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1. Uvod

Vino je alkoholno pice koje se proizvodi fermentacijom grozda, ploda biljke vinove loze (lat.
Vitis vinifera), tj. bilijke penjacice iz porodice Vitaceae, dok se ono zakonom definira kao
poljoprivredno prehrambeni proizvod koji ima nutritivhu vrijednost i terapeutski ucinak.
Osnovni koraci proizvodnje vina su berba i prerada grozda, alkoholna fermentacija, stabilizacija
i njega vina, skladistenje te distribucija. Na samu kvalitetu vina utjeCu izbor sorte vinove loze,
agroekoloski uvijeti uzgoja, procesi prerade grozda, postupci tijekom proizvodnje te njega i

Cuvanje vina.

Za kvalitetno vino koje ¢e sadrzati sve kvalitetne komponente sadrzane u samom grozdu bitno
je odrediti optimalan trenutak berbe koji se odreduje indeksom zrelosti grozda, tj.
odredivanjem udjela SeCera i organskih kiselina. Fenolna zrelost groZzda oznacava se
odredivanjem ukupnog udijela fenolnih spojeva (ukupnih fenola kod bijelog grozda, ukupnih
antocijana i tanina kod crnog grozda) dok se za utvrdivanje aromatske zrelosti grozda odreduje
u aromatski spojevi. Vazan ¢imbenik kod vina je i njegova aroma koja je rezultat interakcije
kemijskog sastava te mirisa i okusa. Komponente arome se mogu podijeliti na hlapljive i
nehlapljive spojeve. Medu hlapljive se ubrajaju visi alkoholi, terpeni, esteri, karbonilni spojevi,
hlapljive kiseline, spojevi sa sumporom te hlapljivi fenoli dok nehlaplive Cine Seceri, organske

kiseline, fenolni spojevi i mineralne komponente.

Grozde, plod vinove loze, poput i nekog drugog voca i povréa sadrzi vecu koli¢inu i raznolikost
fenola. Fenolni spojevi su nosioci karakteristicnog okusa, boje, mirisa te nutritivne vrijednosti,
a takoder su i jaki antioksidansi. Najznacaijniji polifenoli u vinu su epikatehin i kvercetin koji
imaju antikancerogeno djelovanje, katehin koji sprjeava nastajanje krvnih ugrusaka te
resveratrol koji sprjeCava oksidaciju loSeg kolesterola, smanjuje opasnost nastajanja krvnih

ugruSaka te Stiti od upala unutrasnjih stijenki arterija.



2. Vinova loza

Vinova loza (lat. Vitis vinifera) porijeklom je iz Sredozemlja, a danas se uzgaja po cijelom
svijetu. Latinsko ime potjece od rijeCi viere Sto znali vezati te vinifera koji se moZe prevesti
kao onaj koji daje vino. Grozde roda Vitis bogatije je fenolnim komponentama od drugog voca.
Osim grozdova za prehranu i vino koriste se i listovi i sjemenke. Sto se tice samog grozda 3-
7% otpada na peteljku, 0-6% na sjemenke, 8-20% na koZicu te 75-85% na meso. lako
sjemenka sama po sebi zauzima najmaniji dio grozda u njoj se nalazi ¢ak od 20 do 55% fenolnih

spojeva od ukupnih fenola bobice.

Rast i razvoj vinove loze, kao i sve druge biljke, ovisi o brojnim okoliSnim ¢imbenicima kao Sto

su temperatura, vlaga, svjetlost, vjetrovi, vrsta i sastav tla te sam poloZaj vinograda.

Sto se ti¢e same proizvodnje vina bitno je naglasiti kako se kod proizvodnje bijelih vina
fermentira most, a kod crnih vina se fermentira most zajedno s bobicama Sto se naziva
maceracijom. Dakle u proizvodnji bijelih vina, nakon procesa muljanja i ruljanja slijedi
odvajanje mosSta od masulja te nakon toga alkoholna fermentacija mosta dok se kod
proizvodnje crnih vina provodi alkoholna fermentacija masulja. NajceS¢e greske u proizvodnji
vina su octikavost mosta, pojava sumporovodika, zastoj fermentacije, oksidacija, nizak ili visok

alkohol te strani mirisi.
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Slika 1. Shema proizvodnje vina (Kovacevi¢ Gani¢, 2018)



Glavni razlog octikavosti mosta je osStecenje grozda koje se moZe pojaviti prilikom berbe ili
prerade ili ukoliko se predugo cega na preradu nakon same berbe. Pojava sumporovodika se
oCituje ukoliko se most ne prozracuje tijekom vrenja, ne koriste selekcionirani kvasci te ne
dodaje hrana za kvasce. Strani mirisi se mogu pojaviti uslijed loSih uvjeta skladiStenja i
starenja, a zastoj fermentacije se javlja zbog nepovoljne temperature ili loSe pripreme kvasaca.
Alkoholna fermentacija je biokemijski proces u kojem dolazi do pretvorbe Secera u etanol i
ugljikov dioksid kao glavne produkte te brojne sekundarne produkte kao Sto su glicerol,
organske Kkiseline, esteri, visi alkoholi, itd. Nastaje i odredena koliCina energije koja se
manifestira kao toplina, a kao uzrocnici fermentacije koriste se kvasci koji su ili dio prirodne
mikroflore ili kao starter kulture, tj. selekcionirani kvasci. Kao glavni kvasac u proizvodnji vina
koristi se kvasac roda Saccharomyces i podvrsta Saccharomyces cerevisiae. Nakon alkoholne
fermentacije vino dozrijeva odredeno vrijeme tijekom kojeg se odvijaju odredene promjene
koje utjeCu na organolepticka svojstva. U dozrijevanje se ubrajaju sve promjene koje nastaju

nakon zavrsetka vrenja, a uzrokuju bistrenje i izgradnju okusa.
CsH1206 > 2C2HsOH + 2CO; + E (fermentacija, anaerobni proces)

Zajedno s kvascima, bakterije mlijecne kiseline su najvazniji mikroorganizmi u proizvodnji vina.
Kvasci su odgovorni za alkoholnu fermentaciju, a bakterije mlijeCne kiseline provode
malolakti¢ku fermentaciju (MLF) koja se u povoljnim uvjetima odvija odmah nakon alkoholnog
vrenja. Malolakticka fermentacija smanjuje kiselost vina te pridonosi mikrobnoj stabilnosti
gotovog proizvoda i utjeCe na njegova organolepticka svojstva. Bakterije mlijecne kiseline
mogu biti prisutne u razlicitim koracima proizvodnje vina, mogu biti izolirane iz liS¢a vinove
loze, grozda, bacvi ili neke druge opreme iz vinarije. One prisutne u prvim koracima proizvodnje
vina pripadaju razli¢itim vrstama, najes¢e homofermentativnim. Najzastupljenije su
Lactobacillus plantarum, Lb. casei, Lb. hilgardii, Leuconostoc mesenteroides | Pediococcus
damnosus, a U manjoj mijeri su pronadene i Oenococcus oenii Lb . brevis. Nakon malolakticke
fermentacije sposobnost preZivljavanja bakterija ovisi o uvjetima medija, posebno o pH
vrijednosti, koli¢ini etanola te koncentraciji SO,. U nekim slucajevima razvoji bakterija mlijecne
kiseline i MLF su nepredvidivi te se to moZe dogoditi i tijekom alkoholne fermentacije,
skladiStenja ili starenja Sto moze dovesti do promjene sastava vina i samim time do promjene
njegovog sastava ¢ak do te mjere da ne bude zadovoljavajuce za konzumaciju (Garcia-Ruiz i
sur., 2008).

Arome vina potjecu od estera, fenola i ostalih aromaticnih tvari koje iz groZzda prelaze u most,
a potom i u vino (Pichler i sur., 2015). Primarne, voc¢ne i cvjetne arome, vinu daje grozde dok

sekundarne arome nastaju tijekom proizvodnje, a tercijarne nastaju odleZzavanjem u boci.



Osim arome, jedna od vaznijih karakteristika vina, posebice crnih, je boja Ciji su glavni izvor u
crnim vinima antocijanini i njihovi derivati koji se formiraju i ekstrahiraju tijekom procesa

vinifikacije (Gabrielyan i Kazumyan, 2018).

3. Fenolni spojevi

Fenolni spojevi su spojevi u kojima je hidroksilna skupina (OH) direktno vezana na aromatski
ili benzenski prsten, a ukoliko sadrzZe dvije ili viSe hidroksilnih skupina nazivaju se polifenolima.
Prisutnost polifenola utjeCe na stabilizaciju i Cuvanje vina, na boju, miris i okus te na hranjivu
vrijednost te je zbog toga viSe razloga za njihovu identifikaciju i odredivanje u vinu. Masene
koncentracije, posebice u crnim vinima, iznose od 1000 do 1300 mg polifenola po litri (Rastija
i Medi¢-Sari¢, 2009). Zbog brojnih pozitivnih u¢inaka polifenola na organizam koriste se brojne
metode kako si se analizirale komponente u vinu. Koriste se kromatografske metode (TLC i
HPLC) te vezani sustavi tekuéinske ili plinske kromatografije s masenom spektrometrijom,
kapilarna elektroforeza, tekuéinska kromatografija s nuklearnom magnetskom rezonancijom i
ciklicka voltametrija koja omogucava brzo otkrivanje fenolnih antioksidansa (Rastija i Medi¢-
Sari¢, 2009). Uklju¢uju mnostvo spojeva razlicite kemijske strukture, a s obzirom na tu veliku
raznovrsnost njihova klasifikacija je slozena (Kurtagi¢, 2017). Zbog nezasi¢enih dvostrukih veza
i hidroksilnih skupina osjetljivi su na oksidaciju Sto ih ¢ini dobrim antioksidansima. Fenolni

spojevi dijele se u dvije skupine, neflavonoidi i flavonoidi.

Najmanija kolicina fenolnih spojeva nalazi se u soku grozda, nesto viSe je sadrzano u kofZici, a
najveca koli¢ina prisutna je u samoj sjemenci grozda. Procjenjuje se da sjeme sadrZi 65%

polifenola, stabljika 22%, kozica 12%, a pulpa 1% (Mulero i sur., 2015).

Glavni prirodni konzervansi u crvenom vinu su polifenoli. Tijekom starenja vina u boci oni

reagiraju s pigmentima i kiselinama te stvaraju nove spojeve.

Fenolni spojevi koji se nalaze u vinu vec¢inom potjecu iz grozda, no neki mogu biti i iz mikroba
te hrasta zbog Cuvanja u hrastovim bacvama. U bijelom vinu najvazniji fenolni spoj je
hidroksicimetna kiselina koja pridonosi vizualnoj kvaliteti bijelog vina, dok su u crnom vinu

najvazniji tanini i antocijani (Kennedy, 2008).



Tablica 1. Strukturne klase fenola (Kurtagi¢, 2017)

Redni Broj C
oroj stoma C - skelet Klase biljnih fenola
1. 6 C6 jednostavni fenoli
2. 7 C6-C1 Hidroksibenzoati
3. 8 C6-C2 acetofenoni i fenilacetati
4, 9 C6-C3 hidroksicinamati, fenilpropeni,
5. 10 C6-C4 kumarini i hromoni
6. 13 C6-C1-C6 Naftokinoni
7. 14 C6-C2-C6 Ksantoni
8. 15 C6-C3-C6 stilbeni i antrahinoni
9. 18 (C6-C3)2 flavonoidi
10. 30 (C6-C3-C6)2 Lignani
11. N (C6)n bioflavonoidi i katehol melanini
12. N (C6-C3)n Lignini
13. N (C6-C3-Co)N kondenzirani tanini

Osim vina od grozda, vocna vina su takoder bogat izvor hranjivih sastojaka u kojima se nalaze
brojni fenolni spojevi medu kojima se nalaze i flavonoidi i neflavonoidi. Iako je u zadnje vrijeme
povecana potraznja za vo¢nim vinima, njihov fenolni sastav proucavan je u znatno manjoj
mijeri. IstraZivanja koja su i provedena vezano za voc¢na vina preteZito su fokusirana na ukupan
sadrzaj fenola i antioksidativnu aktivnost. Neka od vocnih vina, kao Sto su od kupina, bundeve,
borovnice i crnog ribiza pokazala su visok sadrzaj fenola i antioksidacijsku aktivnost koja se
Cak moze usporediti s onima u crnom vinu. Osim toga, ekstrakti kupine, crne maline, borovnice,
brusnice, crvene maline i jagode, za koje se pokazalo da su bogati polifenolima, pokazali su
vaznu biolosku aktivnost inhibirajuéi umnoZavanje stanica uzrocnika raka dojke (MCF-7),

debelog crijeva (HT-29, HCT116) prostate (LNCaP) i stimuliranje brojnih drugih stanica (Ljevar

i sur., 2016).




Tablica 2. Spektrometrijska karakterizacija ukupnih fenola i antocijana u razlicitim

komercijalnim voénim vinima (Ljevar i sur., 2016)

y (ukupni fenoli kao GAE) Y (ukupni antocijani)
Voéno vino mg/L mg/L
Opseg Prosjek Opseg Prosjek
Kupina 1055,0-2704,5 1936,3 23,2-216,6 90,2
TreSnja 1081,4-2711,4 2074,9 55,1-483,0 2440
Malina 1199,1-1840,0 1599,7 117,3-160,6 134,8
Crni ribiz 940,9-3086,4 2013,6 70,9-430,1 250,5
Jagoda 670,5-833,6 752,0 Tragovi-8,3 4,2
Jabuka 224,6-644,6 449,7 / /

3.1.Neflavonoidi

Neflavonoidi su spojevi jednostavnije grade koji se sastoje od jednog aromatskog

prstena, a u njih ubrajamo fenolne kiseline i stilbene.

3.1.1. Fenolne kiseline

Fenolne kiseline mogu se podijeliti u dvije osnovne skupine: derivati hidroksicimetne i derivati
hidroksibenzojeve kiseline. Antioksidativna aktivnost fenolnih kiselina raste s porastom broja
hidroksilnih skupina, a prisutne su u nekoliko dijelova grozda dok su ve¢inom sadrzane u
njegovom soku. U bijelim sortama grozda najzastupljenije su u mesu bobice, a u crnim sortama

u kozici (Rastija i sur., 2016).

Hidroksicimetne kiseline su najznacajniji fenoli bijelih vina, opée strukture C6-C3, a glavni

predstavnici su ferulinska kiselina, kava-kiselina, sinapinska kiselina i p-kumarinska kiselina.

Derivati hidroksibenzojeve kiseline nastaju direktno iz benzojeve kiseline, opéa struktura im je
oblika C6-C1, vrlo ih je malo u grozdu, a u njih kao glavne predstavnike ubrajamo galnu, p-

hidroksibenzojevu, siriginsku i vanilinsku kiselinu.

Provedena su istraZivanja kojima je dokazano kako se tijekom fermentacije i starenja vina

odvijaju razlicite reakcije tijekom kojih hidroksicimetne i hidroksibenzojeve kiseline mijenjaju



svoje oblike, a takoder je potvrdeno kako neke od ovih kiselina sudjeluju i u posmedivanju

vina te stvaranju taloga (Budi¢-Leto i Lovri¢, 2002).

Tablica 3. Derivati hidroksibenzojeve kiseline (Garrido i Borges, 2013)

Derivati hidroksibenzojeve kiseline | R1 R2 R3
Galna kiselina OH OH OH
p-hidroksibenzojeva kiselina H OH H
Siriginska kiselina OCH3 OH OCHjs
Vanilinska kiselina OCHs OH H

Tablica 4. Derivati hidroksicimetne kiseline (Garrido i Borges, 2013)

Derivati hidroksicimetne kiseline R1 R2 R3
Ferulinska kiselina OCHs OH H
p-kumarinska kiselina H OH H
Kava-kiselina OH OH H
Sinapinska kiselina OCHs OH OCHjs

R, A

B_ 0
L 8§ m.}
H,S_ o N

Hidroksibenzaopva Hidroksicimatna
wiselna kigalira

Slika 2. Kemijska struktura fenolnih kiselina (Ignat i sur., 2011)

3.1.2. Stilbeni

Osim fenolnih kiselina postoji jos jedna skupina neflavonoida, a to su stilbeni.

Resveratrol, derivat stilbena, se smatra za vaznu bioloSku komponentu vina (Haseeb i sur.,

2015). Postoji i kao cis- i kao trans- izomer, a u prirodi se ¢eS¢e moze naci u trans- obliku.



Pokazuje Siroki raspon bioloskog djelovanja kao Sto su antioksidativna i antimikrobna svojstva.
Grozde loze Vitis vinifera te posebice crno vino predstavljaju njegov glavni izvor u ljudskoj
prehrani. Kostice grozda sadrze od oko 0,5 do 2,0 mg resveratrola po g suhe teZine dok
prosjecna koncentracija u crnim vinima varira izmedu 1,0 i 3,0 mg po litri (Melzoch i sur.,
2001), a koli¢ina resveratrola u koZici grozda varira ovisno o sorti grozda, zemljopisnom

podrijetlu te izlozenosti gljivicnoj infekciji.

OH
) ‘ h ‘ O Q
HO
OH OH

OH

trans-Resveratrol cis-Resveratrol

Slika 3. Kemijske strukture c¢is-i trans- resveratrola

3.2.Flavonoidi

Flavonoidi su skupina polifenolnih spojeva koji se nalaze u sjemenkama, kori ili liS¢u mnogih
biljaka, a u grozdu su sadrzani u pokoZici, sjemenkama i peteljci. Imaju izraZzena
antioksidacijska svojstva te sposobnost sparivanja elektrona slobodnih radikala, a pojavljuju
se kao glikozidi, aglikoni i metilirani derivati. Osnovna kemijska struktura flavonoida sastoji se
od 15 ugljikovih atoma povezanih u obliku C6-C3-C6, difenolpropan (Balasundram i sur., 2006).
Ovisno o broju i poloZaju hidroksilnih skupina, stupnju nezasi¢enosti i oksidacije centralnog
ugljikovog prstena dijele se na flavane, flavone i antocijanidine. U grupu flavonoida spadaju i

umreZeni i polimerizirani flavonoidi, tj. tanini.

Flavonoidi imaju zaStitnu ulogu u bioloSkim sustavima jer osim sparivanja elektrona slobodnih
radikala, inhibiraju oksidaze, aktiviraju antioksidacijske enzime te kelatno vezu ione prijelaznih
metala (Fe?*, Cu?*, Zn?*, Mg?*). Poznato je da ovi metali djeluju kao katalizatori oksidacijskih
reakcija i promotori nekih enzima (Bimpilas i sur., 2015). Imaju vaZan utjecaj na stabilnost,

boju i bistrinu vina te utjeCu na organolepticka svojstva.

Grozde i vino sadrze velike kolicine fenolnih spojeva, uglavnom flavonoida, a takoder su i ostaci
proizvodnje vina karakterizirani velikom koli¢inom fenolnih spojeva zbog nepotpunog vadenja
u procesu proizvodnije. Koncentracija ukupnih fenola u bijelom vinu iznosi prosje¢no 500 mg/L,
dok je kod crnih vina puno veca, 5500 mg/L. Ekstrakcija dosegne oko 30-40% ovisno 0 sorti
grozda, lokaciji vinograda te parametrima za proizvodnju kao Sto su temperatura, uporaba

enzima, drobljenje, maceracija i preSanje (Elkahoui i sur., 2018). Nusproizvodi poput sjemenke
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ili komine predstavljaju jeftin izvor za ekstrakciju antioksidansa koji se mogu dalje upotrijebiti

kao dodaci prehrani ili u proizvodnji fitokemikalija (Rockenbach i sur., 2011).
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Flavone ‘ Flavanols
Flavanonol

\?
i
<

o]
oo

Flavonol Flavonone Isoflavone
Slika 4. Kemijska struktura flavonoida (Banjarnahor i Anartanti, 2014)

3.2.1. Flavani

U grupu flavana spadaju flavan, flavan-3-ol te flavanon.

Najsira grupa flavonoida su flavan-3-oli koji su derivati flavana, a koriste kostur 2-fenil-3,4-
dihidro-2H-kromen-3-ol. Neutraliziraju slobodne radikale te smanjuju rizik od raka, a nalaze se
u sjemenkama grozda, kako zrnu, ¢aju i odredenom vocu. U skupinu flavan-3-ola ubrajaju se
katehin, epikatehin, galokatehin te epigalokatehin. Katehin i epikatehin su izomeri, a svaki od
njih moze biti prisutan u dva enantiomerna oblika Sto rezultira postojanjem Cetiri razlicita
monomerna flavanola: (-)-epikatehin, (+)-epikatehin, (-)-katehin, (+)-katehin (Ottaviani i sur.,
2011).

Katehini se ubrajaju u flavanole koji imaju gorka svojstva i daju trpkost vinu, a ekstrahiraju se
tijekom alkoholnog vrenja. Ne opisuju se kao tanini jer ne taloZe proteine, a najveé¢im dijelom

su smjeSteni u bobicama i sjemenkama peteljke (Alpeza, 2008).

Flavanone karakterizira odsutnost nezasi¢ene veze na C2 atomu te prisutnost kisika na C4, a
uglavnom su glikolizirani disaharidom u C7 atomu. Pretezno su prisutni u citrusnom vocu, a u

manjim koli¢inama prisutni su i u koncentriranim rajcicama.



Slika 5. Kemijska struktura stereoizomera flavanola (Ottaviani i sur., 2011)

3.2.2. Flavoni

U grupu flavona spadaju flavon, flavonol i izoflavon.

Flavoni su pigmenti sli¢ni antocijanima koji imaju antioksidativno i antiupalno djelovanje, a

daju svijetlozutu boju vocu i povrcu.

Flavonima su po strukturi sli¢ni flavonoli, razlikuju se jedino u hidroksilnoj skupini na C3 atomu,
a istrazivanja su pokazala kako je razina flavonola u bijelim vinima znatno niZza nego u crnim
vinima jer su flavonoli pretezito sadrzani u kozici grozda koja se najcéeSée ne koristi u
proizvodnji bijelog vina. Najpoznatiji aglikoni medu njima su miricetin, kvercetin, kempferol i
izoramnetin (Jeffery i sur., 2008). Topljivost flavonola u vodi je manja nego topljivost
antocijana pa se za njihovu ekstrakciju pojacava koli¢ina etanola tijekom alkoholne

fermentacije (Bimpilas i sur., 2015).

Izoflavoni se strukturno razlikuju od ostalih flavonoida po tome 3to je kod njih B prsten vezan
za C3, a ne C2 atom. Nalaze se u mahunarkama, a zajedno s lignanima cine skupinu

fitoestrogena jer imaju strukturu sli¢nu strukturi estrogena (Ignat i sur., 2011).

Flavone Isoflavone

Slika 6. Kemijska struktura flavona i izoflavona (Kshatriya i sur., 2013)
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3.2.3. Antocijanidini

Antocijanidini su pigmenti topivi u vodi ili stanicnom soku koji daju boje od ruZicaste do
ljubicaste i plave ovisno o pH vrijednosti. Najpoznatiji antocijanidini su pelargonidin, cijanidin,
delfinidin, peonidin, petunidin te malvidin. U prirodi se nalaze u glikozidnoj strukturi u obliku
antocijana koje tvore antocijanidini, tj. aglikon i $ecer, odnosno glikon. Seceri koji se obi¢no
povezuju s antocijanidinima su monosaharidi (glukoza, galaktoza, ramnoza i arabinoza) i di- i

tri- saharidi nastali kombinacijom ovih monosaharida (Ignat i sur., 2011).

Nositelji crvene boje grozda i vina su upravo antocijani koji su smjeSteni u kozi bobice, dok
vrlo mala koli¢ina nalazi i u sjemenkama. Medutim, zbog brojnih reakcija s polifenolima u koje
antocijani ulaze, dozrijevanjem vina njihova koncentracija opada (Alpeza, 2008). Tako tijekom
10-15 godina koli¢ina antocijana u vinu iznosi svega 10% pocetne koli¢ine. U 1 kg grozda
pojedine sorte sadrze sljedeée koli¢ine antocijana: Granache 100 mg, Borgonja 500 mg, Teran
550 mg, Merlot 600 mg, Plavac mali 700 mg, Cabernet Sauvignon 800 mg, Syrah 2000 mg.

R R1 R2
cijanidin OH OH
R. peonidin OCH3 OH
HO o' O delfinidin OH OH OH
~ R, L
O pelargonidin H OH H
= L
OH petunidin OCHjs OH OH
OH malvidin OCH; OH OCH;

Slika 7. Kemijska struktura antocijanidina (Garrido i Borges, 2013)

3.2.4. Tanini

Tanini su umreZeni i polimerizirani flavonoidi gradeni od katehina, leukoantocijana,
proantocijana i hidroksikiselina. Oni su nosioci trpkog i gorkog okusa te taloze bjelancevine.
Kondenzirani tanini ili proantocijanidini sastoje se od flavanolskih jedinica kojih mozZe biti i do
17 u jednoj molekuli, a za ljudsku prehranu najvazniji su procijanidini koji se sastoje od
monomera (+)-katehina i (-)-epikatehina ranije spomenutih u radu. U groZzdu najviSe tanina

sadrZi sjemenka 3-15%, koZica 4,5 %, meso 0,6-2% te peteljka 3-7%.

Kako se starenjem vina koli¢ina antocijana smanjuje, ulogu pruzanja boje u starim crnim

vinima preuzimaju upravo tanini koji se u vec¢im koli¢inama nazale u crnim nego u bijelim
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vinima. S obzirom na to da bijela vina sadrZze manje tanina i fenola, njihov prirodni konzervans

je kiselost.

~ —_—
’7 Skin
- Anthocyanins |

- Proanthocyanidins

- Flavor compounds

Pulp
- Water
« Organic acids
- Sugars
« Flavor compounds

Seed
|| - Proanthocyanidins
|

Slika 8. Presjek bobice grozda s komponentama bitnim za kvalitetu vina (Kennedy, 2008)

4. Antioksidansi u vinu

Antioksidansi su tvari koje sprjeavaju oksidaciju koja uzrokuje promjenu boje, mirisa i okusa
vina. Oni stabiliziraju ravnoteZu nesparenih elektrona i neutraliziraju potencijalno Stetno
djelovanje slobodnih radikala, a da pri tome sami ne postanu nestabilni. Djeluju tako da
onemogucuju stvaranje novih slobodnih radikala u organizmu, unistavaju ve¢ stvorene radikale
u organizmu te popravljaju oStecenja u stanici nastala djelovanjem radikala. Povec¢ana koli¢ina
slobodnih radikala dovodi do oksidativhog stresa zbog ¢ega nastaju oksidativna ostecenija,
smrt stanica, oStecenja tkiva i razne bolesti. Mehanizam djelovanja slobodnih radikala moze se
podijeliti u tri koraka: inicijacija, propaganacijski ciklus te terminacija (Milat, 2019). Slobodni
radikal koji je nestabilan jer ima manjak elektrona u vanjskoj ljusci ,napada“ najblizu stabilnu
molekulu te preuzima njezin slobodni elektron. Stabilna molekula se destabilizira te postaje
slobodni radikal, a reakcija postaje lanCana sto kao rezultat ima stvaranje sve veceg broja

slobodnog radikala koji ostecuju stanice.

Inicijacija R-H + X = Re + XH
Propaganacijski ciklus Re + O, 2> ROO-
ROQOe + R-H - Re + ROOH

Terminacija Re + Re ili Re + ROOe ili ROOe + ROO+ - neradikalni produkti
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Najznacaijniji antioksidansi grozda i vina su fenolne komponente koja vino Cine ljekovitim, ali
takoder imaju utjecaj i na njegova organolepticka svojstva. Antioksidacijska svojstva fenolnih
spojeva su vazna kod odredivanja njihove zastitne uloge protiv slobodnih radikala, a zastitna
uloga polifenola u bioloskim sustavima pripisuje se njihovoj sposobnosti sparivanja elektrona

slobodnog radikala 5to se jo$ naziva i antiradikalna aktivnost.

Istrazivanja su pokazala kako je antioksidativnost jedne c¢ase crnog vina (150 ml) jednaka
antioksidativnoj aktivnosti 12 ¢asa bijelog vina (Kesic i sur., 2015.).

5. Ekstrakcija polifenola

Ekstrakcija je tehnoloSka operacija potpunog ili djelomi¢nog odjeljivanja smjese tvari koje
imaju nejednaku topivost u razli¢itim otapalima, a kako bi ekstrakcija bila $to uspjesnija
potrebno je odrediti optimalne uvjete te paZljivo izabrati otapala koja ¢e se koristiti kako ne bi
doslo do narusavanja kemijskog sastava (Cheng i sur., 2012). Ve viSe desetljeca koriste se
tradicionalne tehnike poput ekstrakcije po Soxhletu ili ekstrakcija kruto-tekuée, no zbog
dugotrajnosti i velike potroSnje otapala sve se viSe koriste novije tehnologije ekstrakcije
potpomognute visokim tlakom, mikrovalovima i superkriticnim CO.. VaZni parametri za
optimiziranje troSkova energije i procesa su temperatura i vrijeme, a bitan faktor je i pH

vrijednost.

Fenolne komponente su razli¢ito raspodijeljene unutar grozda pa se ekstrakcija moze vrsiti iz
cijele pulpe, kozZice ili sjemenke, a kao Sto je ve¢ navedeno ranije u radu polifenolima je

najbogatije sjeme (Nawaz i sur., 2006).

6. Metode za analizu i odredivanje polifenola u vinu

Kao Sto je ve¢ navedeno ranije u radu, postoji niz metoda kojima se mogu analizirati
komponente sadrzane u vinu, a koja Ce se tehnika koristiti ovisi o skupinama polifenola koje

se Zele istraziti, o svrsi istrazivanja te o opremljenosti laboratorija.

6.1.Tankoslojna kromatografija (TLC)

Za kvalitativnu i kvantitativnu analizu te za odredivanje sposobnosti hvatanja slobodnih
radikala koristi se tankoslojna kromatografija (TLC), a najcesSée se upotrebljavaju TLC ploce
presvucene slojem silikagela. Detekcija se provodi u podrucjima valnih duljina 250-260 nm i

350-365 nm obzirom da polifenoli apsorbiraju u ultraljubi¢astom dijelu spektra. Kvantitativna
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analiza uzoraka tankoslojnom kromatografijom u danasnje vrijeme najceS¢e se provodi
denzitometrom, uredajem koji zrakom svjetla pretrazuje tanki sloj uzorka radi mjerenja UV

apsorbancije (Rastija i Medi¢-Sari¢, 2009).
6.2.Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC)

Najsiru primjenu u analizi polifenola iz vina ima tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti
(HPLC), a vazno je pazljivo izabrati kolone, pokretne faze te nacin eluiranja koji prvenstveno
ovise o sastavu vina. Najc¢eSce se koristi gradijentna eluacija uz upotrebu jednog polarnog i
jednog manje polarnog otapala. Pri uzorcima s malim koncentracijama polifenola potrebno je
koristiti detektor s nizom dioda radi povecanja osjetljivosti i selektivnosti. Razlikovanje
fluorescirajucih i nefluoresciraju¢ih komponenti omoguéava se koristenjem fluorescencijskog
detektora serijski spojenog s apsorpcijskim UV-Vis detektorom. Za termicki nestabilne ili slabo
hlapljive komponente koristi se ionizacijska tehnika elektrorasprSenjem kojom se povezuju
tekucinska kromatografija i masena spektrometrija, a osim elektrorasprsenja primjenjuje se i
matricom potpomognuta desorpcija i ionizacija laserskim zracenjem (MALDI) (Rastija i Medi¢-
Sari¢, 2009).

UV-Vis metoda ima ograni¢enu upotrebu zbog velike molekulske mase polifenola.

Slika 9. HPLC kromatogrami ekstrakta crnog vina dobiveni uporabom UV detektora (A) i

fluorescencijskog detektora (B) (Rastija i Medié-Sari¢, 2009)

6.3.Gel-propusna kromatografija

Gel-propusna kromatografija je vrsta kromatografije isklju¢enjem po veliCini koja se
primjenjuje za frakcijsko razdvajanje polifenolnih supstanci iz crnih vina prije analize

tekuéinskom kromatografijom visoke djelotvornosti uz masenu spektrometriju. Ovom
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metodom se moZe procijeniti prosjena masa zbog mogucénosti taloZenja pojedinih

komponenti.

6.4.Plinska kromatografija (GC)

Analiticke metode poput plinske kromatografije povezane s masenom spektrometrijom
razvijene su za karakterizaciju i kvantifikaciju fenolnih spojeva u vinu koje zahtijevaju
derivatizaciju hlapivih spojeva i detekciju masenom spektrometrijom u selektivnom nacinu

pracenja iona (Medi¢-Sari¢, 2013).

Osim za analizu hlapivih komponenti vina kao 5to su terpeni, plinskom kromatografijom se uz

derivatizaciju analita mogu detektirati i polifenolni sastojci (Rastija i Medi¢-Sari¢, 2009).

7. Cimbenici koji utje¢u na polifenolni sastav vina

Sadrzaj polifenola u vinu uvjetovan je vrstom grozda Sto spada pod unutarnji faktor te vanjskim
faktorima kao Sto su atmosferski uvjeti, geografski poloZaj, tehnike u vinifikaciji te brojni drugi
procesi vezani za vinogradarstvo. Takoder na koli¢inu i sastav polifenola u vinu utjeCu i
potencijalne bolesti te tretiranje vina fungicidima. Zbog jedinstvene genetske raznolikosti,
sorte grozda razlikuju se i po fenolnom sastavu Sto je razlog neizbjeZzne podrobne analize
grozda nekom od ranije navedenih metoda $to bi dovelo do izbora najkvalitetnije sorte i

postupaka proizvodnje za pojedinu vrstu vina.

Vazan ¢imbenik je kvaliteta grozda, vino proizvedeno iz kvalitetnijeg grozda karakterizirano je
ve¢om koli¢inom polifenola ekstrahiranom iz kozice. Kvalitetno groZde karakteristi¢no je po

manjim grozdovima s ve¢im udjelom kozice (Rastija i sur., 2016).

Sto se ti¢e geografskog polozaja bitno je spomenuti nadmorsku visinu. Kod grozda iz vinograda
koji su se nalazili na visim nadmorskim visinama utvrdeno je postojanje veée koliCine
antocijanina, dok je kod grozda iz vinograda s nizih nadmorskih visina utvrdeno postojanje
vece koli¢ine procijanidina (Rastija i sur., 2016). Povecavanjem izlaganju svjetlu, posebice
ultraljubi¢astim B zrakama, povedava se koncentracija flavonoida. Nadalje, prekomjerna ili
neuravnotezena upotreba gnojiva moZe imati negativan utjecaj na polifenolni sadrzaj, a
dusi¢na gnojiva, za razliku od kalijevih, smanjuju nakupljanje polifenola u kozici grozda (Rastija
i sur., 2016).

Tehnike u proizvodnji vina kao $to su maceracija, uvjeti fermentacije, dodavanje dodataka,
itd. takoder utjeCu na sadrzaj polifenola. Duljim trajanjem maceracije povecava se sadrzaj

katehina i proantocijanidina, a smanjuje koli¢ina antocijanina, osim toga koli¢ina katehina i
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proantocijanidina se povecava i prisustvom stabljike tijekom fermentacije. Odredena
istraZivanja su pokazala da su za razliku od vina proizvedenih alkoholnom fermentacijom, vina
proizvedena maceracijom ugljikom imala su nizu koncentraciju polifenola, vecu koncentraciju
hlapivih komponenti te su bila manje intenzivne boje. Cimbenici koji takoder mogu utjecati su
starenje i uvjeti skladistenja. Starenje u hrastovim bacvama omoguéava ekstrakciju nekih
benzojevih i cimetnih komponenti, galne kiseline, kumarina te nekih drugih u vino pa vina
proizvedena fermentacijom te dozrijevanjem u hrastovim bacvama imaju razlicita
organolepticka svojstva od onih koja su nakon fermentacije dozrijevala u bacvama od
nehrdajuceg Celika (Medi¢-Sari¢, 2013).

8. Utjecaj polifenola na zdravlje

Posljednjih godina istrazivanja su pokazala kako polifenoli imaju pozitivan ucinak na zdravlje
organizama, pretezito zbog antioksidacijskog djelovanja te samim time Stite od koronarnih
bolesti i nastanka ateroskleroze. Osim toga dokazano je i njihovo antimikrobno, antiupalno i

antikancerogeno djelovanje zbog Cega se preporucuje redovita i umjerena konzumacija vina.

Resveratrol, koji je u vinu prisutan kao vazna neflavonoidna komponenta, ima sposobnost
inhibiranja LDL kolesterola te sprjecava stvaranje krvnih ugrusaka tako Sto blokira nakupljanje

trombocita u krvnim zilama (Rastija i sur., 2016).

Antimikrobno djelovanje crnog vina i kozice grozda dokazano je protiv soja bakterija
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli, Salmonella infantis, Campylobacter
coll, Helicobacter pylorii Lysteria monocytogenes te protiv gljivice Candida albicans (Rastija,
2011). Takoder, neka istrazivanja su pokazala kako su ekstrakti koji sadrze fenolne kiseline
aktivniji u djelovanju protiv bakterija nego protiv kvasaca $to pokazuje kako su kvasci otporniji

na ove komponente (Garcia-Ruiz i sur., 2008).

Polifenoli inhibiraju prostaglandine koji tijekom upalnog procesa uzrokuju osjet boli, povisenje
temperature i nastajanje edema te su jedni od obecavajucih antitumorskih prirodnih
supstancija. Dokazano je da galna kiselina, katehin, trans-resveratrol i kvercetin inhibiraju
karcinogenezu bilo da su eksperimenti radeni /n vitro na linijama stanica ili /7 vivo na

Zivotinjama ili ljudima oboljelim od zlo¢udnih tumora (Rastija i sur., 2016).

Polifenoli imaju i potencijal u poboljSanju neuroloskog zdravlja, a posebice flavonoidi koji
pokazuju djelotvornost na sredisnji ziv€ani sustav tako Sto Stite neurone od ozljeda uzrokovanih

stresom, poticu bolje paméenje i kognitivne funkcije (Kamenjasevi¢ i sur., 2017).

16



9. Zakljucak

Vino i vinarski nusproizvodi su kvalitetan i jeftin izvor polifenola i brojnih drugih kemijskih
spojeva koji po brojnim istrazivanjima dokazano imaju povoljan ucinak na organizam. Fenolni
sastav ovisi o vo¢nom dijelu, dakle o samom grozdu, koZi, sjemenu, listu i korijenskom tkivu.
Kao sto je ve¢ navedeno u radu, na fenolni sastav utjeCu i ¢imbenici kao Sto su klima, tlo,

zrenje, branje te primijenjena metoda ekstrakcije.

Kako bi ekstrakcija polifenola bila uspjeSna i kako bi se dobio proizvod Sto bolje kvalitete
potrebno je voditi raCuna o svim koracima tijekom proizvodnje, a posebice treba paziti da s

berba odvija u optimalnom trenutku.

Sa Sto ve¢im brojem provedenih istrazivanja sve viSe se dokazuju pozitivni ucinci polifenolnih
spojeva iz vina kao Sto su antikancerogena, antimutagena, antimikrobna te antioksidativna
djelovanja. Upravo se u polifenolima i drugim pozZeljnim komponentama u vinu nalazi
objasnjenje pojma ,francuski paradoks" koji se odnosi na cinjenicu da se kod Francuza biljezi
manja stopa smrtnosti i oboljenja od kardiovaskularnih bolesti unato¢ njihovoj prehrani koja
se pretezno bazira na zasi¢enim masnim kiselinama. Vaznu ulogu ima resveratrol koji inhibira

oksidaciju LDL kolesterola i samim time sprjecava stvaranje masnih naslaga u krvnim zZilama.
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Izjava o
izvornosti

Izjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovof
izradi nisam koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedern.
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