Podunavlje kao i vina sa ZOI
Hrvatska Istra u odnosu na vina sa ZOI Dalmatinska zagora. Statisticki znacajna razlika uoc¢ena
je 1 izmedu koncentracije Zn u vinima sa ZOI Hrvatsko Podunavlje i vinima sa ZOI
Dalmatinska zagora (Tablica 17). Medu elementima u tragovima, utvrdene su sljedece najvise
srednje vrijednosti: za Ni 79,2 ug/L (ZOI Slavonija); za Pb: 65,3 pg/L. (ZOI Sjeverna
Dalmacija); za Cr: 21,9 ug/L (ZOI Srednja i juzna Dalmacija); za V: 6,4 ug/L (ZOI Slavonija);
za Co: 4,7 pg/L (ZOI Hrvatska Istra); za Se: 2,2 ug/L (ZOI Srednja i juzna Dalmacija); za As:
2,0 pg/L (ZOI Dingac¢ i1 ZOI Srednja i juzna Dalmacija); za Cd: 1,2 pg/L (ZOI Dalmatinska
zagora). Koncentracije Pb i Cd znacajno su se razlikovale izmedu vina s razli¢itim ZOI. Pb je
bilo statisticki znacajno vise u vinima sa ZOI Dalmatinska zagora i ZOI Sjeverna Dalmacija u
odnosu na vina sa ZOI Hrvatsko Podunavlje. Takoder je Cd bio statisticki znacajno visi u
vinima sa ZOI Dalmatinska zagora u odnosu na vina sa ZOI Hrvatska Istra i ZOI Srednja 1 juzna
Dalmacija. Koncentracije Ni, Cr, V, Co, Se i As nisu se znacajno razlikovale medu vinima sa
razli¢itom ZOI (Tablica 17).

Medusobni odnos zastupljenosti navedenih elemenata u ispitivanim hrvatskim vinima u
skladu je s prethodno objavljenim (Fiket i sur., 2011). Takoder, rezultati dobiveni u ovom
istraZzivanju opcenito se slazu s prijaSnjim nalazima u hrvatskim vinima (Fiket i sur., 2011;
Leder i sur., 2015; Vrcéek i sur., 2011). U usporedbi s vinima iz drugih drZava, rezultati ovog

istrazivanja uglavnom se podudaraju s prethodno objavljenim rezultatima za rumunjska (Geana
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i sur., 2013), turska (Alkis i sur., 2014), Spanjolska (Garcia-Rodriguez i sur., 2011) i ¢eska vina
(Kment 1 sur., 2005). Geana i sur. (2013) objavili su viSe vrijednosti koncentracija Cr, Cui V u
rumunjskim vinima; Alkis 1 sur. (2014) objavili su viSe vrijednosti koncentracija Cr 1 niZe
vrijednosti koncentracija Mn, Fe i Pb u turskim vinima, Garcia-Rodriguez i sur. (2011) objavili
su viSe vrijednosti koncentracija As i V u Spanjolskim vinima, dok su Kment i sur. (2005)
objavili viSe vrijednosti koncentracija As, Cu, Cr, Pb i1V u ¢eSkim vinima. Uoc¢ena varijabilnost
moze se objasniti razli¢itom geokemijom tla i razliitim stupnjem antropogenog utjecaja bilo
tijekom uzgoja vinove loze, bilo tijekom proizvodnje vina.

Usporedbom srednjih vrijednosti izmjerenih koncentracija ispitivanih elemenata medu
sortama, statisticki znac¢ajne razlike nadene su u 29% elemenata, dok su usporedbe s obzirom
na ZOI otkrile statisticki znacajne razlike u 41% elemenata. Relativno mali broj statisticki
znacajnih razlika, uocenih u ovom istrazivanju, posljedica je velike varijabilnosti rezultata
pojedinih elemenata koja je uoCena i ranije (Geana i sur., 2013). Zbog kiselosti vina,
koncentracije elemenata u vinu variraju znatno vise u odnosu na druga alkoholna pica (Ibanez
i sur., 2008). Takoder, visoka varijabilnost je o¢ekivana s obzirom na razli¢it doprinos polozaja
vinograda, proizvodne sorte te viti- i vinikulturne prakse konacnom elementnom profilu vina.
Sukladno istrazivanju Sen i Tokatli (2014), problem u izvodenju zakljuaka o sortnim i
regionalnim elementnim profilima vina u ovom istraZivanju su vina proizvedena od sorti koje
se uzgajaju samo u jednoj regiji zbog ¢ega nije moguce zakljuciti da li uocene razlike potjecu
od sorte ili od geografskog podrijetla uzoraka vina. Koncentracije Mn tako se statistic¢ki
znacajno razlikuju izmedu uzoraka vina proizvedenih od sorti Frankovka i Plavac mali, od kojih
uzorci vina Frankovka potjecu iskljucivo iz regije Istocna kontinentalna Hrvatska, dok uzorci
vina Plavac mali potjeCu iskljudivo iz regije Dalmacija. Sli¢na razlika uoCena je u
koncentracijama Ni izmedu vina proizvedenih od sorti Babi¢ (Dalmacija) i Frankovka (Isto¢na
kontinentalna Hrvatska). Takoder se koncentracije Co znacajno razlikuju izmedu vina
proizvedenih od sorti Babi¢, Plavac mali (Dalmacija), Pinot crni 1 Frankovka (Isto¢na
kontinentalna Hrvatska) s jedne strane i vina proizvedenih od sorte Teran (Istra) s druge strane.
Istovremeno se vina proizvedena od sorti Merlot i Cabernet Sauvignon, koja nisu regionalno
specificna, ne razlikuju znacajno od drugih vina s obzirom na koncentraciju Co. Ovi podatci
potvrduju da geografsko podrijetlo ima mnogo ve¢i utjecaj od sorte na elementni profil vina.

Kako bi se procijenio geogeni doprinos elementnom sastavu ispitivanih vina, rezultati
ovog istraZivanja usporedeni su s koncentracijama odgovarajuéih elemenata u tlu objavljenih u
Geokemijskom atlasu Republike Hrvatska (Halami¢, 2009). Unato¢ razliCitoj geokemiji

razlicitih tala te, posljedi¢no, razlicitoj apsorpciji elemenata iz tla, uocena je visoka podudarnost
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izmedu regionalne zastupljenosti pojedinih elemenata u tlu i u vinu proizvedenom od grozda iz
iste regije. Medu makroelementima, koncentracije K, Mg i Na znacajno su se razlikovale
izmedu vina s razli¢itim ZOI. Koncentracije K bile su najviSe u vinima sa ZOI Slavonija i ZOI
Dingac, a statisticki su se znacajno razlikovale u odnosu na koncentracije K u vinima sa ZOI
Dalmatinska zagora, ZOI Hrvatsko Podunavlje i ZOI Srednja i juzna Dalmacija. Ovaj nalaz
podudara se s koncentracijama K u tlu buduci su najviSe koncentracije u Hrvatskoj izmjerene u
Slavoniji, dok su u priobalju najviSe koncentracije K nadene na poluotoku PeljeSac i otocima
srednje Dalmacije. Visoke koncentracije K u tlu Slavonije jednim se dijelom pripisuju
intenzivnoj uporabi umjetnih gnojiva (Halami¢, 2009), dok su na Peljescu prirodnog podrijetla
(Specifikacija proizvoda: Dingac). Podudarnost s koncentracijama u tlu uocena je i za Mg:
najvise i statisticki znac¢ajno razli¢ite koncentracije Mg izmjerene su u vinima sa ZOI Slavonija
i ZOI Dinga¢, u odnosu na vina sa ZOI Sjeverna Dalmacija i ZOI Hrvatska Istra koja su
sadrzavala najnize koncentracije Mg. Sjeverna Dalmacija, osobito podruc¢je Ravnih kotara, te
Istra podrucja su s najmanjom koncentracijom Mg u tlu. S druge strane, PeljeSac i Slavonija
odlikuju se znatno viSim koncentracijama Mg. Tla Hrvatskog Podunavlja takoder su bogata Mg
Sto se poklapa i s neSto nizim, ali jo§ uvijek visokim koncentracijama Mg u vinima sa ZOI
Hrvatsko Podunavlje. Vina sa ZOI Hrvatsko Podunavlje sadrZzavala su znacajno viSe Na u
odnosu na sva ostala ispitivana vina unato¢ ¢injenici da se, zbog utjecaja morskog aerosola,
viSe Na ocekuje u vinima proizvedenim od groZzda koje potjece iz vinograda smjeStenih blizu
mora. I ovi se rezultati podudaraju s obrascem Na nadenim u tlu, gdje su najniZe koncentracije
Na izmjerene u dalmatinskim tlima, a najvise u tlima isto¢ne Hrvatske te sjeveroisto¢nog dijela
srediSnje Hrvatske. Medu mikroelementima, regionalno specifi¢ni bili su Mn i Zn.
Koncentracije Mn bile su najvisSe u vinima sa ZOI Slavonija, a najniZe u vinima sa ZOI Srednja
i juzna Dalmacija §to je u suprotnosti s koncentracijama Mn u tlu. Naime, koncentracije Mn u
tlu rastu od sjevera prema jugu te su najviSe koncentracije izmjerene u srednjoj Dalmaciji.
Prema Halamic¢u (2009), medijan koncentracija Mn izmjerenih u dalmatinskim tlima cak je
dvostruko veci od europskog prosjeka. Imajuc¢i u vidu dobru podudarnost ostalih navedenih
elemenata u tlu i u vinu, ovakav rezultat upucuje na zaklju¢ak da je Mn u vinu pretezno
antropogenog podrijetla te da vjerojatno potjece od uporabe pesticida, fungicida i gnojiva
tijekom uzgoja loze (Pohl, 2007) kao i da osobine tla poput pH-vrijednosti i stupnja aeracije
(Kabata-Pendias, 2004) znatno viSe utjeCu na sposobnost vinove loze za apsorpcijom Mn u
odnosu na druge elemente. Koncentracije Zn bile su najviSe u vinima sa ZOI Dalmatinska
zagora, a najnize i statisticki znacajno razliCite u vinima sa ZOI Hrvatsko Podunavlje $to se

slaze s nalazima Zn u tlu. Naime, tla Dalmatinske zagore najbogatija su cinkom, dok su tla
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srediSnje i isto¢ne Hrvatske najsiromasnija Zn, uz iznimku aluvijalnih ravnica rijeke Drave u
koje je Zn dospio antropogenim utjecajem (Halami¢, 2009). Medu elementima u tragovima,
koncentracije Pb i Cd znacajno su se razlikovale s obzirom na geografsko podrijetlo. Zanimljivo
je da se koncentracije Pb u vinu mogu povezati s koncentracijama Pb u tlu: najviSe su vrijednosti
izmjerene u vinima sa ZOI Dalmatinska zagora, a najnize u ZOI Hrvatsko Podunavlje $to
odgovara obrascu utvrdenom u hrvatskim tlima. Ovi rezultati upucuju na zakljuc¢ak da najveci
dio Pb u vinu potjece iz tla. Medutim se povecano prisustvo Pb u tlu najve¢im dijelom pripisuje
antropogenom djelovanju, tj. atmosferskom oneciS¢enju (cestovni promet) (Halami¢, 2009).
Takoder je Cd bilo najviSe u vinima sa ZOI Dalmatinska zagora cija su tla vrlo optere¢ena Cd,
a znacajno manje u vinima sa ZOI Hrvatska Istra, §to odgovara obrascu utvrdenom u tlu.
Povecane koncentracije Cd u poljoprivrednom tlu dovode se u vezu s atmosferskim
oneciS¢enjem (cestovni promet), uporabom pesticida, fungicida, fosfatnih gnojiva te
koriStenjem otpadnog mulja kao gnojiva (Halami¢, 2009; Tariba, 2011). Kment i sur. (2005)
nasli su statisti¢ki znacajnu ovisnost izmedu sadrZzaja Mg u vinu i tlu vinograda, dok su Fabani
1 sur. (2010) utvrdili dobro podudaranje koncentracija Ca, Cr i Fe u vinu 1 tlu. Unato€ ¢injenici
da su opaZanja u ovom istrazivanju temeljena na usporedbi sastava vina sa sastavom tla Sireg
zemljopisnog podrucja, umjesto mnogo preciznije usporedbe sa sastavom tla u odgovaraju¢em
vinogradu, uoceno je dobro podudaranje sadrzaja K, Mg, Na, Zn, Pb 1 Cd u vinu i tlu.
Koncentracije elemenata usporedene su s maksimalnim dopuStenim koncentracijama
(MDK) koje su propisale Europska Unija i Medunarodna organizacija za vinovu lozu i vino
(Tablica 4). Usporedba je pokazala da su koncentracije svih elemenata bile ispod grani¢nih

vrijednosti u svim ispitivanim uzorcima.

5.5. Biogeni amini

Najvise koncentracije putrescina izmjerene su u vinima proizvedenim od sorti Babi¢ i
Cabernet Sauvignon (srednja vrijednost 6,5 mg/L), dok je najviSe histamina nadeno u vinima
proizvedenim od sorte Babi¢ (srednja vrijednost 3,8 mg/L). Tiramina je bilo najviSe u vinima
sorte Frankovka (2,4 mg/L), a kadaverina u vinima sorte Plavac mali (srednja vrijednost 1,0
mg/L). Histamin je bio jedini BA kod kojeg je nadena statisticki zna¢ajna razlika s obzirom na
sortu: sorta Babi¢ sadrzavala je znaCajno vise histamina u odnosu na sorte Merlot i Pinot crni
(Tablica 18).

Promatrano s obzirom na ZOI, putrescina je bilo najviSe u vinima sa ZOI Dalmatinska

zagora (srednja vrijednost 9,3 mg/L) i bio je statistiCki znacajno razli¢it u odnosu na vina sa
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Z0I Hrvatska Istra i ZOI Slavonija. Koncentracija histamina bila je najviSa u vinima sa ZOI
Dingac (srednja vrijednost 4,2 mg/L) i ZOI Sjeverna Dalmacija (srednja vrijednost 4,3 mg/L)
1 znacajno se razlikovala od koncentracije histamina u vinima sa ZOI Dalmatinska zagora 1 ZOI
Hrvatsko Podunavlje. Koncentracije tiramina bile su najviSe u vinima sa ZOI Slavonija (2,6
mg/L), a kadaverina u vinima sa ZOI Slavonija i ZOI Srednja i juZna Dalmacija (srednja
vrijednost 1,0 mg/L) te se nisu znacajno razlikovale medu vinima s razli¢itim ZOI (Tablica 19).

NajviSe koncentracije putrescina i histamina izmjerena su u vinima iz 2014. godiSta
(srednje vrijednosti redom 6,2 mg/L i 3,4 mg/L). Tiramina je bilo najviSe u vinima iz godiSta
berbe 2012. 1 2014., dok je kadaverina bilo najvise u vinima iz godiSta berbe 2015. Nisu nadene
statisticki znacCajne razlike u koncentracijama navedenih spojeva medu vinima proizvedenim
od grozda iz razlic¢itih godista berbe (Tablica 20).

Opcenito je putrescin bio najzastupljeniji BA, a slijedili su redom histamin, tiramin i
kadaverin, Sto se podudara s prethodno objavljenim rezultatima (Konakovsky i sur., 2011).
Takoder, raspon rezultata pojedina¢nih BA u skladu je s nedavno objavljenim rezultatima
talijanskih vina (Restuccia i sur., 2017). Medutim, Mitar i sur. (2018) su izvijestili o znatno
niZim koncentracijama BA izmjerenih u hrvatskim vinima. Ove razlike mogu se povezati s
razli¢itim podrijetlom ispitivanih vina (Mitar i sur. su istrazivanjem obuhvatili i vina iz
Sredi$nje bregovite Hrvatske), no moguce je, takoder, da su im uzrok metodoloske razlike u
mjerenju koncentracija BA (Mitar 1 sur. nisu koristili interni standard).

Anzin-Azpilicueta i sur. (2008) su u svojem preglednom c¢lanku naveli da je iz
prethodnih izvjes¢a evidentan velik raspon izmjerenih koncentracija BA: od koncentracija koje
su bile ispod granice detekcije do koncentracija mnogo viSih od onih izmjerenih u ovom
istrazivanju: 55 mg/L za putrescin, 25 mg/L za histamin, 28 mg/L za tiramin 1 14 mg/L za
kadaverin. Konakovsky i sur. (2011) su izvijestili cak i o viSim koncentracijama putrescina (122
mg/L) i histamina (27 mg/L) izmjerenih u austrijskim kvalitetnim crnim vinima. Ovakva
varijabilnost je o¢ekivana, buduci da koncentracije BA ovise 0 mnogobrojnim faktorima, poput
kvalitete sirovine (koja ovisi o klimi 1 karakteristikama tla vinogradarske regije), aminogenoj
sposobnosti prisutnih bakterijskih sojeva, uvjetima uzgoja vinove loze (ukljucujuci uporabu
dusic¢nih gnojiva), tehnikama proizvodnje vina i uvjetima skladiStenja (Anzin-Azpilicueta i sur.,
2008). Sukladno navedenome, Konakovsky i sur. (2011) nisu pronasli statisticki znacajne
razlike izmedu ispitivanih vina proizvedenih od sedam crnih sorti (ukupno 100 uzoraka) zbog
velike varijabilnosti unutar grupa (sorti). U ovom istraZivanju je takoder uocena velika
varijabilnost unutar grupa (sorta, geografsko podrijetlo, godiSte) te su znacajne razlike

pronadene samo medu koncentracijama histamina i to promatranim s obzirom na sortu te s
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obzirom na ZOI. Sorta Pinot crni sadrzavala je znaCajno manje histamina u odnosu na
dalmatinske sorte Babi¢ i Plavac mali. U skladu s navedenim, histamina je bilo najviSe u
ispitivanim vinima sa ZOI Sjeverna Dalmacija (dominantno vina od sorte Babi¢) 1 ZOI Dingac
(iskljucivo vina od sorte Plavac mali), a najmanje u vinima sa ZOI Dalmatinska zagora
(dominantno vina od sorte Merlot) i ZOI Hrvatsko Podunavlje (vina od raznih sorti). Vina s
najviSim srednjim vrijednostima koncentracije histamina bila su najmanje kisela vina: ZOI
Dinga¢ (4,2 mg/L, pH=3,74); ZOI Srednja i juZna Dalmacija (2,4 mg/L, pH=3,53); ZOI
Sjeverna Dalmacija (4,3 mg/L, pH=3,50), dok su vina s najmanje histamina bila najkiselija:
Z0I Dalmatinska zagora (0,9 mg/L, 3,22); ZOI Hrvatsko Podunavlje (1,1 mg/L, pH=3,38).
Srednje pH-vrijednosti rasle su od sjevera prema jugu Sto je sukladno Cinjenici da grozde koje
dozrijeva u toplijim klimatskim uvjetima sadrZi manje kiselina od grozda koje dozrijeva u
hladnijim klimatskim uvjetima. ViSe pH-vrijednosti (iznad 3,5) povezane su s vecom
sposobnosti prezivljavanja razli¢itih mikroorganizama, medu kojima su i oni s aminogenom
sposobnoscu, dok su niZe pH-vrijednosti (ispod 3,3) povezane s oteZanom malolakti¢nom
fermentacijom, veoma vaznom za nastanak BA (Preti i1 sur., 2016). Koncentracije jabucne i
mlije¢ne kiseline izmjerene u ovom istrazivanju upucuju na zakljucak da je u svim vinima
provedena potpuna ili djelomi¢na malolakti¢na fermentacija: jabucna kiselina izmjerena je u
rasponu koncentracija od ispod granice detekcije do 1927 mg/L, dok je mlijeCna kiselina
izmjerena u rasponu koncentracija od 519 do 3982 mg/L (Tablica 10). Vise pH-vrijednosti u
vinima koja su prosla malolakticnu fermentaciju, a na koje upucuju pozitivna korelacija
mlijecne kiseline i negativna korelacija jabuCne kiseline s pH-vrijednosti (Tablica 24),
ocekivane su budu¢i da je razgradnja jabu¢ne i sinteza mlijeCne kiseline pracena blagim
porastom pH-vrijednosti. Smatra se da se istovremenom sintezom BA omogucuje
prezivljavanje mikroorganizama u kiselom okoliSu ili da sinteza BA predstavlja alternativni
izvor metabolicke energije (Martuscelli i sur., 2013). Pozitivna korelacija izmedu pH-
vrijednosti i koncentracija razli€itih BA uocena je u prethodnim istraZivanjima (Landete 1 sur.,
2005; Preti 1 sur., 2016; Restuccia i sur., 2017). U skladu s rezultatima ovog istraZivanja,
Landete i sur. (2005) izmjerili su viSe koncentracije histamina u vinima s pH-vrijedno$¢u iznad
3,5. U istom istraZzivanju utvrdeno je da je utjecaj pH-vrijednosti na tiramin bio manje ocit, a
uopce nije uocen za ostale BA. StatistiCki znacajne, iako slabe pozitivne korelacije pH-
vrijednosti i histamina (r = 0,304, p < 0,05) te pH-vrijednosti i tiramina (r = 300, p < 0,05)
utvrdene u ovom istraZivanju, potvrduju navedene nalaze. S druge strane, Preti i sur. (2016)

utvrdili su pozitivnu korelaciju izmedu pH-vrijednosti te putrescina, kadaverina i tiramina, ali
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ne i histamina. Ovi se rezultati mogu objasniti visokom varijabilno$¢u rezultata uslijed velikog
broja ostalih faktora koji utjecu na nastanak BA.

Promatrano s obzirom na godiSte berbe, vina iz berbe 2014. sadrZavala su najviSe
histamina (najveca srednja vrijednost, najvisi maksimum), dok je za druge BA slican trend bio
manje uocljiv. Takoder se 2014. godina istice po najve¢em udjelu vina kontaminiranih s BA
(Tablica 21). Del Prete i sur. (2009) su, proucavajuéi utjecaj grozda na konaCan sastav i
koncentraciju BA u vinu, zakljucili da vina proizvedena od grozda iz klimatskih “loSih” godina
sadrzavaju znacajno viSe BA. Njihovi su eksperimentalni uvjeti ukljucivali rad sa sterilnim
mostom i odabranim kulturama kvasaca i bakterija kako bi se tijekom proizvodnje vina iskljucio
doprinos nekontroliranih kontaminiraju¢ih mikroorganizama. U realnim uvjetima je izgledno
da prirodno ve¢i sadrzaj BA u grozdu ubranom u “1oSoj” godini dodatno raste zbog utjecaja
kontaminiraju¢ih mikroorganizama prisutnih na oste¢enim bobicama.

Unato¢ potencijalno toksi¢nim ucincima na osjetljive pojedince, Europska Unija jo$
uvijek nije definirala MDK ni za histamin, niti za drugi farmakoloski aktivan BA, tiramin.
Svicarska je jedina privremeno uvela MDK za histamin (10 mg/L), ali ju je 2008. povukla
tijekom uskladivanja sa zakonskom regulativom EU (Konakovsky i sur., 2011). Primjenom
navedene grani¢ne vrijednosti, sva ispitivana vina smatrala bi se zdravstveno ispravnim.
Medutim, konzumacijom ovih vina nisu iskljueni mogu¢i toksi¢ni uc€inci histamina na
histamin-netolerantne osobe imajuci u vidu moguce sinergijske ucinke razli¢itth BA prisutnih
u vinu kao i cinjenicu da se koli¢ina histamina unesena vinom moZe dodatno uvecati
istovremenom konzumacijom drugih vrsta hrane koje sadrzi histamin. Ovi rezultati dodatno
naglaSavaju potrebu za rutinskom detekcijom 1 kvantifikacijom BA u vinu kako bi se postigla

bolja kontrola procesa vinifikacije, a stvaranje BA svelo na minimum.

5.6. Okratoksin A

Koncentracije OTA kretale su se u rasponu od vrijednosti ispod granice detekcije do
0,163 pg/L (Tablica 10), uz srednju vrijednost od 0,040 pg/L i medijan od 0,026 pug/L. lako je
raspon vec¢i u usporedbi s prijaSnjim istraZivanjima OTA u hrvatskim vinima (Domijan i
Peraica, 2005.; Flajs i sur., 2009), srednja vrijednost i medijan su neznatno vec¢i unato¢ velikom
rasponu ispitivanih godista (2002. u spomenutim prethodnim istrazivanjima - 2015. u ovom
istrazivanju). Ovaj nalaz je u suprotnosti s izvjeS¢em De Jesusa i sur. (2018) koji su utvrdili
porast OTA koncentracija u vinima proizvedenim u Sjedinjenim americkim drzavama (SAD)

za gotovo dva reda veli¢ine (100x) u razmaku od dva desetljeca. Najznacajnije OTA-
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proizvodne vrste su Penicillium verrucosum, Aspergillus ochraceus, Aspergillus niger i
Aspergillus carbonarius (Amezqueta i1 sur., 2012), medu kojima je najveéi proizvodac,
pripadnik tzv. crnih plijesni, Aspergillus carbonarius (Belli i sur., 2006). Juzna Europa je
pogodnija za rast okratoksigenih vrsta iz roda Aspergillus u odnosu na vrste iz roda Penicillium,
budu¢i da su crne plijesni vrlo otporne na izlaganje suncu te na suhu i vru¢u klimu (Serra i sur.,
2003) sto im daje kompetitivhu prednost u odnosu na druge plijesni. Medutim, klimatske ¢e
promjene, osobito rast prosjecnih temperatura, vjerojatno dovestih do zna¢ajnih promjena u
proizvodnji OTA kroz dulje vremensko razdoblje. Razliciti proizvodaci OTA razlikuju se po
optimalnim temperaturama za rast i za proizvodnju OTA. Vece koncentracije OTA izmjerene
su u grozdu na 30°C (gornja granica optimalnog rasta za Aspergillus carbonarius te donja
granica optimalnog rasta za Aspergillus niger), nego u grozdu na 20°C (Paterson, 2018; Belli,
2004). Izvjesno je da ¢e s promjenom klimatskih uvjeta Aspergillus niger postati zastupljeniji
na grozdu u odnosu na Aspergillus carbonarius jer je otporniji na visoke temperature i susu
(Garcia-Cela, 2014), ali rjede proizvodi OTA (Guzev, 2006; Serra, 2005). Stoga ¢e rast
temperatura u umjerenim klimatskim zonama vjerojatno dovesti do porasta, a rast temperatura
do ekstremnih vrijednosti poput onih na jugu Europe ¢e vjerojatno dovesti do pada
koncentracije OTA u vinima, uz istovremeni porast koncentracije drugih mikotoksina, npr.
aflatoksina, kojeg proizvode termorezistentnije plijesni poput Aspergillus flavus i Aspergillus
parasiticus (Paterson, 2018). Mali porast OTA u hrvatskim vinima u ovom u odnosu na
prethodna istrazivanja podupire navedene pretpostavke, buduc¢i da veéi broj uzoraka vina
potjece iz regije s vru¢om klimom gdje dodatni rast temperatura vjerojatno nec¢e dovesti do
znadajnijeg daljnjeg porasta koncentracije OTA (Zurga i sur., 2019).

Usporedena s prethodnim medunarodnim izvjes¢ima o koncentracijama OTA, hrvatska
vina se viSe podudaraju s vinima iz srednjoeuropskih drzava (Belajova i sur., 2007; Mikulikova
i sur., 2012; Varga i sur., 2005) iako vec¢ina uzoraka potjece iz regije s tipicnom Csa klimom
(toplo - suSna ljeta - vruca ljeta) Koppen - Geigerove klimatske klasifikacije (Kottek 1 sur.,
2006) koja odgovara klimatskim karakteristikama juZnoeuropskih i mediteranskih zemalja
poput Greke, Turske, Italije, Spanjolske i Portugala s veéim izmjerenim koncentracijama OTA
(Sarigiannis i sur., 2014; Altiokka i sur., 2009; Spadaro i sur., 2010; Burdaspal i sur., 2007;
Pena i sur. 2010).

Promatrano prema ZOI, uocen je postepen porast izmjerenih koncentracija OTA od
sjevera prema jugu, Sto je osobito izrazeno u dalmatinskom priobalju: najviSe pojedinacne
koncentracije izmjerene su u vinima proizvedenim od sorte Plavac mali koja potjecu iz

najjuznijih podrucja ispitivanih ZOI (0,163 pg/L u vinu s otoka Visai 0,141 pug/L u vinu s otoka
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Hvara). Takoder, najviSe je nekontaminiranih vina bilo medu vinima sa sjevernim ZOI (ZOI
Slavonija 1 ZOI Hrvatsko Podunavlje), dok su sva dalmatinska vina bila kontaminirana (ZOI
Sjeverna Dalmacija, ZOI Dalmatinska zagora, ZOI Srednja i juzna Dalmacija, ZOI Dingac)
(Tablica 21). Ovi rezultati snazno podupiru prethodne nalaze, prema preglednom clanku Blesa
i sur. (2006), prema kojima koncentracije OTA postupno rastu od sjevera prema jugu tj. vina iz
juznih predjela Europe CeSc¢e su kontaminirana i sadrZe vece koncentracije OTA. S obzirom na
¢injenicu da su najviSe koncentracije OTA izmjerene u sortama koje se uzgajaju iskljucivo na
jugu zemlje, izgledno je da su primijecene razlike u koncentraciji OTA posljedica razli¢itog
geografskog podrijetla ispitivanih vina. Marifio-Repizo i sur. (2017) su takoder zakljucili da su
razlike u koncentraciji OTA u crnim vinima, zapaZene u njithovom istraZivanju, bile ovisne o
geografskom podrijetlu, ali ne i o proizvodnoj sorti. Oni su zapaZene razlike pripisali
vremenskim uvjetima tijekom sazrijevanja grozda i upotrebljenim vitikulturnim tehnikama.
Medu ispitivanim ZOI, ZOI Dingac se isticala po najviSim izmjerenim koncentracijama OTA
(srednja vrijednost 0,095 ug/L) (Tablica 19). Lokalitet Dinga¢ odlikovao se vru¢im i suSnim
ljetnim mjesecima, uz porast koli€ine oborina u rujnu te, osobito, znacajno vecu koli¢inu
oborina tijekom pupanja u odnosu na ostatak Dalmacije (Tablica 12). Vruca, ali istovremeno
neSto vlaznija klima, osobito u mjesecu prije berbe, osobito je pogodna za Aspergillus
carbonarius (Chiotta 1 sur., 2013; Marifio-Repizo i sur., 2016), Sto moZe objasniti visoku
koncentraciju OTA u vinima sa ZOI Dinga¢. Zanimljivo je da je srednja vrijednost OTA u
vinima sa ZOI Dalmatinska zagora (0,020 pug/L), unato¢ blizini i klimatoloSkoj sli¢nosti s
ostalim dalmatinskim ZOJI, sli¢nija srednjim vrijednostima OTA u kontinentalnim vinima. Iako
su srednje vrijednosti temperatura i ukupna koli¢ina oborina sli¢ne u cijeloj Dalmaciji (Tablica
11), u Dalmatinskoj zagori mnogo je manji utjecaj temperaturne regulacije mora te postoje ostre
razlike izmedu dnevnih i no¢nih temperatura. Prema Clouvel et al. (2008), minimalna
temperatura zraka od 15 °C tijekom razdoblja kontaminacije grozda mogla bi biti donja granica
ispod koje je rast plijesni ogranic¢en Sto bi moglo biti uzrok navedenim rezultatima. S druge
strane, znatno viSe koncentracije OTA u vinima s priobalnim dalmatinskim ZOI mogu se
objasniti i viSom vlaznosti zraka koja potjece iz mora (Var i Kabak, 2007).

U ovom je istraZzivanju, medutim, uocena sortno specificna ucestalost kontaminacije s
OTA. Naime, usporedbom ucestalosti kontaminacije s OTA u vinima proizvedenih od sorti
Merlot i Cabernet Sauvignon, nadeno je 78% kontaminiranih vina sorte Merlot u odnosu na
100% kontaminiranih vina sorte Cabernet Sauvignon (Tablica 21). Navedene sorte se uzgajaju
i u kontinentalnoj i u primorskoj Hrvatskoj ¢ime se mogu iskljuditi regionalno uvjetovane

razlike. Navedeni podatci sugeriraju na vaZan utjecaj vitikulturne prakse (Gil-Serna i sur.,
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2018): grozde sorte Merlot sazrijeva i bere se ranije od grozda sorte Cabernet Sauvignon, §to
smanjuje rizik dostizanja uvjeta za optimalan rast okratoksigenih plijesni pri viSim
temperaturama. Slicna razlika u ucestalosti kontaminiranih vina uocena je medu vinima iz
regije Isto¢na kontinentalna Hrvatska: nadeno je 78% kontaminiranih vina proizvedenih od
sorte Frankovka u odnosu na 100% kontaminiranih vina proizvedenih od sorte Pinot crni. Ova
se razlika moZe objasniti ¢injenicom da se plod sorte Pinot crni odlikuje mnogo tanjom
koZicom, u odnosu na sortu Frankovka, zbog ¢ega je vrlo osjetljiv na napad patogenih funga,
poput Botrytis cinerea, koje oSteuju plod i stvaraju uvjete pogodne za kolonizaciju
okratoksigenih plijesni (Gil-Serna i sur., 2018).

Promatrano s obzirom na godiSte berbe, najvise OTA izmjereno je u vinima iz berbe
2014. (najviSa srednja vrijednost, najviSi maksimum) (Tablica 20) Sto je u skladu s
klimatoloSkim podatcima u razdoblju 2011. —2015. (Tablice 11.1 12.). Navedena je godina bila
najvlaznija od svih ispitivanih godina (+32% na godiSnjoj razini), uz temperaturu koja je bila
neznatno niZa ili nije odstupala od prosjeka. Porast ukupne koli¢ine oborina bio je narocito
izraZen u razdoblju od srpnja - rujna Sto je vjerojatno pogodovalo razvoju okratoksigenih
plijesni.

Pracenje koncentracije OTA u vinu od iznimno je velike vaZnosti zbog visoke
ucestalosti njegove prisutnosti u vinu kao i zbog njegovog mutagenog i toksi¢nog potencijala.
U svim ispitivanim vinima, koncentracija OTA bila je viSe nego deseterostuko niZa od najvise
dopustene koncentracije u EU (Uredba 1881/2006), Cime se ova vina smatraju sigurnim za

konzumaciju.
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5.7. Uclestalost kontaminacije prirodnim kontaminantima

U Tablici 21 prikazan je udio nekontaminiranih vina s obzirom na sortu, ZOI, godiSte
berbe i tradicionalnu oznaku kvalitete. Prikazani su rezultati za BA (kadaverin, putrescin,
histamin 1 tiramin) 1 OTA. Kadaverin i putrescin detektrani su u svim uzorcima vina (100%
kontaminiranih uzoraka). Medutim, pronadeno je ukupno 88,2% uzoraka kontaminiranih
histaminom, 82,7% uzoraka kontaminiranih tiraminom 1 92,8% kontaminiranih okratoksinom
A. Izrazeno prema sortama, Merlot je bio sorta s najmanjim udjelom, a Cabernet Savignon s
najvecim udjelom kontaminiranih uzoraka. IzraZzeno prema ZOI, Dalmatinska zagora bila je
ZO0I1 s najmanje uzoraka kontaminiranih biogenim aminima, no uzevsi u obzir i OTA, ZOI
Hrvatsko Podunavlje bila je ZOI s najmanje uzoraka nekontaminiranih potencijalno toksi¢nim
prirodnim kontaminantima histaminom, tiraminom i OTA. Vina sa ZOI Sjeverna Dalmacija
bila su sva kontaminirana analiziranim kontaminantima. Promatrano prema godiStu berbe,
najviSe nekontaminiranih uzoraka potjecalo je iz 2012. godine, a najviSe kontaminiranih iz

2014. godine. Medu vrhunskim vinima naden je manji udio kontaminiranih vina (Tablica 21).

5.8. Meduzavisnost analiziranih nutraceutickih i antinutraceutickih komponenata

Medu analiziranim nutraceutickim i antinutraceutickim komponentama provedena je
korelacijska analiza kako bi se ustanovilo postoji li medusobni odnos izmedu ispitivanih
parametara te je izracunat Pearsonov koeficijent korelacije. Koeficijenti korelacije tumaceni su
na sljedeci nacin: r < -0,7 /r > 0,7 (jaka negativna / pozitivna korelacija); -0,7 <r <-0,5/0,5
<r < 0,7 (umjerena negativna / pozitivna korelacija); -0,5 <r<-0,3/0,3 <r < 0,5 (slaba
negativna / pozitivna korelacija). Korelacije -0,3 < r < 0,3 smatrane su vrlo slabim.

Medu analiziranim parametrima u ovom istraZivanju, najviSe statisticki znacajno
koreliraju rezultati odredeni DPPHe i FRAP metodama: vrijednosti utvrdene DPPHe metodom
umjereno pozitivno koreliraju s vrijednostima utvrdenim FRAP metodom (r = 0,625, p < 0,05)
i koncentracijama ukupnih fenola (r = 0,561, p < 0,05), dok vrijednosti utvrdene FRAP
metodom jako pozitivno koreliraju s koncentracijama ukupnih fenola (r = 0,720, p < 0,05).
Najjaca korelacija (pozitivna) utvrdena je izmedu koncentracija kvercetina i miricetina (r =
0,766, p < 0,05). Resveratrol najslabije korelira s ostalim ispitivanim parametrima: slaba
pozitivna korelacija nadena je samo izmedu koncentracija resveratrola i miricetina (r = 0,337,
p < 0,05) (Tablica 22). Statisticki znacajne umjerene do jake pozitivne korelacije izmedu

ukupnih fenola i antioksidacijskih testova sukladne su rezultatima prethodnih istraZivanja
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(Porgali i Biiyiiktuncel, 2012; Psarra i sur., 2002; §erugai sur., 2011; Stasko i sur., 2008). Medu
pojedina¢nim fenolima u ovom istraZivanju nadena je slaba pozitivna korelacija izmedu
ukupnih fenola i galne kiseline (r = 0,375, p < 0,05) te vrlo slaba izmedu ukupnih fenola i
tirosola te katehina. Vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta odredenog DPPHe metodom su
slabo korelirale s galnom kiselinom (r = 0,418, p < 0,05) i kvercetinom (r = 0,355, p < 0,05), a
vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta odredenog FRAP metodom slabo su korelirale s
galnom kiselinom (r = 0,485, p < 0,05) i tirosolom (r = 0,329, p < 0,05). Ostale su korelacije
bile vrlo slabe ili ih nije bilo (Tablica 22). Di Majo i sur. (2008) su pronasli najjace korelacije
izmedu galne kiseline, miricetina te katehina s antioksidacijskim kapacitetom; Porgali i
Biiyiiktuncel (2012) su utvrdili jake do slabe pozitivne korelacije antioksidacijskog kapaciteta
1 sljede¢ih spojeva (u opadaju¢em nizu): kaempferola, miricetina, kvercetina, resveratrola,
katehina, rutina i galne kiseline; Granato i sur. (2011) su uocili znaCajne korelacije izmedu
antioksidacijskog kapaciteta i kvercetina, miricetina, galne kiseline, katehina, ferulinske
kiseline 1 kaempferola, uz najznacajniji doprinos galne kiseline, kvercetina i miricetina. U ovom
istrazivanju utvrdena je slaba ili vrlo slaba, ali statisticki znaCajna pozitivna korelacija
antioksidacijske aktivnosti i flavonola: kvercetina, miricetina i kaempferola. Isto nije
primijeceno i za rutin, glikozilirani kvercetin, $to se slaze s nalazom Granata i sur. (2011) prema
kojima glikozilacija znaCajno smanjuje nukleofilnu snagu, tj. antioksidacijski kapacitet
glikoziliranih flavonoida u odnosu na odgovarajuce aglikone. Takoder, nedostatak korelacije
izmedu resveratrola i testova antioksidacijskog kapaciteta potvrduje prethodne nalaze
(Atanackovi¢ i sur., 2012; Granato i sur., 2011.; van Leeuw i sur., 2014) prema kojima
antioksidacijski kapacitet uglavnom ovisi o drugim fenolnim spojevima. Opcenito, visoke
korelacije nadene izmedu ukupnih fenola i antioksidacijskih testova nisu potvrdene i izmedu
antioksidacijskih testova i pojedina¢nih fenola §to se moze objasniti ¢injenicom da se ukupni
fenoli odreduju nespecificnim testom kojim se identificira svaki potencijalno oksidirajuci spoj
u vinu (Porgali i Biiyiiktuncel, 2012), dok su DPPHe i FRAP takoder nespecificne metode
kojima se obuhvacaju 1 antioksidacijski kapaciteti drugih spojeva, primjerice tanina 1
antocijana, koji pojedinacno nisu ukljuceni u ovo istrazivanje. Odnos izmedu pojedinacnih
fenolnih spojeva i antioksidacijskog kapaciteta jos uvijek nije do kraja razjasnjen (Preti i sur.,
2016), unato¢ brojnim objavljenim istraZivanjima, te i dalje ostaje otvoreno pitanje s obzirom
da na antioksidacijski kapacitet, uz ve¢ navedene, utjeCu i1 brojni ostali faktori poput
koncentracije prisutnih slobodnih radikala u vinu, reakcijskog vremena testa, faktora
razrijedenja uzorka, energije disocijacije izmedu kisika i fenolnog vodika, pH-vrijednosti,

redukcijskog potencijala, topljivosti i stereokemijske strukture (Cao i sur., 2007). Medusobno

109



DOKTORSKI RAD — Paula Zurga 5.0 Rasprava

suprotstavljeni rezultati mogu se objasniti Cinjenicom da razli¢iti fenolni spojevi pokazuju
razliCit antioksidacijski kapacitet ovisno o broju hidroksilnih i metoksi grupa i njthovom
poloZaju na benzenskom prstenu (Finotti i Di Majo, 2003). Takoder, prethodna istraZivanja
pokazuju da antioksidacijski kapacitet raste sa stupnjem polimerizacije fenola (Rice-Evans i
sur., 1995) kao i da vjerojatno ovisi o stupnju sinergije ili antagonizma izmedu razli¢itih
fenolnih spojeva (Di Majo i sur., 2008). Pozitivne korelacije izmedu miricetina, kvercetina i
kaempferola vjerojatno su posljedica istog biokemijskog puta te, posljedi¢no, sliénog
mehanizma aktivacije njihove sinteze (Mativi i sur., 2006).

Medu makroelementima, mikroelementima i elementima u tragovima ispitivanim u vinu
nije nadena niti jedna jaka pozitivna ili negativna korelacija (Tablica 23) Sto je vjerojatno
posljedica suprotstavljenih utjecaja Sto ga na konacni sastav vina ima geografsko podrijetlo vina
(razlicita geokemija tla), klima, polozaj vinograda, karakteristike loze (starost trsa, sorta),
vitikulturna praksa (uporaba gnojiva, pesticida, herbicida, fungicida, navodnjavanja, zrelost
grozda kod berbe), tehnike vinifikacije (postupci maceracije, filtracije, uporaba aditiva), posude
i pribor koji se upotrebljava pri proizvodnji, skladiStenju i transportu vina (Pordevi¢ i sur.,
2018.; Hopfer i sur., 2015; Pohl, 2008; Tariba, 2011). Makroelementi medusobno nisu
korelirali. Umjerene pozitivne korelacije nadene su izmedu Al i Fe (r = 0,501, p < 0,05); Al i
Co (r=0,532, p < 0,05); Fe i Co (r=0,526, p < 0,05) te Coi As (r=0,515, p <0,05) (Tablica
23). Umjerene korelacije izmedu Al, Co i Fe vjerojatno potjeCu od materijala koji se
upotrebljavaju u vinarijama, ukljucujuci nehrdajuci celik, mesing, drvo i plastiku koji mogu
doprinijeti povecanju koncentracije Al, Cr, Cd, Co, Fe, Mn, Mo, Ni, Pb, Sr, Ti, V i Zn (Hopfer
i sur., 2015). Najveca, no ipak umjerena pozitivna korelacija utvrdena je izmedu Al i As (r =
0,641, p < 0,05). Jaku korelaciju izmedu Al i As u hrvatskim vinima pronasli su i Fiket i sur.
(2011) koji smatraju da je ta ovisnost prouzroCena njihovim zajednickim mineralnim
podrijetlom u tlu. Ovaj zakljucak se slaze sa elementnim sastavom tla (Halami¢ i sur., 2009) po
kojem Al 1 As dijele slicnu zastupljenost u hrvatskim tlima: oba su elementa znatno
zastupljenija u tlima primorske Hrvatske u odnosu na tla kontinentalne Hrvatske. Slican obrazac
zastupljenosti u tlu utvrden je i za Fe i Co. Ipak, As moZe potjecati i od uporabe fungicida, a s
obzirom na utvrdene korelacije Co-As, Al-Co i Al-As, ne moZe se iskljuciti antropogeni uzrok
navedenih povezanosti. Cd, Na, Mg i K nisu korelirali ili su vrlo slabo korelirali s ostalim
ispitivanim elementima (Tablica 23).

Korelacijski matriks mikrobioloSkih kontaminanata (BA 1 OTA) te parametara s
poznatim utjecajem na mikrobiolosku aktivnost: volumnog udjela etanola, koncentracije SO» i

pH-vrijednosti prikazan je u Tablici 24. Najveca, ali joS uvijek umjerena pozitivna korelacija
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nadena je izmedu histamina i tiramina (r = 0,616, p < 0,05). Slaba pozitivna korelacija uocena
je izmedu putrescina i histamina te izmedu putrescina i tiramina. Sli¢ne korelacije primjecene
su u prijasnjim istrazZivanjima: histamin - tiramin (Soufleros 1 sur., 1998); putrescin - tiramin
(Herbert i sur., 2005); sva tri BA (Romero i sur., 2002; Konakovsky i sur., 2011). Navedene
korelacije sugeriraju zajednicko podrijetlo navedenih BA koji vjerojatno nastaju tijekom
malolakti¢ne fermentacije djelovanjem iste vrste ili istog skupa bakterija. Slaba, no statistic¢ki
znacajna pozitivna korelacija izmedu pH-vrijednosti i histamina, pH-vrijednosti i tiramina te
pH-vrijednosti i OTA (Tablica 24) podupire zakljucak prema kojima je manje kiselo vino

podloZnije kontaminaciji.

5.9. Analiza glavnih komponenata

Analizom glavnih komponenti (PCA) istrazeno je prirodno grupiranje uzoraka ovisno o
njihovom antioksidacijskom kapacitetu, koncentraciji ukupnih fenola, pojedinacnih fenola,
makroelemenata, mikroelemenata te elemenata u tragovima u odnosu na sortu, ZOI i godiSte
berbe. Analiza glavnih komponenata provedena je na dva odvojena skupa varijabli: prvi koji
ukljucuje rezultate odredivanja antioksidacijskog kapaciteta dvjema metodama, koncentracije
ukupnih fenola i pojedinac¢nih fenolnih spojeva, te drugi koji ukljuCuje koncentracije

makroelemenata, mikroelemenata te elemenata u tragovima.

Diskriminacija vina prema fenolnom sastavu u literaturi je koriStena za procjenu geografskog

podrijetla, godista berbe i sorte vina (Geana i sur., 2014; Jaitz i sur., 2010; Makris i sur., 2006;
Rastija i sur., 2009; Sen i Tokatli, 2014). Fenolni sastav sorte odrazava njezin genski potencijal
da proizvede/aktivira enzime uklju¢ene u proces biosinteze (Makris 1 sur., 2006). Enzimska
aktivnost ovisi o faktorima okolis$a kao $to su izloZenost suncu, nedostatak vode, stupanj zrelosti
grozda, veliCina bobice i vegetativna snaga biljke (Sen i Tokatli, 2014). Stoga se fenolni sastav
vina moZe razlikovati u vina proizvedenih od iste sorte, ali razli¢itog geografskog podrijetla, i
obrnuto, vina proizvedena u istoj regiji, ali od razli¢itih sorti, mogu takoder imati razli¢it fenolni
profil. Osim navedenih faktora okoliSa, na fenolni sastav vina mogu utjecati i tehnoloski
postupci, starenje vina (npr. u hrastovim bac¢vama) (Makris i sur., 2006), kao i napad patogena
(Fanzone i sur., 2012).

Nakon autoskaliranja, prve dvije glavne komponente objasnile su 43,43% ukupne
varijance, od ¢ega je prva glavna komponenta (engl. PC1 — principal component 1) obuhvatila

24.98%, a druga glavna komponenta (engl. PC2 — principal component 2) obuhvatila je 18,45%
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ukupne varijance. Varijable s najve¢im doprinosom PCI1 bile su: DPPHe (-0,73), FRAP (-0,71)
1 kvercetin (-0,71), dok su galna kiselina (0,68) i katehin (0,65) bile varijable s najvecim
doprinosom PC2. Slike 7 1 8 prikazuju rezultate PCA s prvim skupom varijabli: projekcija
varijabli na faktorsku ravninu PC1xPC2 (7A); projekcija uzoraka (razlikovanih obzirom na
sorte) na faktorsku ravninu PC1xPC2 (7B); projekcija uzoraka (razlikovanih obzirom na ZOI)
na faktorsku ravninu PC1xPC2 (8A); projekcija uzoraka (razlikovanih obzirom na godiSte
berbe) na faktorsku ravninu PC1xPC2 (8B).

Vina proizvedena od sorte Plavac mali grupirala su se ve¢im dijelom na gornjoj polovici
faktorske ravnine s obzirom na poviSeni sadrzaj katehina, galne i vanilinske kiseline. Na donjoj
polovici faktorske ravnine nalazila su se ve¢im dijelom vina proizvedena od sorte Merlot
karakterizirana niZim koncentracijama navedenih spojeva. Vina proizvedena od sorte
Frankovka isticala su se niZim antioksidacijskim kapacitetom te niZim koncentracijama
ukupnih fenola i flavonola, ali vi§im koncentracijama vanilinske kiseline. Medutim, nije uo¢eno
izraZenije razdvajanje uzoraka s obzirom na sortu (Slika 7B). Rastija i sur. (2009) takoder su
pronasli viSe koncentracije galne kiseline 1 katehina u vinima proizvedenim od sorte Plavac
mali u odnosu na druga hrvatska crna vina. Seruga i sur. (2011) su izmijerili najvise
koncentracije galne kiseline i katehina u hrvatskim vinima proizvedenim od sorte Plavac mali,
a najniZe u vinima proizvedenim od sorti Merlot 1 Frankovka. Visoka koncentracija katehina u
vinima sorte Plavac mali vjerojatno je odlika sorte buduc¢i je katehin dominantan flavan-3-ol u
sjemenki i koZici ploda Plavca malog (Curko i sur., 2014). Metode vinifikacije takoder mogu
imati utjecaj na visoke koncentracije katehina u vinima proizvedenim od sorte Plavac mali:
budu¢i da su sjemenke glavni izvor katehina, produljena maceracija pod poviSenom
temperaturom moZze povecati ekstrakciju fenola iz sjemenke (Bravo i sur., 2006). Navedeni
uvjeti Cesto se koriste prilikom vinifikacije Plavca malog kako bi se poboljsala ekstrakcija
antocijana.

Medu ispitivanim ZOlI, vina sa ZOI Dinga¢ te ZOI Hrvatsko Podunavlje djelomi¢no su
se grupirale uzduz PCI1, a vina sa ZOI Hrvatska Istra djelomi¢no su se grupirala uz PC2. Vina
sa ZOI Dingac odlikovala su se visokim vrijednostima koncentracije flavonola, ukupnih fenola
te rezultata antioksidacijskih testova (Slika 8A). ViSe koncentracije fenolnih spojeva u
dalmatinskim vinima mogu se objasniti klimatskim uvjetima ove regije koji ukljucuju visoke
temperature, velik broj sun€anih sati godiSnje i su$ne ljetne mjesece (Tablica 11). Za razliku od
njih, vina sa ZOI Slavonija, a osobito vina sa ZOI Hrvatsko Podunavlje, proizvedena u
hladnijem i vlaznijem podrucju s manjim brojem suncanih sati godi$nje, sadrzavala su manje

koncentracije navedenih spojeva i imala su manji antioksidacijski kapacitet. Prethodna su
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istrazivanja, naime, ustanovila da su flavonoli odgovorni za zastitu od UV zracenja u viSih
biljaka (Pollastri i Tattini, 2011; Teixeira i sur., 2013). Takoder su izmjerene viSe koncentracije
flavonola uslijed izrazene suSe u razdoblju zrenja grozda (Ojeda i sur., 2002); te viSe
koncentracije ukupnih fenola i flavan-3-ola (katehina) u uvjetima susne i tople klime (Chacon
i sur., 2009). Karakteristike tla takoder imaju ucinak na sintezu fenola: neplodna ili siromasna
tla aktiviraju sintezu flavonoida (Reeve i sur., 2005). Prema Li i sur. (2011), karakteristike
“terroira” utjeCu na protok ugljika kroz razli¢ite ogranke metabolickih puteva biosinteze
flavonoida te utjecu na konacni fenolni profil vina. Promatrano s obzirom na ZOI, rezultati
ovog istraZzivanjima u skladu su s navedenim rezultatima pronadenim u literaturi.

Promatrano s obzirom na godiSte berbe, uo¢eno je potpuno razdvajanje uzoraka vina iz
2011. 1 2014. godine (Slika 8B). Vina iz godiSta berbe 2014. jedina su se grupirala na desnoj
polovici faktorske ravnine. Godina 2014. bila je najhladnija i najvlaznija, s najmanjim
prosjecnim dnevnim osuncavanjem u odnosu na ostale ispitivane godine. S druge strane, 2011.
je bila najsus$nija, najsuncanija i najtoplija godina (Tablica 11), no u vegetacijskom razdoblju
zabiljeZena je veca koli¢ina oborina u srpnju, u odnosu na ostale ispitivane godine (Tablica 12),
nakon Cega je slijedio vrlo susni kolovoz. Prema Ojeda i sur. (2006) blagi deficit vode
neposredno prije zrenja i zatim snaZan deficit tijekom zrenja pozitivno utjeCu na sintezu
flavonola. S druge strane, hladna 2014. godina, s kratkim suncanim razdobljima i s mnogo
vlage, op¢enito se moze smatrati loSom godinom s niskim koncentracijama fenola i smanjenim

antioksidacijskim kapacitetom.

Diskriminacija prema elementnom sastavu uspje$no se koristi za autentifikaciju vina s obzirom

na geografsko podrijetlo (Geana et al., 2013; Martin et al., 2012; Selih et al., 2014) iako u
literaturi ne postoji dokaz o izravnoj vezi elementnog sastava tla i vina. Naime, elementni sastav
vina ovisi o kompleksnoj interakciji tla i loze te utjecaju okoliSnih faktora, klimatskih uvijeta,
vitikulturne i enoloSke prakse te skladiStenju vina (Serapinas i sur., 2008; Versari i sur., 2014).
Slike 9 1 10 prikazuju rezultate PCA s drugim skupom varijabli (makroelementi, mikroelementi
te elementi u tragovima): projekcija varijabli na faktorsku ravninu PC1xPC2 (9A); projekcija
uzoraka (razlikovanih obzirom na sorte) na faktorsku ravninu PCIxPC2 (9B); projekcija
uzoraka (razlikovanih obzirom na ZOI) na faktorsku ravninu PC1xPC2 (10). Nakon
autoskaliranja, prve dvije glavne komponente objasnile su 34,25% ukupne varijance, od ¢ega
je prva glavna komponenta (PC1) obuhvatila 23,81%, a druga glavna komponenta (PC2) je
obuhvatila 10,44% ukupne varijance. Varijable s najve¢im doprinosom PC1 bile su: Co (-0,79),

Fe (-0,68) i Al (-0,68), dok su Mn (-0,71), Ni (-0,55), Cd (0,52) i Se (0,51) bile varijable s
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najve¢im doprinosom PC2. Projekcija uzoraka na faktorsku ravninu nije otkrila izraZenije
grupiranje uzoraka ni s obzirom na sortu, niti s obzirom na ZOI.

Vina proizvedena od sorte Frankovka grupirala su se u donjem dijelu faktorske ravnine
s obzirom na poviSeni sadrzaj Mg i Mn, a sniZeni sadrzaj Se i Cd. Vina proizvedena od sorte
Babi¢ grupirala su se u gornjem desnom kvadrantu faktorske ravnine s obzirom na niZe
koncentracije Mn, Al, Ni, Co, V 1 As (Slika 9B). Uzorci vina proizvedenih od sorte Babic
potjecali su isklju€ivo iz Sjeverne Dalmacije, dok su uzorci vina proizvedenih od sorte
Frankovka potjecali iz regije Isto¢na kontinentalna Hrvatska zbog cCega nije moguce sa
sigurnos¢u zakljuciti da li navedene razlike potjeCu od proizvodne sorte ili od geografskog
podrijetla vina. Vina sa ZOI Slavonija i ZOI Hrvatsko Podunavlje grupirala su se na desnoj
strani faktorske ravnine $to je bilo o¢ekivano s obzirom na njihovo blisko geografsko podrijetlo
(Slika 10). Ova su vina bliska s obzirom na nizi sadrzaj As, Se i Cd, a vi$i sadrZzaj Mg i Mn.
Vina iz primorske Hrvatske ve¢im su dijelom smjeStena na gornjem dijelu faktorske ravnine i
odlikuju se viSim sadrzajem Se i Cd, a nizim sadrZzajem Mg, K, Mn i Ni. Leder i sur. (2015) su
zakljucili da su K, Ca, Mg, Na i Co karakteristi¢ni za vina iz kontinentalne Hrvatske, dok su
Cd, Ni, Cr, Zn, As i Al karakteristi¢ni za vina iz priobalnog dijela Hrvatske. Suprotno nalazu
Fiket i sur. (2011), ali sukladno nalazu Leder i sur. (2015), u ovom istrazivanju nisu nadene
poviSene vrijednosti As u vinima iz kontinentalne Hrvatske unato¢ povecanim koncentracijama
As u podzemnim vodama navedene regije (Ujevic 1 sur., 2010). Opcenito, visoka rasprSenost
uzoraka moZe se objasniti mnogobrojnim potencijalnim uzrocima varijabilnosti ukljucujuci
sastav tla, mobilnost elemenata od stijena do tla i od tla do loze, upotrebom fungicida, pesticida
i herbicida, navodnjavanjem, biljnim unosom koji ovisi o sorti grozda i podlozi vinove loze,

procesom prozvodnje, starenja, pakiranja i skladiStenja vina (Versari i sur., 2014).

5.10. Kanonicka diskriminacijska analiza

Kanonicka diskriminacijska analiza (CDA) upotrebljena je kao supervizirana statisticka
tehnika kako bi se definirale diskriminacijske funkcije koje najbolje opisuju razlike medu
unaprijed definiranim grupama (zavisnim klasifikacijskim varijablama): sortama, geografskim
regijama, ZOI i godistima berbe. Definirano je sedam sorti (Babi¢, Cabernet Sauvignon,
Frankovka, Merlot, Pinot crni, Plavac mali i Teran), tri regije (Dalmacija, Isto¢na kontinentalna
Hrvatska i Istra), sedam ZOI (Dalmatinska zagora, Dinga¢, Hrvatska Istra, Hrvatsko
Podunavlje, Sjeverna Dalmacija, Slavonija te Srednja i juzna Dalmacija) i pet godista berbe

(2011., 2012., 2013., 2014. i 2015.). Provedene su CDA s dva odvojena seta nezavisnih
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varijabli. Prvi set varijabli uklju¢ivao je rezultate antioksidacijskih testova te koncentracije
ukupnih fenola i pojedina¢nih fenolnih spojeva, a drugi set nezavisnih varijabli ukljucivao je
koncentracije makroelemenata, mikroelemenata te elemenata u tragovima. Nove varijable
definirane s CDA, tzv. kanonicke diskriminacijske funkcije, nazvane su CDF1, CDF2, CDF3,
a dodana oznaka u zagradi oznacuje klasifikacijske varijable (grupe) (Tablice 25 i 26).
Projekcije vina u dvodimenzionalnom prostoru s obzirom na sortu, regiju i ZOI ukazuju da
CDA pruZza bolji diskriminacijski model na temelju fenolnog i multielementnog sastava vina u

odnosu na PCA (Slike 11A, 13A, 14A, 21A 1 22A).

Diskriminacija vina prema fenolnom sastavu ispitana je s obzirom na sortu, geografsko

podrijetlo i godiSte berbe. CDA provedena s prvim setom varijabli na svim uzorcima vina, uz
sortu kao zavisnu, klasifikacijsku, varijablu, definirala je Sest kanonickih diskriminacijskih
funkcija, od kojih su prikazane prve tri. Prve dvije funkcije sazele su 79% ukupne varijance, a
razlika medu sortama bila je znacajna (Wilksov lambda 0,06 i 0,21; p<0,001) (Tablica 25).
Varijable s najvec¢im doprinosom CDFI1(S) bile su vanilinska kiselina 1 katehin, dok su
ferulinska kiselina i miricetin najviSe doprinijele CDF2(S). Projekcija vina klasificiranih s
obzirom na sortu te kanonickih koeficijenata izvornih varijabli u dvodimenzionalnom prostoru
prikazana je na Slici 11. CDFI1(S) je omogucila razdvajanje sorte Plavac od sorti Merlot,
Frankovka 1 Pinot crni. CDF2(S) je razdvojila sortu Teran od sorti Frankovka i Pinot crni.
Medutim, Plavac mali bila je jedina sorta s jasno izdvojenim antioksidacijskim svojstvima i
fenolnim sastavom. Vina proizvedena od sorte Plavac mali odvojila su se od ostalih vina na
temelju viSih koncentracija katehina i viSeg antioksidacijskog kapaciteta utvrdenog DPPHe
metodom, a niZih koncentracija miricetina i vanilinske kiseline. Vina proizvedena od sorte
Teran odvojila su se od vina proizvedenih od sorti Pinot crni i Frankovka na temelju viSih
koncentracija miricetina i hidroksitirosola, a nizih koncentracija ferulinske kiseline. Grupiranje
vina proizvedenih od sorte Frankovka u gornjem desnom kvadrantu temeljilo se na viSoj
koncentraciji vanilinske 1 ferulinske kiseline, a niZoj koncentraciji katehina 1 miricetina. Uzorci
vina Cabernet Sauvignon i Merlot medusobno su se preklapali i nisu se razdvajali od ostalih
vina pomoc¢u kanonickih diskriminacijskih funkcija. Uzorci vina proizvedenih od ovih dviju
sorti potjecali su iz svih ispitivanih regija Sto je moguci razlog opisanom rezultatu buduci je
razli¢it utjecaj terroira na aktivaciju gena 1 sintezu enzima potrebnih za biosintezu fenolnih
spojeva (Li i sur., 2011) uzrokovao znac€ajnu varijabilnost medu ispitivanim fenolima i smanjio

mogucnost diskriminacije navedenih vina.
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Kako bi se razlucio utjecaj sorte od utjecaja geografskog podrijetla na antioksidacijski
kapacitet i fenolni sastav vina, provedena je CDA na istom setu nezavisnih varijabli, ali je
definiran novi set zavisnih varijabli: obuhvacena su vina proizvedena od razlicitih sorti (Merlot,
Cabernet Sauvignon i Teran), ali s istom ZOI (Hrvatska Istra). Dvije kanonicke
diskriminacijske funkcije CDF1(S/I) i CDF2(S/I) imale su visoku kanonic¢ku korelaciju s
definiranim grupama (r = 0,89; r = 0,83) te je razlika medu sortama bila znac¢ajna (Wilksov
lambda 0,07 1 0,31; p<0,05) (Tablica 25). Projekcija vina klasificiranih s obzirom na sorte
(Merlot, Cabernet Sauvignon i Teran sa ZOI Hrvatska Istra) te kanoniCkih koeficijenata
izvornih varijabli u dvodimenzionalnom prostoru prikazana je na Slici 12. DPPHe, miricetin,
katehin, ferulinska kiselina 1 FRAP najviSe su doprinijeli CDF1(S/I), dok su miricetin 1
resveratrol najviSe doprinijeli CDF2(S/I). Razdvajanje je bilo potpuno: CDFI1(S/]) je razdvojila
sorte Cabernet Sauvignon i Merlot od sorte Teran, dok je CDF2(S/I) razdvojila sortu Merlot od
sorte Cabernet Sauvignon. Vina proizvedena od sorte Teran odlikovala su se viSim
koncentracijama miricetina, katehina i viSim antioksidacijskim kapacitetom odredenim DPPHe
metodom, a niZim koncentracijama ferulinske i galne kiseline. Vina proizvedena od sorte
Merlot bogatija su resveratrolom, tirosolom i kvercetinom u donosu na druga ispitivana vina,
dok su se vina proizvedena od sorte Cabernet Sauvignon isticala vi§im koncentracijama galne
kiseline, a nizim koncentracijama katehina, resveratrola i nizZim antioksidacijskim kapacitetom
odredenim DPPHe metodom. Ovi rezultati ukazuju da fenolni spojevi imaju visok potencijal za
diskriminaciju vina koji, medutim, moze biti maskiran utjecajem terroira. Stoga s pomocu
fenolnog profila nije moguce razlikovanje vina proizvedenih od iste sorte, ali razli¢itog
geografskog podrijetla, kao $to je u ovom istraZivanju bio slucaj s vinima proizvedenim od sorti
Merlot i Cabernet Sauvignon.

Utjecaj geografskog podrijetla na diskriminaciju vina tj. njegov potencijal za moguce
grupiranje vina provjeren je uz pomo¢ CDA provedene sa svim uzorcima, ali s regijom i sa ZOI
kao klasifikacijskim varijablama. Prilikom uporabe regije kao klasifikacijske varijable
ustanovljeno je da je razlika medu regijama bila znacajna, no razdvajanje je bilo slabije nego
medu sortama (Wilksov lambda 0,28 i 0,58; p<0,001) (Tablica 25). Varijable s najve¢im
doprinosom CDF1(R) bile su katehin, vanilinska kiselina i kvercetin, dok su ferulinska kiselina,
vanilinska kiselina i miricetin najviSe doprinijeli CDF2(R). Projekcija vina klasificiranih s
obzirom na regiju te kanonickih koeficijenata izvornih varijabli u dvodimenzionalnom prostoru
prikazana je na Slici 13. CDFI(R) je djelomi¢no razdvojila dalmatinska vina od istarskih 1
kontinentalnih vina. CDF2(R) je djelomi¢no razdvojila istarska od kontinentalnih vina. Vina iz

Istocne kontinentalne Hrvatske razdvajala su se od ostalih vina s obzirom na visoku
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koncentraciju ferulinske i vanilinske kiseline, a nisku koncentraciju katehina i miricetina.
Dalmatinska vina isticala su se viSim koncentracijama katehina i kvercetina, a niZim
koncentracijama resveratrola, miricetina i vanilinske kiseline. Istarska vina sadrzavala su viSe
miricetina, a manje vanilinske i ferulinske kiseline te kvercetina u odnosu na ostala ispitivana
vina (Slika 13).

CDA je takoder provedena s prvim setom varijabli na svim uzorcima vina, ali uz ZOI
kao zavisnu, klasifikacijsku, varijablu kako bi se ustanovilo da li je pomocu antioksidacijskog
kapaciteta i fenolnog sastava moguce grupiranje i razdvajanje vina tj. klasifikacija vina s
obzirom na ZOI. Na taj nacin je definirano Sest kanonickih diskriminacijskih funkcija, od kojih
su prikazane prve tri. Prve dvije funkcije sazele su 75% ukupne varijance, a razlika medu
sortama bila je znacajna (Wilksov lambda 0,09 i 0,26; p<0,001) (Tablica 25). Varijable s
najve¢im doprinosom CDF1(Z) bile su vanilinska kiselina, kvercetin i katehin, dok su FRAP,
ferulinska kiselina i miricetin najviSe doprinijele CDF2(Z). Projekcija vina klasificiranih s
obzirom na ZOI te kanonickih koeficijenata izvornih varijabli u dvodimenzionalnom prostoru
prikazana je na Slici 14. CDF1(Z) je djelomic¢no razdvojila ZOI Dingac¢ i ZOI Srednja i juZna
Dalmacija od ZOI Hrvatsko Podunavlje i ZOI Slavonija. Takoder je CDF2(Z) djelomicno
razdvojila ZOI Hrvatska Istra od ZOI Hrvatsko Podunavlje i ZOI Slavonija. Iako je jasno
vidljivo grupiranje uzoraka prema ZOI, CDA nije uspjela razdvojiti vina porijeklom s
geografski bliskih ZOI: ZOI Hrvatsko Podunavlje od ZOI Slavonija te medusobno razdvajanje
Z0I Dalmatinska zagora, ZOI Dingac¢, ZOI Sjeverna Dalmacija i ZOI Srednja i juzna
Dalmacija. Manje izrazeno razdvajanje u slucaju uporabe ZOI kao klasifikacijske varijable
vjerojatno je posljedica manje geografske udaljenosti izmedu pojedinih navedenih ZOI te,
posljedi¢no, sli¢nijeg terroira (Jaitz i sur., 2010). Vina sa kontinentalnim ZOI karakterizirana
su viSim sadrzajem vanilinske kiseline, vina sa ZOI Hrvatska Istra sadrze viSe miricetina, a vina
sa dalmatinskim ZOI sadrZe viSe kvercetina i katehina. Vina sa ZOI Dalmatinska zagora nemaju
posebno istaknutih diskriminacijskih svojstava (Slika 14).

Kako bi se razlucio utjecaj geografskog podrijetla od utjecaja sorte na antioksidacijski
kapacitet i fenolni sastav vina, provedene su dvije CDA na istom setu nezavisnih varijabli, ali
je definiran novi set zavisnih varijabli: prvim su obuhvacéena vina proizvedena od iste sorte
(Merlot), ali iz razlicitih regija (Dalmacija, Isto¢na kontinentalna Hrvatska i Istra), a drugim
vina proizvedena od iste sorte (Merlot), ali s razli¢itim ZOI (Dalmatinska zagora, Hrvatska
Istra, Hrvatsko Podunavlje, Slavonija, Srednja i juZna Dalmacija). Dvije kanonicke
diskriminacijske funkcije CDF1(M/R) i CDF2(M/R) bile su na granici statisticke znacajnosti
(Wilksov lambda 0,16 i 0,42; p=0,047 i p=0,051) (Tablica 25). Varijable s najveim
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doprinosom CDF1(M/R) bile su resveratrol i ferulinska kiselina, dok su vanilinska kiselina,
katehin i DPPHe najviSe doprinijele CDF2(M/R). Projekcija vina Merlot klasificiranih s
obzirom na regije (Dalmacija, Isto¢na kontinentalna Hrvatska i Istra) te kanonickih
koeficijenata izvornih varijabli u dvodimenzionalnom prostoru prikazana je na Slici 15.
CDFI1(M/R) je djelomic¢no razdvojila vina Merlot proizvedena u Istri od onih proizvedenih u
Isto¢noj kontinentalnoj Hrvatskoj, dok je CDF2(M/R) djelomi¢no razdvojila vina Merlot
proizvedena u Dalmaciji od onih proizvedenih u Istri i Isto¢noj kontinentalnoj Hrvatskoj. Veci
broj uzoraka pridonio bi stabilnosti modela i povecao statisticku znacajnost diskriminacijskih
funkcija. Ovi rezultati, medutim, ukazuju na izraZen utjecaj terroira na fenolni sastav vina (Slika
15A). Merlot iz Istre odlikuje se viSom koncentracijom resveratrola, Merlot iz Dalmacije viSom
koncentracijom vanilinske kiseline, a Merlot iz IstoCne kontinentalne Hrvatske viSim
koncentracijama katehina i ferulinske kiseline. Zanimljivo je da su vina iz Isto¢ne kontinentalne
Hrvatske karakterizirana viSom koncentracijom vanilinske kiseline u odnosu na vina iz ostalih
regija. Isto nije slucaj s vinima proizvedenim od sorte Merlot u navedenoj regiji, koja imaju
niZzu koncentraciju vanilinske kiseline u odnosu na vina proizvedena od sorte Merlot u ostalim
regijama. Navedeno ukazuje da na visoki doprinos vanilinske kiseline diskriminaciji
kontinentalnih vina utjeCe njezina prisutnost u drugim vinima, u ovom sluc¢aju vinima
proizvedenim od sorti Frankovka 1 Pinot crni. Buduci se vanilinska kiselina najve¢im dijelom
povezuje s praksom starenja vina u hrastovim bacvama, viSe koncentracije nadene u vinima
proizvedenim od sorti Frankovka i Pinot crni ukazuju na ¢eS¢u praksu oplemenjivanja ovih vina
hrastom, Sto potvrduje Cinjenicu da na fenolni profil utjeCe i enoloska praksa odredene
vinorodne regije.

CDA provedena sa uzorcima vina Merlot te s pet ZOI kao zavisnim varijablama
definirala je Sest kanonskih diskriminacijskih funkcija, no niti jedna nije bila statisticki znacajna
(Tablica 25). Projekcija vina Merlot klasificiranih s obzirom na ZOI te kanonickih koeficijenata
izvornih varijabli u dvodimenzionalnom prostoru prikazana je na Slici 16. S obzirom da
navedena CDA nije dala statisticki znacajne rezultate zbog malog broja uzoraka po pojedinim
Z0lI, njezini rezultati nisu uklju¢eni u raspravu.

Opcenito, najucinkovitiji fenolni spojevi u diskriminaciji hrvatskih vina u ovom
istrazivanju bili su katehin, miricetin, vanilinska kiselina, ferulinska kiselina, kvercetin i
resveratrol. Rastija i sur. (2009) takoder su zakljucili da su flavonoli i resveratrol glavne
varijable koje omogucuju diskriminaciju hrvatskih vina prema geografskom podrijetlu 1 sorti.

Sli¢ni rezultati dobiveni su i kod inozemnih vina: Makris i sur. (2006) razlikovali su vina prema
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sadrzaju antocijana, flavan-3-ola, flavonola, procijanidina i hidroksicinaminskih kiselina, dok
su Liisur. (2011) uz pomo¢ fenolnog sastava razlikovali vina iz pet specifi¢nih kineskih regija.
Ispitan je i1 potencijal fenolnih spojeva da diskriminira vina na osnovu razlicitih godiSta
berbe. CDA provedena s prvim setom varijabli na svim uzorcima vina, uz godiste berbe kao
zavisnu, klasifikacijsku, varijablu, definirala je pet kanonickih diskriminacijskih funkcija, od
kojih su prikazane prve tri, medutim samo je prva, CDF1(G) statisti¢ki znacajna (p<0,001).
Relativno visok Wilksov lambda, nizak koeficijent kanonicke korelacije te niska svojstvena
vrijednost (engl. eigenvalue) (Tablica 25) ukazuju na slabost modela tj. na slabu sposobnost
fenolnih spojeva da diskriminiraju vina iz razli¢itih godista berbe. DPPHe, vanilinska kiselina
1 katehin najviSe doprinose CDF1(G), no nije uo¢eno grupiranje, niti razdvajanje uzoraka vina
s obzirom na godiSte berbe (Slika 17). Ovakav rezultat je oCekivan, s obzirom na veliku
raznolikost ispitivanih uzoraka (razliCite proizvodne sorte, razli¢ito geografsko podrijetlo).
Kako bi se razluio utjecaj geografskog podrijetla i sorte grozda od utjecaja
klimatoloSkih faktora u godini berbe na antioksidacijski kapacitet i fenolni sastav vina,
provedena je CDA na istom setu nezavisnih varijabli, ali je definiran novi set zavisnih varijabli:
obuhvacena su vina proizvedena od jedne sorte (Plavac mali), s istom ZOI (Srednja i juzna
Dalmacija), ali iz tri godisSta berbe (2013., 2014. i 2015.). Definirane su dvije kanonicke
diskriminacijske funkcije s visokim koeficijentom korelacije, od koji je druga, CDF2(P/G), bila
na granici statistiCke znacajnosti (p=0,053) (Tablica 25). Varijable s najve¢im doprinosom
CDF1(P/G) bile su ukupni fenoli, miricetin, tirosol i ferulinska kiselina, dok su vanilinska
kiselina, katehin i kvercetin bile varijable s najve¢im doprinosom CDF2(P/G). CDFI1(P/G)
razdvaja godiSte 2014. od godista 2015, dok CDF2(P/G) razdvaja godiste 2013. od godista
2015. Slika 18A prikazuje projekciju uzoraka u dvodimenzionalnom prostoru: 2013. godiSte
odlikuje se viSim koncentracijama vanilinske kiseline i kvercetina, 2014. godiste
karakterizirano je viSim koncentracijama katehina, kaempferola i resveratrola, a 2015. godiSte
se odlikuje viSim koncentracijama galne kiseline, ferulinske kiseline i tirosola. Moguce je da su
viSe koncentracije vanilinske kiseline u vinima iz 2013. godiSta posljedica dugotrajnijeg
starenja vina u hrastovim ba¢vama. Visoka koncentracija kaempferola u vinima iz 2014. godine
moze dovesti u vezu s klimatskim uvjetima. Sinteza flavonoida u groZdu zapocinje od L-
fenilalanina, preko dihidrokaempferola do dihidrokvercetina i dihidromiricetina i njihovih
derivata. Dihidrokvercetin se dalje metabolizira do cijanidin-antocijana, a dihidromiricetin do
delfinidin-antocijana (Castellarin i sur., 2007: Mattivi i sur., 2006). Brojne studije potvrduju da
biosinteza flavonoida, osobito antocijana, ovisi o nedostatku vode tijekom zrenja (Lee i sur.,

2009; Ojeda i sur., 2002; Sen i Tokatli, 2014). Prema Li i sur. (2011), protok ugljika u lozi
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podlozan je terroiru i klimatskim uvjetima. Velika koli¢ina oborina u 2014. godini mogla je,
stoga, utjecati na prekid biosinteze flavonoida prije sinteze kvercetina i miricetina $to bi moglo
prouzroc€iti viSu koncentraciju njihovog prekursora, kaempferola, u analiziranim vinima. Iz
istog razloga bi se veca koncentracija flavonola kvercetina u vinima iz 2013. godiSta mogla
pripisati znatno susnijim uvjetima u razdoblju zrenja u odnosu na 2015., a osobito na 2014.
godinu. Jaitz i sur. (2010) takoder su pronasli da su flavan-3-oli (katehin i epikatehin), flavonoli
(kvercetin, miricetin i kaempferol) te neke od fenolnih kiselina (galna, ferulinska, p-kumarinska
i kavena) bili korisni u diskriminaciji austrijskih crnih vina proizvedenih od godisSta berbe
2003.-2007. Visoka koncentracija resveratrola u vinima proizvedenim 2014. g. vjerojatno je
posljedica €esce izloZenosti napadu patogena, poput Botrytis cinerea, kojima su pogodovali
najkrace prosjecno dnevno trajanje osuncavanja i najveéa ukupna koli¢ina oborina medu

ispitivanim godistima (Tablice 111 12).

Diskriminacija prema elementnom sastavu ispitana je s obzirom na sortu i geografsko

podrijetlo. CDA provedena s drugim setom varijabli (makroelementi, mikroelementi te
elementi u tragovima) na svim uzorcima vina, uz sortu kao zavisnu, klasifikacijsku, varijablu,
definirala je Sest kanonickih diskriminacijskih funkcija, od kojih su prikazane prve tri. Prve
dvije funkcije sazele su 73% ukupne varijance, a razlika medu sortama bila je znacajna
(Wilksov lambda 0,141 0,32; p < 0,05) (Tablica 26). Varijable s najve¢im doprinosom CDFI1(S)
bile su As i Mn, dok su Fe i Mg najvise doprinijele CDF2(S) (Slika 19). CDF1(S) je omogucila
razdvajanje sorte Plavac od sorte Frankovka. CDF2(S) je djelomi¢no razdvojila sortu Teran od
sorte Frankovka. Ostale sorte se slabo grupiraju i razdvajaju uzduz CDFI1(S) i CDF2(S). Prema
Versari 1 sur. (2014), elementni sastav vina upotrebljava se za diskriminaciju vina obzirom na
geografsko podrijetlo, no ne i s obzirom na sortu. Stoga, ocekivano, CDA provedena sa sortom
kao klasifikacijskom varijablom, a makroelementima, mikroelementima i elementima u
tragovima kao nezavisnim varijablama, nije dala zadovoljavajuce rezultate (Slika 19A).
Uzevsi u obzir da su doprinosi tla, kao 1 razliite vitikulturne 1 enoloske prakse na
elementni sastav vina znacajni, provedena je CDA s tri razliCite sorte (Merlot, Cabernet
Sauvignon i Teran) s istom ZOI (Hrvatska Istra) kako bi se razlu¢io moguci utjecaj sorte na
elementni sastav vina. Suprotno ocekivanjima, projekcija vina u dvodimenzionalnom prostoru
otkrila je grupiranje istarskih vina obzirom na sortu: vina proizvedena od sorte Cabernet
Sauvignon sadrZavala su viSe Fe, a manje Na i Al; vina proizvedena od sorte Merlot sadrZzavala
su viSe Cu i Cr, a manje Fe; vina proizvedena od sorte Teran sadrzavala su vise Co, a manje Pb

i As (Slika 20A). Iako je utvrdena relativno visoka kanonicka korelacija i niski Wilksov lambda,
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kanonicke diskriminacijske funkcije nisu bile statisticki znacajne (Tablica 26) zbog malog broja
uzoraka. Unato¢ tomu, bilo je moguce utvrditi diskriminacijski obrazac. Nejasno je, medutim,
da li ove razlike potjecu od razli¢itih tala u vinogradima tj. preferencijalnoj sadnji sorti u
odredenu vrstu tla Sto implicira razli¢itu geokemiju tla. Ipak, nedavno objavljeni rezultati
upucuju na zakljucak da je diskriminacija sorti na osnovu elementnog sastava moguca. Naime,
Potorti i sur. (2016) su nasli da se sicilijanska vina proizvedena od sorte Nero d'Avola odlikuju
viSom koncentracijom Zn, Cr, Ni, As i Cd, dok su uzorci vina proizvedeni od sorte Syrah
sadrzavali vise K, Mg, Cu i Sb.

Takoder je provedena CDA s drugim setom varijabli na svim uzorcima vina, uz regiju
kao zavisnu, klasifikacijsku, varijablu. Razlika medu regijama bila je znacajna, ali je
razdvajanje bilo slabije nego medu sortama (Wilksov lambda 0,24 i 0,66; p<0,001) (Tablica
26). Varijable s najve¢im doprinosom CDF1(R) bile su As, Mn i Na, dok su Mg i Co najvise
doprinijeli CDF2(R) (Slika 21). CDFI(R) je djelomi¢no razdvojila dalmatinska od istarskih i
kontinentalnih vina. CDF2(R) je djelomicno razdvojila istarska od kontinentalnih vina. Istarska
vina razlikovala su se od ostalih vina s obzirom na visi sadrzaj Cr 1 Co, a niZi sadrzaj Mg;
dalmatinska vina odlikovala su se viSim sadrzajem As, a niZim sadrzajem Mn i Na;
kontinentalna vina odlikovala su se viSim sadrzajem Na i Mg, a nizim sadrzajem Cr i As.
Geoloska rasprostranjenost elemenata u tlima uglavnom se podudara s opisanim rezultatima
(Halami¢, 2009). Iznimka je Mn koji je osobito nizak u dalmatinskim vinima unato¢ visokoj
koncentraciji izmjerenoj u tlu.

S obzirom na znacajnu geografsku udaljenost ispitivanih regija, dodatna CDA
provedena je sa ZOI kao klasifikacijskim varijablama, kako bi se ustanovilo moZe li se ovim
modelom razlikovati vina porijeklom s mnogo bliskijih geografskih podru¢ja. Na taj nacin je
definirano Sest kanonickih diskriminacijskih funkcija, od kojih su prikazane prve tri. Prve dvije
funkcije sazele su 69% ukupne varijance, a razlika medu sortama bila je znacajna (Wilksov
lambda 0,03 i1 0,11; p<0,001) (Tablica 26). Varijable s najve¢im doprinosom CDF1(Z) bile su
As 1 Mn, dok su Na i K najviSe doprinijele CDF2(Z) (Slika 22). CDF1(Z) je djelomi¢no
razdvojila ZOI Dalmatinska zagora i ZOI Srednja i juzna Dalmacija od ZOI Slavonija. Takoder
je CDF2(Z) djelomi¢no razdvojila ZOI Srednja i juzna Dalmacija i ZOI Slavonija od ZOI
Hrvatsko Podunavlje. Iako je jasno vidljivo grupiranje uzoraka prema ZOI, CDA nije uspjela
razdvojiti vina porijeklom s geografski bliskih ZOI tj. nije uspjelo medusobno razdvajanje ZOI
Dalmatinska zagora, ZOI Dinga¢, ZOI Sjeverna Dalmacija i ZOI Srednja i juzna Dalmacija.
Takoder ni CDF1(Z) niti CDF2(Z) nisu uspjele razdvojiti ZOI Hrvatska Istra od drugih

ispitivanih ZOI. Dalmatinska vina karakterizirala je viSa koncentracija As i niZa koncentracija
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Na i Mn, a vina sa ZOI Dinga¢ dodatno su se odlikovala viSom koncentracijom K. Ipak,
zanimljivo je potpuno razdvajanje geografski bliskih ZOI: ZOI Hrvatsko Podunavlje 1 ZOI
Slavonija. ZOI Slavonija razdvojila se s obzirom na vise koncentracije Mn i K, a ZOI Hrvatsko
Podunavlje s obzirom na viSe koncentracije Na i Co. Vina sa ZOI Hrvatska Istra u ovom se
modelu grupiraju u srediSnjem dijelu ravnine bez ikakvih osobitosti u odnosu na ostala
ispitivana vina.

Kako bi se razlucio utjecaj geografskog podrijetla od utjecaja sorte na elementni sastav
vina, provedene su dvije CDA na istom setu nezavisnih varijabli, ali je definiran novi set
zavisnih varijabli: prvim su obuhvacéena vina proizvedena od iste sorte (Merlot), ali iz razlicitih
regija (Dalmacija, Istocna kontinentalna Hrvatska i Istra), a drugim vina proizvedena od iste
sorte (Merlot), ali s razli¢itim ZOI (Dalmatinska zagora, Hrvatska Istra, Hrvatsko Podunavlje,
Slavonija, Srednja i juzna Dalmacija). U prvoj CDA definirane su dvije kanonicke
diskriminacijske funkcije CDF1(M/R) i CDF2(M/R), od kojih je samo prva bila statisticki
znacajna te je omogucila potpuno razdvajanje vina iz regije Dalmacija od vina iz regija Istocna
kontinentalna Hrvatska i Istra (Wilksov lambda 0,04; p=0,037) (Tablica 26). Varijable s
najve¢im doprinosom CDFI1(M/R) bile su Ca, Al, V i Zn (Slika 23). Vina proizvedena od sorte
Merlot jasno su se odvajila prema regijama (Slika 23A), no varijable koje su omogucile
razdvajanje (Slika 23B) razlikovale su se od onih identificiranih za ukupan set uzoraka vina.
Vina Merlot proizvedena u Istri sadrZe viSe Ca, Al, Cr i Cu, a manje Zn i K u odnosu na ostala
regionalna vina Merlot. Vina Merlot proizvedena u Dalmaciji karakterizirale su vise
koncentracije As, V i Zn, a vina Merlot proizvedena u Isto¢noj kontinentalnoj Hrvatskoj
karakterizirale su niZe koncentracije Pb, Cd i V.

CDA s uzorcima vina Merlot i1 s pet ZOI kao zavisnim varijablama omogucila je jo$
bolje razdvajanje uzoraka. U ovom modelu definirano je Sest kanonskih diskriminacijskih
funkcija, od kojih su prikazane prve tri (Tablica 26). Prve dvije funkcije sazele su 88% ukupne
varijance. Unato¢ malom broju uzoraka, snaga modela bila je velika: svojstvene vrijednosti
kanonickih diskriminacijskih funkcija bile su 22,1 1 9,11; kanonicke korelacije iznosile su 0,98
i 0,95, Wilksovi lambda bili su < 0,01 i 0,01; p < 0,05 (Tablica 26). Varijable s najve¢im
doprinosom CDF1(M/Z) bile su Co, Fe, Cr i Al, dok su V, Zn i Ca najviSe doprinijele
CDF2(M/Z) (Slika 24). Razdvajanje je bilo potpuno: CDFI1(M/Z) je omogu¢ila razdvajanje
Z01 Hrvatsko Podunavlje i ZOI Dalmatinska zagora od ZOI Hrvatska Istra i ZOI Srednja 1
juzna Dalmacija, dok je CDF2(M/Z) razdvojila ZOI Hrvatsko Podunavlje, ZOI Slavonija i ZOI
Hrvatska Istra od ZOI Dalmatinska zagora i ZOI Srednja i juzna Dalmacija. Takoder su uzorci

vina iz ZOI Slavonija razdvojeni od uzoraka vina iz ZOI Hrvatska Istra. Vina Merlot sa ZOI
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Srednja i juzna Dalmacija odvajala su se na temelju viSe koncentracije K, a nize koncentracije
Co 1 Mg. Vina Merlot sa ZOI Dalmatinska zagora sadrzavala su viSe As i Zn, a manje Ca i Al,
dok su vina Merlot sa ZOI Hrvatsko Podunavlje sadrzavala viSe Na, a manje K 1 V. Zanimljivo
je da su vina Merlot sa ZOI Slavonija i ZOI Hrvatska Istra bila slicna po elementnom sastavu,
unato¢ znac¢ajnoj geografskoj udaljenosti, te su sadrzavala vise Cr, Al i Ca. Ipak, ovaj rezultat
trebalo bi potvrditi s ve¢im brojem uzoraka slavonskih vina Merlot. Navedeni rezultati upucuju
na zaklju€ak da utjecaj sorte na elementni sastav vina nije zanemariv te da su modeli za
geografsku diskriminaciju vina proizvedenih od jedne sorte superiorniji u odnosu na modele
koji ukljucuju vise razlicitih sorti. Utjecaj sorte, medutim, vjerojatno nije ograni¢en samo na
karakteristike koje potjecu od botanickog podrijetla, a ukljucuju interakciju izmedu vinove loze
1 tla te moguce razli¢ite potrebe razliCitih sorti za nutrijentima, ve¢ i od vitikulturne i enoloske
prakse povezane uz odredenu sortu (npr. upotrebu fungicida ovisno o osjetljivosti sorte na
patogene, upotrebu hrastovih bacvi ili hrastovih trijeski za poboljSavanje organoleptickih
svojstava tijekom starenja vina). Razlikovanje vina proizvedenog od iste sorte, ali razliitog
podrijetla osobito bi moglo biti korisno u sprecavanju prijevare kupca uslijed nedopustenog
mjesanja takvih vina (Jaitz i sur., 2010). IstraZivanja provedena u drugim drzavama producirala
su razli¢ite kombinacije diskriminacijskih elemenata, $to je oCekivano s obzirom na razli¢itu
geokemiju tla, ali 1 vitikulturnu i enoloSku praksu. Tako su Fabani i sur. (2010) klasificirali
argentinska vina pomocu K, Fe, Ca, Cr, Mg, Mn i Zn; Geana i sur. (2013) upotrijebili su Pb,
Cu, Zn, Co, Ni, Sr, Mn, Ag, Cr, Rb i V za geografsku diskriminaciju rumunjskih vina; Sen i
Tokatli (2014) su razlikovali vina proizvedena na istoku od onih proizvedenih na zapadu Turske
uz pomo¢ Sr, Li, Ni, Ba, B, Pb, Cd i Al. Opcenito, najkorisniji elementi za diskriminaciju
hrvatskih vina u ovom istraZivanju bili su As, Na, K, Al, Cri Co. Leder i sur. (2013) takoder su
zakljucili da K, Ca, Mg, Na, Co, Cd, Ni, Cr, Zn, Al i As omogucuju razlikovanje hrvatskih
kontinentalnih od primorskih vina.

Zakljucno, fenolni sastav vina omogucio je bolju diskriminaciju vina prema sorti, a
elementni sastav prema geografskom podrijetlu (Tablice 25 i 26). UnatoC¢ tomu, regionalna
diskriminacija bila je moguca s pomocu fenolnog sastava, kao i sortna diskriminacija s pomocu
elementnog sastava. Ova posljednja zahtijevala je, medutim, minimizaciju zbunjujucih

¢imbenika tj. sortna diskriminacija bila je mogu¢a medu vinima porijeklom iz iste regije.
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S.11. Zastupljenost nutraceutickih i antinutraceuti¢kih spojeva u vinima s razli¢itom
tradicionalnom oznakom kvalitete

Vina se razvrstavaju u kvalitetne kategorije ovisno o kakvoéi preradenog grozda,
prirodu po hektaru, stupnju zrelosti grozda, prerade i njege, randmanu, koliini prirodnog
alkohola i drugih sastojaka te organoleptickim svojstvima (NN 96/2003). Tradicionalne oznake
kvalitete vezane uz ZOI u Hrvatskoj su kvalitetno vino i1 vrhunsko vino. U ovom su istraZivanju
t-testom usporedene koncentracije ispitivanih parametara u uzorcima kvalitetnih i vrhunskih
vina te je u vrhunskim vinima naden statisticki znacajno veci antioksidacijski kapacitet te
statistiCki znacajno vece koncentracije ukupnih fenola, kvercetina, miricetina, galne i ferulinske
kiseline, hidroksitirosola i tirosola ¢ime se potvrduje veci nutraceuti¢ki potencijal vrhunskih
vina. Resveratrol je bio podjednako zastupljen u vrhunskim 1 kvalitetnim vinima (Tablica 27).
Medu antinutraceutickim komponentama, jedino je kadaverin bio statisticki znacajno razlicit u
vinima razliCitih kategorija kvalitete. Takoder su nadene statistiCki znaCajne razlike u
koncentracijama Ca, Mg, Fe i Cu medu uzorcima kvalitetnih i vrhunskih vina. Vrhunska vina
sadrzavala su znacajno niZe koncentracije Cu i Fe (Tablica 27). NiZe koncentracije ovih
elemenata poZeljne su u vrhunskim vinima jer njihov suviSak moZe prouzro€iti nepoZeljne
promjene organoleptickih svojstava, poput neugodnog “bakrenog” ili “Zeljeznog” okusa vina

(Pohl, 2007).
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6.0 ZAKLJUCCI
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Ciljevi ovog istrazivanja bili su: utvrditi razlike u antioksidacijskom kapacitetu te
koncentracijama nutraceutickih (fenola, melatonina, mikroelemenata i makroelemenata) i
antinutraceutickih tvari (biogenih amina, toksi¢nih elemenata, okratoksina A) u komercijalno
dostupnim crnim vinima razli€itih sorti, godiSta berbe i zaSti¢enih oznaka izvornosti te utvrditi
postojanje pokazatelja specificnih za pojedine zaStiCene oznake izvornosti i za njih
karakteristicne sorte ¢ime ¢e se omoguliti pouzdanija autentifikacija vina. Na osnovu

provedenih eksperimenata i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

1.) Antioksidacijski kapacitet vina te koncentracije pojedinacnih fenola u hrvatskim su vinima
ovisne ve¢im dijelom o geografskom podrijetlu vina tj. o terroiru, a manjim dijelom o
karakteristikama proizvodne sorte. Opc¢enito su vina s juznim ZOI bogatija fenolnim spojevima
1 imaju veci antioksidacijski kapacitet. NajviSe koncentracije resveratrola, najistraZivanijeg
nutraceutika, izmjerene su u vinima proizvedenima od sorte Teran. Vina sa ZOI Dingac isticala

su se najvisim koncentracijama ukupnih fenola i najvisSim antioksidacijskim kapacitetom.

2.) Elementni sastav vina bio je najve¢im dijelom ovisan o geografskom podrijetlu vina. Unato¢
velikoj varijabilnosti rezultata, nadene su statisticki znacajne razlike u koncentracijama K, Mg,
Na, Mn, Zn, Pb i Cd medu vinima s razli¢itim ZOI. Za sve navedene elemente, izuzev Mn,
uoceno je dobro poklapanje s njihovom zastupljenoScu u tlu. Koncentracije As, Cd, Cu, Pb i
Zn, za koje su EU i OIV propisale MDK, bile su ispod grani¢nih vrijednosti u svim ispitivanim

uzorcima.

3.) Biogeni amini (putrescin, histamin, tiramin i kadaverin) izmjereni su u Sirokom rasponu
koncentracija. Histamin je jedini bio sortno i regionalno specifican. Vise koncentracije
histamina izmjerene su u vinima s viSim pH-vrijednostima (Plavac mali i Babi¢) te u vinima
proizvedenim od grozda ubranog u klimatoloski nepovoljnoj godini (krade trajanje

osuncavanja, vec¢a koli¢ina oborina).
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4.) Koncentracije OTA i udio OTA-kontaminiranih vina postupno je rastao od sjevera prema
jugu. Sva su dalmatinska vina bila kontaminirana, medutim je najvisa izmjerena koncentracija
iznosila 0,163 pg/L Sto je viSe nego deseterostruko nize od maksimalno dopusStene granice (2

ug/kg) u Europskoj Uniji.

5.) U vinima je OTA izmjeren u Sirokom rasponu koncentracija te nisu nadene statistiCki
znacajne razlike s obzirom na sortu i geografsko podrijetlo. Medutim, udio OTA-
nekontaminiranih vina upucivao je na sortno specificnu osjetljivost na infekciju
okratoksigenom plijesni 1 posljedi¢nu kontaminaciju OTA. Frankovka i1 Merlot bile su jedine
sorte medu ¢ijim su vinima pronadeni OTA-nekontaminirani uzorci. Klimatoloski uvjeti utjecu
na pojavnost OTA: najviSe koncentracije OTA izmjerene su u vinima iz 2014. godine koja je
bila najvlaznija godina s najkra¢im prosje¢nim dnevnim trajanjem osuncavanja. Takoder su sva

vina iz navedenog godiSta bila kontaminirana s OTA.

6.) Melatonin nije detektiran u ispitivanim uzorcima, ali je izomer melatonina, TEE, pronaden
u Sirokom rasponu koncentracija. Razlike u koncentracijama TEE, primijeene u ovom
istrazivanju, mogu se pripisati razli¢itoj populaciji mikroorganizama prisutnoj na sirovini te

razli¢itim uvjetima vinifikacije.

7.) Kanoni¢kom diskriminacijskom analizom dobiveni su bolji modeli za razlikovanje vina
proizvedenih od razlicitih sorti i s razli¢itim geografskim podrijetlom u odnosu na analizu

glavnih komponenata.

8.) Fenolni sastav vina imao je visok potencijal za diferencijaciju vina i bio je ovisan o sorti.
Medutim, utjecaj terroira bio je snaZan: stoga nije bila moguca diskriminacija vina proizvedenih
od iste sorte, ali razliCitog geografskog podrijetla. Takoder, fenolni sastav vina omogucio je
razlikovanje vina ovisno o godiStu berbe, ukoliko je proizvedeno od iste sorte i ukoliko je istoga
geografskog podrijetla. Ucinkoviti fenolni spojevi u diskriminaciji vina bili su: katehin,

kvercetin, miricetin, vanilinska i ferulinska kiselina 1 resveratrol.
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9.) Elementni sastav vina bio je osobito koristan za regionalnu diskriminaciju vina, medutim,
utjecaj sorte na elementni sastav vina nije bio zanemariv. U¢inkoviti elementi u diskriminaciji

vina bili su K, Na, Al, Cr, Co1 As.

10.) Vrhunska vina imala su statisti¢ki znac¢ajno visi antioksidacijski kapacitet te su sadrzavala
statistiCki znacajno vece koncentracije ukupnih fenola, kvercetina, miricetina, galne i ferulinske
kiseline, hidroksitirosola i tirosola ¢ime je potvrden veci nutraceuticki potencijal vrhunskih

vina. Resveratrol je bio podjednako zastupljen u vrhunskim i kvalitetnim vinima.
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