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Skracenice

AP — Antioksidativni potencijal

C - Katehin

CE — Katehin ekvivalent

CL — Limit detekcije

Cq — Limit kvantifikacije

Cy — Cijanidin

Cy-3-G - Cijanidin-3-glukozid

C3GE - Ekvivalent cijanidin-3-glukozida

Dp — Delfinidin
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GAE - Ekvivalent galne kiseline

HPLC — Tecna hromatografija visokih performansi
ICP-OES - Opticki emisioni spektrofotometar sa induktivno kuplovanom plazmom

IUPAC — Medunarodno udruZenje za ¢istu i primenjenu hemiju (International Union of Pure
and Applied Chemistry)
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Mv — Malvidin
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Pt — Petunidin
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RSC — radikal ,,skevindzer” kapacitet
RSD — Relativna standardna devijacija
RG — Relativna greska

TA — Ukupni antocijani

TAA — Ukupna antioksidativna aktivnost
TE — Troloks ekvivalent

TF — Ukupni flavonoidi

TP — Ukupni fenoli

tr — Retenciono vreme
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Fenolna jedinjenja (polifenoli) su veoma rasprostranjeni proizvodi sekundarnog
metabolizma biljaka i antioksidativno delovanje biljnih ekstrakata uglavnhom se vezuje za
njihovo prisustvo. Poznato je vise od 8000 fenolnih jedinjenja, koja se po svojoj strukturi
veoma razlikuju, od jednostavnih molekula, kao S§to su fenolne kiseline do visoko
kondenzovanih jedinjenja kao Sto su tanini. U biljkama se ova jedinjenja pretezno nalaze u
konjugovanom obliku, sa jednim ili viSe molekula Secera, te pokazuju aktivnost kako u
hidrofobnim, tako i u liofilnim sistemima. Najzastupljenija fenolna jedinjenja su: fenolne
kiseline (derivati benzoeve i cimetne kiseline), flavanoli, flavonoidi i dihidrohalkoni.

Smatra se da je antioksidativna aktivnost fenola prvenstveno rezultat njihove
sposobnosti da budu donori vodonikovih atoma i kao takvi uklanjaju radikale uz formiranje
manje reaktivnih fenoksil radikala. Brojne in vitro studije potvrdile su da sekundarni
metaboliti imaju pozitivne efekte na procese u Celijama sisara, npr. na ekspresiju gena,
zgruSavanje krvi, oksidaciju LDL, dilataciju krvnih sudova, signalizaciju izmedu celija,
modulaciju enzimske aktivnosti, deaktivaciju kancerogena i detoksikaciju i da, na osnovu
toga, mogu in vivo ispoljiti antikancerogeno dejstvo. Bobicasto voée poput maline, jagode,
ribizle, viSnje i crnog grozda bogato je polifenolnim jedinjenjima, usled ¢ega ono predstavlja
znacajan izvor antioksidanata u svakodnevnoj ishrani.

Odrzivost kvaliteta voca 1 proizvoda od voca od velikog je interesa, zbog njihove
Siroke upotrebe, Sto podrazumeva sacuvati njihova antioksidativna svojstva i1 sacuvati ih od
procesa oksidacije. Smatra se da antioksidativna svojstva variraju u zavisnosti od
kompleksnih interakcija izmedu razli¢itih faktora, ukljucujuéi tip i koncentraciju aktivnih
komponenti potencialnog antioksidanta 1 prirodu ispitivanog matriksa voca, odnosno
proizvoda od voca. Takode se mora uzeti u obzir i termicki tretman primenjen u proizvodnji.
Neki metalni joni, organske kiseline, etanol i fenolna jedinjenja prisutna u vocu, grozdu i
vinu, podlozna su oksidaciji. Medu njima fenolna jedinjenja se smatraju supstancama koje su
najpogodnije za oksidaciju, a pogotovo orto-difenoli. Direktna oksidacija izmedu kiseonika i
fenola se ne moZe odigrati ili je ekstremno spora u kiselim sredinama, uglavnom zbog
nepovoljnih termodinamickih uslova. Medutim, pojedini prelazni metali, naroc¢ito gvozde i
bakar mogu promeniti reakcione mehanizme, smanjujuc¢i slobodnu energiju reakcije i
povecavajuéi brzinu reakcije. Stoga Fe i Cu mogu odigrati vaznu ulogu u prevazilaZenju
nepovoljnih termodinamickih uslova i doprineti oksidaciji voca, vina, sokova (Danilewicz,
2003). U vocu i vinu, joni prelaznih metala su Siroko zastupljeni. Njihova koncentracija u
vinu najviSe zavisi od zemljiSta na kojem je gajena vinova loza odnosno voce i opreme za
proizvodnju vina. Vino uobicajeno sadrzi 0-5 mg/L gvozda i 0,1-0,3 mg/L bakra (Li i sar.,
2005). Medutim, i pri ovako niskim koncentracijama ovih metala moze do¢i do oksidativnog
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kvarenja vina. Osim njihovih koncentracija vazan je 1 oblik u kome se nalaze joni. Ovi joni su
najces¢e prisutni u formi kompleksa sa drugim jedinjenjima prisutnih u vocu i vinu.
Kompleksiranje smanjuje potencijal para Fe**/Fe?*, stabilzuje oksidaciono stanje Fe** jona i
poveéava redukcionu stabilnost Fe?" jona, §to ukazuje da organski ligandi prisutni u voéu i
vinu osiguravaju brzu oksidaciju Fe?* (Li i sar., 2008). Osim toga, kada je uz jon gvozda u
obliku svojih kompleksnih jedinjenja prisutan H,O,, Fentonovom reakcijom nastaje mocan
oksidans ‘OH. Bakar takode moze reagovati sa H,O, i proizvoditi ‘OH, i pri tome je mnogo
reaktivniji od gvozda. Hidroksil radikal, (OH) sa kratkim vremenom Zivota od oko 10°s u
vodi, je trenutno najmoc¢niji oksidans od reaktivnih kiseoni¢nih vrsta i u moguénosti je da
brzo oksiduje ve¢inu organskih jedinjenja. Neki autori smatraju da ‘OH moze da oksiduje u
potpunosti gotovo svako jedinjenje u vinu (Laurie i Waterhouse, 2006).

Procesi oksidacije fenolnih jedinjenja u vinu, vocu i proizvodima od voca su ozbiljan
problem koji se odraZava na njihov kvalitet. To je razlog da ovi procesi budu predmet mnogih
istrazivanja.

Brovingovanje belih vina nastaje kao posledica oksidativnih procesa u njemu. Proces
brovingovanja belih vina, testom ubrzanog brovingovanja zagrevanjem belih vina na
temperaturi od 55°C tokom 10 dana, ispitali su mnogi autori (Salacha i sar., 2008; Sioumis i
sar., 2005; Sioumis i sar., 2006), dok su Perez-Zuniga i sar. (2000) primenili test ubrzanog
bruniranja vina tako §to su ih zagrevali na 45°C tokom 40 dana.

Mnogi autori su pratli stabilnost monomernih antocijana u crvenim vinima sa
vremenom starenja u boci. Pri tome su dosli do zaklju¢ka da se procenat monomernih
antocijana znatno smanjuje, dok se u istom vremenskom periodu procenat polimernih
antocijana povecava, zbog reakcije antocijana sa taninima ali i zbog njihovog razlaganja pod
uticajem kiseonika (Poiana i sar., 2008; Luoana, 2005). Kinetika termicke degradacije
antocijana predmet je izuCavanja mnogih autora. Kechinski i sar. (2010) su proucavali
kinetiku degradacije antocijana u soku borovnice, i pri tome su nasli da ovoj proces prati
kinetiku reakcije prvog reda i odredili njene termodinamicke parametre. Verbeyst i sar.
(2010) su prougili kinetiku degradacije antocijana u jagodi na temperaturama od 95°C, 100°C,
110°C, 120°C i 130°C i pri tome odredili i energije aktivacije na ovim temperaturama. Cisse i
sar. (2009) su pratili Kinetiku degradacije antocijana u ekstraktu crvene narandze, kupine i
ekstraktima Cetiri vrste ruZa na povisenim temperaturama u intervalu od 50°C — 90°C. Pored
energije aktivacije odredili su i entropiju 1 entalpiju aktiviranja, i pri tome utvrdili da najvecu
vrednost energije aktivacije pokazuje reakcija termiCke degradacije ekstrakta crvene
narandZe. Procesi termalne degradacije antocijana su proucavani i u model rastvorima
(Harbourne i sar., 2008).

Uticaj vodonik peroksida na kinetiku degradacije antocijana u sokovima od visanja,
nara i jagoda ispitali su Ozkan i sar. (2002). Reakcija degradacije je prvog reda u odnosu na
koncentraciju H,O,. Ozkan i sar. (2004) su takode proucavali uticaj vodonik peroksida na
stabilnost askorbinske kiseline u voénim sokovima.



Uticaj bakra i gvozda na reakciju degradacije fenolnih jedinjenja je uglavnom
proucavan u model sistemima. Tako je utvrdeno da reakcijom izmedu cijanidin-3-glukozida i
Cu(Il)-jona dolazi do obrazovanja kompleksa (Smyk i sar., 2008). Medutim, u model sistemu
do¢i ¢e do oksidacije (+)-katehina u prisustvu Cu(ll)-jona (Clark i Scollary, 2002), odnosno
Fe(I1)-jona (Oszmianski i sar., 1996).

Istovremeni uticaj vodonik peroksida i bakra, odnosno vodonik peroksida i gvozda je,
takode prouc¢avan u model sistemima (De Heredia i sar., 2001; Karakhanov i sar., 2010).
Vise podataka o oksidaciji fenolnih jedinjenja prisutnih u vinu Fentonovim reagensom mogu
se naci u revijalnim radovima (Li i sar., 2008; Karbowiak i sar., 2010). Medutim, kinetika
degradacije fenolnih jedinjenja prisutnih u voéu i proizvodima od voca hidroksil radikalima,
koja nastaje u sistemu Cu(l1)/H,0O; nije dovoljno proucena.

Hidroksil radikali i druge kiseoni¢ne reaktivne vrste, uz veoma vaznu ulogu bakra i
gvozda u inicijaciji neenzimske oksidacije, mogu biti osnova za razumevanje oksidacije
fenolnih jedinjenja, Sto dovodi do velike potrebe za dalja istrazivanja i nove podatke na ovu
temu. Uzimajuéi u obzir sve napred navedene relevantne faktore u okviru ove doktorske
disertacije postavljeni su slede¢i ciljevi:

e da se najpre izvr$i hemijska analiza na sadrzaj organskih komponenti i metalnih jona
ekstrakata grozda, visanja, crvene ribizle i maline, kao i crvenih, belih i voénih vina i
komercijalnih sokova, a potom

e da se spektrofotometrijskom metodom prouci kinetika degradacije ukupnih fenolnih
komponenata u belom vinu i ukupnih monomernih antocijana u crvenom vinu i
cedenim sokovima od viSnje i crvene ribizle testom ubrzane oksidacije, tj. u prisustvu
sistema Cu(l1)/H,0,. Da bi se ovaj cilj ostvario neophodno je:

- pokazati na koji nacin, na osnovu kineti¢kih ispitivanja reakcija oksidacije
fenolnih komponenti u belom i crvenom vinu, kao i u cedenim sokovima visnje
i crvene ribizle mogu da se odrede redovi reakcija u odnosu na svaki reaktant i
da se na osnovu toga postave kineti¢ke jedna¢ine odgovarajucih procesa,

- izraCunati konstante brzine odgovaraju¢ih procesa uz pomo¢ kineti¢kih
jednacina,

- odrediti termodinamigke parametre (Es, AH, AS™ i AG’) za procese oksidacije
ukupnih fenola (za bela vina), odnosno ukupnih monomernih antocijana (za
crvena vina, sokove visnje i crvene ribizle),

- na osnovu eksperimentalnih rezultata 1 literaturnih podataka predloziti
najverovatniji mehanizam degradacije fenolnih jedinjenja i antocijana hidroksil
radikalima,



- izvrsiti validaciju kinetiCko-spektrofotometrijskih metoda za odredivanje
ukupnih fenola belih vina i ukupnih monomernih antocijana crvenih vina i
cedenih sokova visnje, crvene ribizle i maline

- lispitati mogucnost primene razradenih kineticko-spektrofotometrijskih metoda
za odredivanje ukupnih fenola i ukupnih monomernih antocijana u ve¢em broju
razli¢itih uzoraka.

- potrvrditi tacnost i preciznost rezultata kinetickog odredivanja pomenutih
komponenti u razli¢itim uzorcima paralelnim odredivanjem u istim uzorcima
referentnim metodama.

e dase HPLC metodom ispita Kinetika degradacije malvidin-3-glukozida i malvidin-3-
acetil-glukozida, kao i katehina i epikatehina prisutnih u crvenim vinima testom
ubrzane oksidacije, tj. u prisustvu sistema Cu(ll1)/H,0,. Da bi se ovaj cilj ostvario
neophodno je:

- izvrsiti validaciju HPLC metoda za odredivanje malvidin-3-glukozida, katehina
i epikatehina

- ispitati uticaj reaktanata na brzinu reakcije degradacije i postaviti odgovarajuce
kineticke jednacine

- izraCunati konstante brzine a potom odrediti termodinamicke parametre (E,,
AH', AS" i AG") za procese degradacije malvidin-3-glukozida, malvidin-3-
acetil-glukozida, katehina i epikatehina

- na osnovu eksperimentalnih rezultata 1 literaturnih podataka predloziti
najverovatniji mehanizam degradacije malvidin-3-glukozida, malvidin-3-acetil-
glukozida, katehina i epikatehina hidroksil radikalima.
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2.1. BRZINA HEMIJSKIH REAKCIJA

Hemijska promena je proces u kome iz jednih hemijskih vrsta, reaktanata, nastaju
druge hemijske vrste, proizvodi reakcije. Moze se posmatrati kao proces koji se odvija na
molekulskom ninou u kome molekul A u interakciji sa molekulom B daje hemijski novu
vrstu — proizvod reakcije, ali i kao makroskopska pojava koja predstavlja proces sastavljen od
n dogadaja, n — elementarnih hemijskih promena. Broj elementarnih dogadaja u kojima se
desila hemijska promena makroskopski je merljiva veli¢ina.

Odigravanje hemijske reakcije karakterise se odredenim pravcem promene reaktanata
u proizvode reakcije kao i brzinom te promene. Koncentracije reaktanata i produkata menjaju
se tokom odigravanja hemijske reakcije (sl. 2.1.) i to tako da koncentracije reaktanata
opadaju, a proizvoda rastu, sve dok se ne postigne ravnotezno stanje.

Co produkti

T

ravnoteza

reaktanti

Slika 2.1. Promena koncentracije reaktanata i produkata tokom reakcije.

Na ravnotezi koncentracije svih ucesnika u reakciji su konstantne. Termodinamicke
karakteristike neke hemijske reakcije obuhvataju promene termodinamickih funkcija:
Gibsove energije, entropije 1 entalpije pod odredenim uslovima pritiska i temperature, kao 1
vrednosti konstante ravnoteZe. Na osnovu ovih veli¢ina moze se do¢i do zaklju¢ka u kom
pravcu Ce se reakcija spontano odigravati i kolike ¢e biti koncentracije reakcionih u¢esnika u
ravnotezi. Medutim, da li ¢e se reakcija, koja je termodinamicki moguca, odigrati i kojom
brzinom ¢e se dosti¢i ravnotezno stanje nemoguce je odrediti iz termodinamickih podataka.
Osim toga, vec¢ina hemijskih reakcija odvija se preko niza stupnjeva, pri cemu najsporiji od



njih odreduje brzinu reakcije u celini. Brzina svakog stupnja ponaosob, odredena je
strukturom i prirodom hemijske veze molekula reaktanata (Purdevi¢ i sar., 1997). Deo
fizicke hemije koji se bavi vremenskim tokovima hemijskih reakcija naziva se: hemijska
kinetika, gde je osnovni pojam brzina hemijske reakcije, koja se definiSe kao promena
koncentracije reaktanata u jedinici vremena. Metode analize koje se zasnivaju na merenju
brzine reakcije nazivaju se kineticke metode.

Da bi se bolje razumelo odigravanje hemijske reakcije, moze se posmatrati reakcioni
sistem kao skup Cestica koje se nalaze u odredenim energetskim stanjima, a hemijska
promena kao proces u kome dolazi do promene energije. Molekuli reaktanti A i B, kao i
proizvodi C i D, nalaze se u energetskim stanjima koja su definisana odgovaraju¢im
elektronskim, vibracionim i rotacionim kvantnim brojevima. Da bi reagovali, molekuli
reaktanti A i B se moraju na¢i u odredenim energetskim stanjima sa njima svojstvenim
elektronskim, vibracionim i rotacionim kvantnim brojevima A(n,v,j) i B(n,v,j’). Na isti
nacin ¢e i molekuli C i D, nastali prilikom ove hemijske promene, takode biti u odredenim
energetskim stanjima koja definiSu njihovi kvantni brojevi C(n’,v”,j”) 1 D(n»,v~,j).
Posmatrana na ovaj nain, hemijska promena, odnosno elementarna hemijska reakcija se
moze prikazati na slede¢i nacin:

A(n,v,j) + B(n,v,j) S C(nv,v~,j7) +D(n, v, ™)

Ovako zapisana hemijska promena se moZze shvatiti kao proces u kome reakcioni
sistem menja svoja energetska stanja od energetskih stanja u kojima se nalaze reaktanti do
energetskih stanja u kojima se nalaze proizvodi. Moze se zamisliti da ¢e se prilikom hemijske
promene sistem menjati duz jedne nove koordinate koja bi se u ovom slucaju nazvala
reakciona koordinata. DuZz te reakcione koordinate do¢i ¢e do raspodele energije,
preraspodele hemijskih veza i odredenog rearaZmana unutar molekula reaktanata, t;j.
formirace se molekul ili molekuli produkta (Veljkovi¢, 1967, Laidler, 1981; Frost, 1961).

2.1.1. Teorije brzine hemijskih reakcija

Kao §to je ve¢ reCeno, vecina hemijskih reakcija odvija se preko niza elementarnih
reakcija, odnosno, moze se prikazati kao odredeni skup elementarnih reakcija, ¢ijim
sabiranjem se dobija steheometrija ukupne reakcije. Skup elementarnih reakcija preko kojih
se odigrava posmatrana reakcija odreduje mehanizmom hemijske reakcije. Osnovni problem
u razjasnjenju mehanizma jedne reakcije satoji se u nalaZenju relacije kojom su povezani
konstanta brzine i red ukupne reakcije sa konstantom brzine i molekularnos¢u elementarnih
reakcija koje ¢ine mehanizam. Polaze¢i od €injenice da se produkti ne mogu formirati veCom
brzinom neo S$to je brzina najsporije reakcije u mehanizmu, moze se zakljuciti da ¢e brzina
ukupne reakcije biti jednaka brzini najsporije elementarne reakcije. Drugacije receno brzina
najsporije elementarne reakcije odreduje brzinu reakcije u celini.
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Brzina hemijske reakcije zavisi od koncentracije reagujucih supstanci i od spoljasnjih
parametara stanja — pritiska i temperature. Na reakcije u te¢noj i ¢vrstoj fazi promena pritiska
utice veoma malo. Eksperimentalni podaci pokazuju da se brzina svake reakcije menja
prilikom promene temperature. Pri tome za svakih 10°C poveéanja temperature reakcija se
ubrzava za 1,5 -3 puta. Objasnjenje ovih eksperimentalnih Cinjenica daju teorije brzine
hemijskih reakcija. Osnovni princip teorijskog objasnjenja mehanizma odigravanja jedne
hemijske reakcije polazi od toga da je neophodan uslov za odigravanje hemijske reakcije
sudar izmedu molekula. Pri tome molekuli dolaze na rastojanje, jedan od drugoga, koje je
priblizno jednako njihovom radijusu. Ako bi svaki sudar dovodio do hemijske reakcije,
reakcija bi se zavr§ila za ~ 10° s. Medutim, veéina reakcija odvija se mnogo manjim
brzinama reda veli¢ine 10% 10° mol/dm®s. S druge strane posto je v~T"? onda bi poveéanje
broja sudara, kada se temperatura povisi za 10°C bilo mnogo manje od eksperimentalno
dobijenih vrednosti. Na taj nacin dolazi se do zakljucka da ne dovodi svaki sudar do reakcije,
1 drugo, da je brzina hemijske reakcije mnogo osetljivija na promene temperature nego $to to
predvida teorija sudara.

Objasnjenje za eksperimentalno dobijene brzine rekcija mozZe se dati razmatranjem
Makvelove distribucije molekula po energijama. Broj molekula, koji na datoj temperaturi
imaju energiju vecu od neke energije E,, srazmeran je povrSini ispod distribucione krive (sl.
2.2). Samo molekuli koji prilikom sudara imaju srednju energiju jednaku ili ve¢u od E; mogu
da reaguju medusobno. Ova minimalna energija koju molekuli moraju da poseduju, iznad
njihove srednje termalne energije, da bi stupili u hemijsku reakciju, naziva se energija
aktivacije. Ovu energiju ima samo mali broj od ukupnog broja molekula, priblizno 10%, tako
da ¢e u reakciju stupiti mnogo manji broj molekula nego Sto predvida teorija sudara. Prilikom
porasta temperature, povrsSina ispod distribucione krive raste brze od T2 tako da sa porastom
temperature broj reakciono sposobnih molekula raste brze nego po teoriji sudara.

N 300K
500K

»
»

Ea E

Slika 2.2. Maksvelove raspodele molekula po energijama.
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Zavisnost konstante brzine reakcije od temperature, prvi je empirijski dobio Arenijus.
S toga se jednacina

k=A-exp(—2) 2.1

zove Arenijusova jednacina, a konstanta A u jednalini zove se Arenijusova konstanta,
predeksponencijalni faktor ili faktor ucestalosti.

Mereci konstantu brzine reakcije na viSe temperatura moguce je odrediti Arenijusovu
konstantu i energiju aktivacije molekula. Naime, iz Arenijusove jednacine (2.1) se dobija,
nakon logaritmovanja:

Ink = InA — E,/RT 2.2

pa se nanoSenjem vrednosti In k u funkciji 1/T dobija prava linija ¢iji je nagib jednak E4/R, a
odsecak na ordinati jednak je In A (sl. 2.3).

Teorija sudara ne moze da objasni eksperimentalno dobijene vrednosti Arenijusove
kostante, kao ni zavisnost energije aktivacije od termodinamickih karakteristika reakcije.
Jedno potpunije tumacenje Arenijusove jednacCine kao 1 mehanizma odvijanja hemijskih
reakcija daje teorija prelaznog ili aktiviranog stanja.

Ink

tangens ugla nagiba = - E/R

v

1T

Slika 2.3. Graficko odredivanje energije aktivacije.
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2.1.1.1. Teorija prelaznog stanja. Aktivirani kompleks molekula

Teoriju o prelaznom stanju razradili su oko 1940. godine Polanyi, London, Pelzer,
Wigner i Laidler. Po ovim autorima, reagujuci sistem se menja postupno duz reakcione
koordinate. To je neki promenljivi parametar hemijske reakcije: vreme, atomsko rastojanje
itd. Pri tome se kod polaznih jedinjenja javljaju promene u rastojanju i rasporedu atoma i
atomskih grupa. Kombinacijom tako modifikovanih molekula dolazi do pojave aktiviranog
kompleksa. U njemu su samo slabo izraZeni polazni oblici molekula. U isto vreme ve¢ se
mogu nazreti i odnosi koji odgovaraju krajnjim proizvodima reakcije. Onaj deo reakcione
koordinate duz koga postoji prelazno stanje, odnosno aktivirani kompleks, obeleZava se
posebno sa 6. Na kraju tog dela, kompleks ima konfiguraciju pogodnu za direktan prelaz u
proizvode reakcije. Samo formiranje prelaznog kompleksa je povratan proces, pa postoji
odredena verovatno¢a i za povratak u polazno stanje. Kao osnovni uslov za postojanje
kompleksa je viSak energije u reaguju¢em sistemu u iznosu energije aktiviranja (ili visSe od
toga) za posmatranu hemijsku promenu — do stvaranja krajnjih proizvoda. Sematski prikaz
ovih odnosa dat je na slici 2.4. Posto je ceo reakcioni sistem izmenjen, smatramo da se nalazi
u posebnom prelaznom stanju.

4 A--B--C

reaktanti

produkti

reakciona koordinata

Slika 2.4. Sematski prikaz sadrzaja potencijalne energije kod molekula koji se menjaju u toku
reakcije.

Promene u sadrZaju potencijalne energije sistema zavisi od promene rasporeda i
rastojanja atoma u molekulima tokom reakcije. Najednostavniji sistem za proucavanje je
sistem od jednog diatomnog molekula i jednog atoma. Reakcija razmene atoma u tom
sistemu se moze prikazati Semom na sledec¢i nacin:
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AB+C SA--B--C - BC+A

Kada se atom C priblizava duz linije centra molekula pocinje da se menja i rastojanje
AB, tako da pocinje da raste potencijalna energija molekula. Prirastaj je najve¢i u momentu
uspostavljanja aktiviranog kompleksa, A—-B-—-C. Ceo sistem se tada nalazi u prelaznom
stanju: iz polazne u krajnju konfiguraciju. PoSto kompleks prede u proizvode reakcije,
oslobodeni atom A, po¢inje da se udaljava. U isto vreme umanjuje se i rastojanje B—— C sve
do svog ravnoteznog rastojanja na minimumu potencijalne krive.

Sistemi atoma i molekula, koji se ovde posmatraju, mogu se najbolje predstaviti
odredenim funkcijama stanja, koje reflektuju energetski sadrzaj molekula 1 mogucu raspodelu
te energije na odrezene stepene slobode unutar molekula.

Na osnovu staticke mehanike, moguce je za neki molekul odrediti verovatno¢u da se
on nalazi u odredenom energetskom stanju. Verovatno¢a stanja koje odgovara sadrzaju
energije &; data je izrazom:

p(e;) = gje &/kT

Svaki molekul moze imati razna energetski obogacena stanja, aktivirana stanja, i
ukoliko sadrzi dovoljno veliku koli¢inu energije, €, postoji verovatnoca da se sva ona jave u
njemu. Zbir verovatnoca za sva moguca energetska stanja molekula je dat jednac¢inom:

Q =X, gje &i/kT

Q se naziva funkcija stanja molekula ili molekulska funkcija raspodele stanja, a Cesto se
naziva i particiona funkcija molekula.

Pri tome treba uzeti u obzir sve moguce vrste kretanja molekula koja odgovaraju
pojedina¢nim vrednostima g;. Kao aproksimacija, to se moze prikazati raspodelom ukupno
sadrZane energije €, na energiju translatornog, vibracionog i rotacionog kretanja, i na energiju
elektronske aktivacije:

€ = & T Erot T &y T Eelektron

(svaki €lan sadrZi zbir odgovarajuzih vrednosti €;). Ogovarajuée particione funkcije bi bile:

Qt; Qﬁ QV1 Qel-

Ukupna particiona funkcija Q, za sva stanja u molekulu je jednaka proizvodu
pojedinacnih (zbog zbira u eksponentu):

Q=0Q: Qr-Qy-Qq

Svaka od ovih funkcija dalje odgovara proizvodu pojedinac¢nih funkcija raspodele za
svaki stepen slobode te vrste kretanja: fi, fr, itd. One su takode molekulske funkcije kao i Q.

Q. =f; (3 stepena slobode); Q, = f2 (za nelinearan molekul 3 stepena slobode).
Q, = fi"~°, a odgovarajuci sadrzaj energije je:
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&y = X iy

Svako f se moze izraziti pomocu odgovarajucih izraza za energetski sadrzaj molekula, i mera
je verovatnoce odredene raspodele energije.

Za translaciju se daje verovatno¢a odredene kineticke energije pri kretanju molekula
duz puta I, koji je deo ose X, y ili z. Za jedan stepen slobode:

__ (2mmkT)/?

fe Th 2.3
(m je masa molekula).

Za sva tri stepena slobode, Q; je:

__ (2mkTm)3/2 v

Qt - h3
V=1, -1, 15, 0dnosno V = zapremina.
Za rotaciono kretanje linearnog molekula postoje dva stepena slobode kretanja, pa je:

8m2IKT
_ 2.4

Qrzﬁ_ h2g

o je broj simetrije, odnosno broj ekvivalentnih orijentacija u prostoru, I je moment inercije.

Za nelinearni viSeatomni molekul:

,  sm2(8mIilyl,) Y2 (kT)3/2
Q= fr = hig

Gde su Iy, ly i 1; momenti inercije molekula duz tri pravca u prostoru x, y i z.
Kod vibracija dvoatomnog molekula, za jedan stepen slobode:
fo=(1- e—hv/kT)_l 25
v je osnovna frekvencija vibracija.

Za viseatomni molekul, za s vibracionih stepena slobode:

-1
Qu=F= iS=1(1 - ehvi/kT)
visu osnovne frekvencije vibracija.

Za elektronsku aktivaciju, ukoliko se molekul nalazi u osnovnom elektronskom
stanju:

Qe =1
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Ove funkcije imaju razliite vrednosti, u zavisnosti od vrste kretanja koje
predstavljaju. Posto svaka od njih sadrzi temperaturski ¢lan, njihove vrednosti ¢e se menjati
Sa promenom temperature.

Particione funkcije za translatorno kretanje u jednom praveu, 1, su reda veli¢ine 10% do
10°, a zavise od T2, kako se moze videti iz jednaine 2.3. Particione funkcije za rotaciju
linearnog molekula su reda velidGine 10 do 10% i zavise od T2 prema jednacini 2.4.
Particione funkcije za vibraciono kretanje, za jedan stepen slobode, su reda veli¢ine 1 do 10 i
zavise eksponencijalno od T, po jednacini 2.5.

Najlakse je izazivati translaciju molekula, a najteze vibraciju. Poznato je da se najveci
broj vibracionih stepena slobode aktivira tek na temperaturama iznad 100°C.

Posto particione funkcije (odnosno funkcije stanja) predstavljaju verovatnocu
pojavljivanja odredenih ravnoteznih stanja molekula, mogu se iskoristiti za prikazaivanje
hemijske ravnoteze, §to se moze prikazati na primeru reakcije:

A SB
Ravnoteza ove reakcije moZe se prikazati konstantom ravnoteZze:

— Bl
K=

Neka je prisutno N identi¢nih Cestica u reagujuc¢em sistemu. OpSta particiona funkcija za ceo
sistem sadrzi sve molekulske particione funkcije. OpSta particiona funkcija se Cesto zove i
molarna funkcija stanja:

Qmot = 1 QN 2.6
Gibbsova slobodna energija moze se prikazati pomoc¢u Qmol:

G = —kTInQ, + NKT
Uz aproksimaciju: In N!' =N In N — N i zamenom Qpmg iz jednacine 2.6 dobija se:

—G = NkTIn(Q/N) 2.7
Uporedujuci ovu jednacinu sa jedna¢inom:

AG°® = —RTInK

1 uzimaju¢i osnovno stanje molekula A za referentno, i da ¢e particione funkcije za B imati
dodatni ¢lan za energetsku razliku izmedu osnovnih nivoa A i B (E,), i da je Nk=R, dobija se
konstanta ravnoteZe izraZzena preko parcijalnih funkcija stanja:

K = Q_:)l?e—EO/RT 2.8
Qa

Gde su QR i Qg particione funkcije za molekule A i B koje se odnose po jedinici zapremine.
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Odredivanje brzine hemijskih reakcija metodom prelaznih stanja

Brzina hemijskih reakcija zavisi, po teoriji prelaznih stanja, od dve stvari. Prvo, od
uspostavljanja ravnoteze izmedu polaznih jedinjenja i aktiviranog kompleksa:

AB+C S A--B--C
a drugo od brzine prelaska A- — B— - C u proizvode reakcije:
A--B--C - BC+A

Ako je ravnoteza uspostavljena u celom sistemu moze se predpostaviti da polovina
prisutne koli¢ine kompleksa ucestvuje u ravnotezi sa polaznim komponentama, a druga
polovina sluzi za gradenje proizvoda reakcije. Sa [ABC*] obeleZena je koncentracija
kompleksa.

Brzina hemijske reakcije odgovaraée brzini prelaska aktiviranog kompleksa u
proizvode reakcije. To bi odgovaralo srednjoj brzini promene, v, sistema duz dela reakcione
koordinate §. Taj prelaz je spontana reakcija.

Na osnovu zakona o raspodeli brzina Cestica, u sistemu od vise Cestica, moguce je
proceniti v:

_ (ZkT)l/Z
vV = .
mm

gde je m* masa aktiviranog kompleksa. Srednje vreme promene sistema duz puta & je:

At=5/3=5 (““’*)1/2

2kt

Brzina reakcije zavisi i od prisutne, raspolozive koncentracije aktiviranog kompleksa
[ABC*]/2:

__ A[ABC*] _ [ABC'l/2 [ABC*]( KT )1/2

T oAt T s(mm*/2kDY2 T 6 2.9

2mm*

Ravnos$ezna konstanta koja se odnosi na proces formiranja aktiviranog kompleksa, po
jednadini AB+ C S A--B--C je:

[ABC*]
[AB]-[C]

K=
Zamenom u predhodnom izrazu, dobija se brzina reakcije:

¥ 1/2
v=""00 = X (50) T [AB] - [C] 2.10

At & \2mm*

a odgovarajuca konstanta brzine reakcije je:
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ke = 3 (5 )1/2 211

& \2mm*

Ravnotezna konstanta se moZze izraziti pomocu particionih funkcija polaznih
jedinjenja i aktiviranog kompleksa. Particiona funkcija komleksa Q§z.- sadrzi onoliko
stepena slobode koliko iznosi zbir stepena slobode polaznih jedinjenja, uz izdvajanje jednog
vibracionog stepena slobode za vibraciju u pravcu reakcione koordinate. Taj stepen slobode
odgovara jednoj vrsti kretanja celog sistema u pravcu dobijanja proizvoda reakcije. Zato je
Eyring sugerisao da se taj stepen moze prikazati jednom particionom funkcijom za translaciju
aktiviranog kompleksa, mase m*, duz odredenog dela reakcione koordinate, §. Koristeéi
jednacine 2.3 i 2.8 moze se napisati:

K = Qpcr G KDYS g ey

QapQ? h 212

E, je toplota reakcije za stvaranje aktiviranog kompleksa. Ta energija je u stvari energija
neophodna za uspostavljanje prelaznog stanja molekula i zato odgovara energiji aktiviranja
za tu reakciju. Na osnovu jednacine 2.8 uzima se E, kao razlika energija osnovnih nivoa AB i
C i aktiviranog kompleksa.

Zamenom vrednosti iz jednac¢ine 2.12 u jednacinu 2.11, posle skrac¢ivanja, dobija se:

KT Qapc* —E,/RT
= ——ABL-p™ko 2.13
" hQRpQ?
odnosno, dobija se Ajrinogova jednacina, koja povezuje konstantu brzine reakcije sa
konstantom ravnoteze stvaranja aktiviranog kompleka K¢:

k == -K: 2.14

Termodinamicko tumacenje prelaznog stanja

Prelazno stanje reaguju¢ih molekula moze se definisati termodinami¢kim funkcijama
stanja, Sto je pozeljno za svaki sistem sa velikim brojem particionih funkcija. Ako postoji
ravnoteza izmedu polaznih jedinjenja i aktiviranog kompleksa, vazna je konstanta ravnoteze
K*. Termodinamicke funkcije AG* i AH* odnose se na odgovaraju¢u konstantu ravnoteze,
saglasno opS$tim zakonima termodinamike:

AG* = —RTInK* 215
AH* = RT2 2% 2.15a
dT

Sve veli€¢ine se odnose na proces aktiviranja molekula i gradenja kompleksa. Zato se naziva:
slobodna energija aktiviranja i entalpija aktiviranja. Ako je:
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K;, = K*(RT)!™ 2.15b

gde je n molekularnost procesa. Zamenom Kp iz jednacine 2.15b u jednaéinu 2.15a dobija se:

AH* = RT? 22 — (n— 1)RT 2.16
koriste¢i jednacinu

AG* = AH* — TAS*
Moze se pomocu entropije aktiviranja i slobodne entalpije aktiviranja predtaviti K* ;

K* = @~AG"/RT — oAS"/Ro—AH"/RT 217
Na osnovu svega re¢enog, jednacina za k,. glasi:

k, = S eiS"/RgaH/RT 2.18

Termodinami¢ko tumacenje principa teorije prelaznog stanja pomaze boljem
razumevanju hemijskih reakcija. To se posebno vidi iz ¢lana koji odgovara Arenijusovoj
konstanti A. Ako u &lanu (KT/h)e®S/R raste entropija aktiviranja, to ukazuje na veéu
nesredenost aktiviranog prelaznog stanja, a samim tim 1 vecu verovatno¢u za promene u
pravcu formiranja proizvoda reakcije. Smanjena entropija aktiviranja ukazuje na sredenost u

prelaznom stanju, a samim tim zna¢i 1 manju verovatnocu dobijanja novih jedinjenja
(Veljkovié, 1969).

2.1.2. Osnovi katalize

»Mnoge supstance pokazuju afinitet prema drugim supstancama razlicit od hemijskog
aktiviteta. One izazivaju promene delujuci na supstance a da se pritom same ne menjaju. Ovu
novu moc¢, do sada nepoznatu, zajednicku kako za organsku tako i za neorgansku materiju ja
bih nazvao kataliticka mo¢. Takode mogu reci da je kataliza razlaganje pod dejstvom te
moci« Bercelijus 1836, u ¢asopisu Edinburgh New Philosophical Journal.

»Katalizator je supstanca koja dovodi do ubrzanja hemijske reakcije ali tako da ukupna
promena standardne Gibsove energije ostaje nepromenjena«. Definicija katalize usvojena
od strane Internacionalne unije za ¢istu i primenjenu hemiju (IUPAC) 1981. godine.

Hemijski proces se naj¢es¢e odvija preko vise reakcionih stupnjeva, a svi stupnjevi u
nekom mehanizmu odreduju put kojom reakcija tece. Medutim, gotovo uvek postoji vise
na¢ina da se od posmatranih reaktanata nagrade proizvodi, pa samim tim reakcioni put za
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neku reakciju nije jednozna¢no odreden. Reakcija od reaktanata prema proizvodima moze iéi
razli¢itim reakcionim putevima, a da se pri tom pocetno i krajnje stanje sistema ne promene.

Do razlaganja neke supstance A moze do¢i u jednom stupnju:

k
A-> P 0]

Ali pored ovog, postoji jo$ niz nacina da dode do razlaganja supstance A. Reakcija moze iéi i
nekim drugim reakcionim putevima. Jedan od mogucih puteva reakcije razlaganja hipoteticke
supstance A bio bi prikazan slede¢im mehanizmom:

kl
A+C S AC (I
kl

k2
AC — C+P D)

U ovom slucaju supstanca A gradi sa supstancom C intermedijer AC koji se u narednom
stupnju transformiSe u produkt, P.

Brzina nastajanja produkta razlaganjem supstance A u reakciji direktne transformacije (1)
¢e biti:

v = k[A] 2.19

i razlikovace se od brzine nastajanja produkta u ciklusnom procesu (II i 111) u kome, pored A,
ucestvuje 1 supstanca C. Brzina nastanka produkta tada ¢e biti izrazena slede¢om jednac¢inom:

v = ky[AC] 2.20

u slucaju kada se izmedu reaktanata A i1 C 1 novonastale vrste intermedijera AC uspostavlja
brza ravnoteza, odnosno kada je k; > k_;, tada ¢e ravnotezna koncentracija intermedijarne
vrste AC biti :

_ lacl _ky

K= [A][C] k_,

[AC] = kk— [A] - [C] 221
-1

RavnoteZzna koncentracija data ovim izrazom ¢e u slucaju navedenog uslova biti jednaka
trenutnoj koncentraciji [AC], pa je brzina reakcije jednaka:
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v =1k, [A]-[C] 2.22
-1
Odnos konstanti k,; ik_; je konstanta ravnoteze, tako da je brzina obrazovanja produkta
jednaka:

v = k,K[A] - [C] = k¢[A] - [C] 2.23

1z izraza (2.23) postaje ocigledno da ¢e brzina razlaganja supstance A u prisustvu supstance
C biti ve¢a od brzine direktne transformacije A u produkte, ako je k, - K > k. Bududi da je
k,; > k_; 1 K> 1 sledi da navedeni uslov zna¢i da ¢e, u slu¢aju brze ravnoteze, proces u
kome ucestvuje supstanca C biti brzi od direktnog formiranja produkta iz reaktanta A. Proces
u kome se brzina povecava zato §to u njemu ucestvuje supstanca C naziva se katalizovani
proces. Supstanca C koja ubrzava datu reakciju u posmatranom kruznom ciklusu (sl. 2.5)
zove se katalizator (Perez-Bendito i Silva, 1988; Avery, 1974).

Slika 2.5. Hipoteticki reakcioni putevi reagovanja supstance A u reakcijama u kojima
reaktant C ima ciklicni nacin reagovanja.

Kataliticko dejstvo je uslovljeno medusobnim dejstvom elektronskog sistema katalizatora
i reagensa. Ovo dovodi do hemijskog vezivanja molekula katalizatora, tj. do gradenja
proizvoda, u ¢iji sastav ulazi katalizator 1 jedan, ili viSe reaktanta. Kao rezultat takvog
dejstva, elektronska struktura reaktanta se menja na takav nacin, da medu njima moze
proticati znatno brza reakcija, a kao rezultat te reakcije katalizator se oslobada u pocetnom
obliku.

Na ovaj nacin katalizator uzima uce$¢e u reakciji, menja njen mehanizam i samim tim
smanjuje i slobodnu entalpiju aktivacije hemijske reakcije..

Konstanta brzine kataliticke reakcije k¢ ima znatno vecu vrednost nego odgovarajuca
konstanta brzine nekataliticke reakcije k .Ona se naziva se konstantom katalize ili
katalitickom konstanto, i karakteriSe efikasnost katalizatora.
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Kataliticke reakcije se Cesto karakteriSu i ciklicnim brojem Nc. Cikli¢ni broj oznacava
broj reakcionih ciklusa u kojima jedna Cestica katalizatora uzima uces¢e u jedinici vremena.
Nc se odreduje iz odnosa promene koncentracije indikatorske supstance, [X] za vreme At i
poznate koncentracije katalizatora (jednacina 2.24):

A[X]

Ne = Tia. 2.24

Sto je veéi cikli¢ni broj kataliticke reakcije, to je ona vise osetljiva na dejstvo katalizatora
C.

Razlika izmedu brzina kataliticke 1 nekatalitiCke reakcije uslovljene su time $to je slobodna
entalpija aktivacije za katalitiCku reakciju manja nego za nekataliti¢ku, zato takve reakcije
proti¢u brze (sl 2.6).

E nekatalizovana
reakcija

katalizovana
reakcija

(N

reakciona koordinata

Slika 2.6. Energetski put katalizovane i nekatalizovane reakcije

Za kineticko-kataliticku analizu fundamentalni znacaj ima uticaj katalizatora na brzinu
reakcije. Iz jednadine (I) vidi se da je brzina reakcije proporcionalna koncentraciji
katalizatora, 1 ovo je u osnovi kineti¢ko-kataliticke metode analize.
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2.1.3. Mehanizmi homogeno-katalitickih reakcija

Jedan od najvaznijih zadataka hemijske kinetike je postavljanje kineticke jednacine
slozene hemijske reakcije na osnovu njenog mehanizma. Pri resavanju ovih problema koriste
se osnovni postulati hemijske Kkinetike, princip nezavisnosti i princip stacionarnih
koncentracija.

Koncentracija ¢; se naziva stacionarnom, ako se u datom reakcionom sistemu tokom
trajanja hemijske reakcije ne menja sa vremenom, tako da je brzina definisana po reaktantu
v; = 0. Ako su koncentracije svih supstanci koje u€estvuju u reakciji konstantne, 1 ne menjaju
se sa vremenom, govori se 0 potpuno stacionarnom stanju. Ako su stacionarne samo
koncentracije intermedijera onda se govori o stacionarnom stanju datog intermedijera.

Ako se posmatra reakcija koja se najceS¢e odigrava uz uceS¢e dva reaktanta pri ¢emu
nastaju dva prelazna jedinjenja, nastala prelazna jedinjenja mogu posedovati osobine
prelaznih jedinjenja Arenijusa ili Vant-Hoffa. Ukoliko se prelazno jedinjenje raspada na
proizvode reakcije veoma sporo, i ako izmedu reaktanata, katalizatora i prelaznog jedinjenja
postoji ravnoteza (prelazna ravnoteza) tada je za dalje promene potrebna izvesna energija
aktivacije, takvo prelazno jedinjenje naziva se prelazno jedinjenje Arenijusa. U drugom
slucaju, prelazno jedinjenje je toliko nestabilno da se po obrazovanju odmah raspada.
Prelazno jedinjenje sa ovakvim osobinama nazivamo prelazno jedinjenje Vant-Hoffa.

Na slikama 2.7 i 2.8 prikazan je reakcioni put katalizovane reakcije sa obrazovanjem
prelaznih jedinjenja Vant-Hoffa i Arenijusa.

standardna
slobodna
energija

A

X+Y+C

»
>

reakciona koordinata

Slika 2.7. Reakcioni put katalizovane reakcije sa prelaznim jedinjenjem Vant-Hoffa i
Arenijusa, k; > k,
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standardna
slobodna
energija

A

X+Y+C

»

reakciona koordinata

Slika 2.8. Reakcioni put katalizovane reakcije sa prelaznim jedinjenjem Arenijusa i Vant-
Hoffa, k; » k, > k_;

Moguca su Cetiri tipa reakcija koje proti¢u uz obrazovanje prelaznih jedinjenja X; i Xy:

Prelazno jedinjenje X, Prelazno jedinjenje X,

1. prelazno jedinjenje Arenijusa prelazno jedinjenje Arenijusa

2. prelazno jedinjenje Arenijusa prelazno jedinjenje Vant-Hoffa (slika 2.8)
3. prelazno jedinjenje Vant-Hoffa prelazno jedinjenje Arenijusa (slika 2.7)
4. prelazno jedinjenje Vant-Hoffa prelazno jedinjenje Vant-Hoffa

U prvom slucaju:

Ky
A+C s X,

kK4

Ky
X;,+B S X,

K_;

XZ - P]_ + Pz +ee +C
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Brzina reakcije bice jednaka:
v =kj - [X,]

Ovde imamo dve prelazne ravnoteze. Koncentracije prelaznih supstanci izraunavamo
iz konstanti ravnoteZa Su:

k [X4]
K, = 2= 2.2
7k [ANICI-[X,]-[X, 1) °
X,
Kz = [X,][B]

Uzmemo li pri tome da je koli¢ina X; uporediva sa koli¢inom C, i da je X, uporediva po
veli¢ini sa X4, iz jednacine 2.25 nalazi se:

_ K, [A]-[C]
17 14K, [A](1+K, [B])

o KiKe[A]-[B]-[C]
27 1+ K, [A](1 + K,[BD)

Odavde je brzina reakcije jednaka:

_ _ k3K K, [A]-[B]-[C]
v=ks[X,] = 1+K, [A](1+K,[B]) 2:26

Shodno jednacini 2.26, red reakcije u odnosu na reaktante A i B nije ceo broj. Medutim, ako
je K;[A] « 1iK,[B] « 1, brzina reakcije definisana je izrazom:

v = k3K K, [A] - [B] - [C] 2.27
U drugom slucaju:

Ky
A+C S X,

XZ - P]_ + P2 +ee +C

Manja strelica oznacava da se promena X, u X, i B odvija ali veoma sporo (k, < k_,), tako
da se ravnoteza ne moze uspostaviti. Koncentraciju X; odredujemo u uslovima ravnoteze,
predpostavljajuéi da je [X,] « [X;]:
Ky [A]([C] — [X1]) = k—1[X1]
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Odakile je:

_ K4[A][C]
17 14K, [X4]

Koncentraciju X, nalazimo iz kvazistacionarnih uslova:

el e X, - [B] — ko [Xo] — ks[X,] = 0
[X,] = ky[X.][B] _ kyK,[A][B][C]

(k_p+ks)  (K_p+ks)(1+Kq[A])
Odavde brzinu obrazovanja produkta izraCunavamo na osnovu izraza:

B _ k3k,K, [A]-[B]-[C]
vV = k3 [XZ] - (k_y+k3) (14K, [A]D

2.28

Iz jednacine 2.28. sledi da je reakcija prvog reda u odnosu na reaktant B, dok u odnosu na
reaktant A je lomljiv broj. Medutim, u sluc¢aju kada je ks >» k_,, jednacina 2.28. dobija
oblik:

< kK [A][BI[C]

(1+K4 [A] 229

i dalje ukoliko je vrednost proizvoda K, [A] znatno manja od 1, to jednacina 2.29. prelazi u
jednacinu tipa 2.27., a pri K;[A] > 1 jednacina prelazu u oblik:

. keKi[AJ[BI{C]
Ky [A]

odnosno:
v =k,[B]-[C] 230

Treéi slucaj razlikuje se po tome, §to je prvi prelazni kompleks X; nestabilan
(prelazno jedinjenje Vant-Hoffa) i lako prelazi u drugi prelazni kompleks X, koji se polako
razlaze dajuéi proizvode reakcije i regenerisan katalizator. Izmedu X, i X, postoji ravnoteza.
Odgovaraju¢u ravnoteznu koncentraciju prvog prelaznog jedinjenja odreduje se iz
stacionarnih uslova, a koncentraciju drugog iz uslova ravnoteze. Sema je sledeéeg oblika:

X;,+B 5 X, 2.31

XZ - P]_ + Pz +e +C
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Pri cemu je:
[C] = [Cla + [X4] + [X]

gde je [C] - ukupna koncentracija katalizatora, a [C]; - u slobodnom stanju.

Sada je:
o = ki [AI(C] = [Xi] = [Xo) — koa[Xy] — ko [Xy] - [B] 4 ko [X,] = 0,
[X1] — kq [A][C]+k_;[X,]

k_1+k;[B]

gde je uzeto da je [X,],[X,] « [C]. Da bi se odredila [X,] koristi¢e se konstanta ravniteZe:

K, = ili [X,] = K, [X;] - [B]

Zamenjujuéi izraz za [X,] dobijamo:

ki Ko [CI-[A][B]  _ kiKy[CJ-[A]{B]

X =
Xl K_1+(K,—k_,K;)[B] K_,

Brzina reakcije jednaka je:

_ _ ksk{K;[CI-[A][B]
v =Kkj3 [Xz] " k_1+(ky—k_5K»)[B]

kako je: k, = k_, kk—z = k_,K,, to poslednji izraz dobija oblik:
-2

_ k3ky

V= k3 [XZ] - k—l

K>[C] - [A] - [B] 2.32
U slu¢aju da se ne mogu zanemariti koncentracije [X;] i [X,] u odnosu na [C] onda
konacan izraz za brzinu reakcije ima oblik:

— k3 kK, [C]-[A]-[B]
k_;+kq[A]+k; K, [A]-[B]

S obzirom da se proces stvaranja prelaznog kompleksa X; moze smatrati nepovratnim, pa se
konstanta k_,; moze zanematiti, pa se dobija izraz za brzinu reakcije:
k3K, K, [C]-[A]-[B]

Y k(A kK [AB] 233

koji u sluéaju kada je K,[B] > 1 dobija oblik:

_ k;k,K;[C]-[A]-[B
kq[A](1+K;[B])

I _ ks [C] 2.34
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odakle se moze videti, da pri datim uslovima brzina reakcije ne zavisi od koncentracije
reaktanata.

U Cetvrtom slucaju svi stadijumi su neravnotezni. Radi izvodenja jednacina koriSéena je
metoda stacionarnih stanja:

ky
A+C - X

X, +B - X, 2.35

Xz - P1 + P2 S +C

Kod stacionarnog stanja v = v, = v, = vs ili v =k, [A]([C] — [X;] — [X;]) = k,[X{] -
[B] = k3[X,]. Pri tome dobija se:

[X;] = 2 [B] - [X,]

3

ky[A] - [C] = (Ka[A] + Ky (2 [B]) [Xa] = ko [X,] - [B] = 0

X,] = ky[A][C]
P kalAl ki (Al Bl+k [B]

ki k4 [A]-[B]-[C]

v =Kk,[X{][B] = 2.36
e Ky [A]+ko [BI-+<L2{A][B]
Ako se uzme u obzir recipro¢na vrednost brzine dobice se jednacina:
1 1 1 1
- = + +
v ky[BI[C] ~ kq[A][C]  ks[C]
1 1 1 1 1
—=——+—+—} 2.37
v [C] {k1 [A] ~ kz[B] = ks
koja zavisi od odnosa veli¢ina *_ il Brzina reakcije moze biti izraZzena kao:
kq[A]" k2[B] ~ k3
v =k,[C] - [A] 2.38
v =k,[C]- [B] 239
v = k;3[C] 2.40

Brzina kataliticke reakcije sa dva reaktanta, koja protice obrazovanjem dva prelazna
jedinjenja tipa Vant-Hoffa, moze se odrediti brzinom bilo kog stadijuma (Erofeev, 1977).
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2.1.3.1. Reakcije katalizovane jonom koji menja svoje oksidaciono stanje
tokom reakcije

Veéina katalitickih metoda bazira se na reakcijama koje su katalizovane jonima koji
menjaju svoje oksidaciono stanje tokom reakcije.

Jedan od reakcionih ciklusa kod ovih reakcija je sledeci:
Red + M+D+ — p 4+ Mt
M™ 4+ 0x - M®+D+ 4 p,

Red i Ox su reagensi (polarne komponente) redox procesa, P; i P, su produkti reakcije, a M
jon katalizator. Uloga Ox je da vrati katalizator iz nizeg valentnog stanja u vise (aktuelno)
oksidaciono stanje, iz kojeg ¢e on da vrsi oksidaciju komponente Red i ponovo preci u nize
valentno stanje. Ovaj se proces stalno vrsi dok traje reakcija. Tipi¢ni primeri ovakvih reakcija
su reakcije katalizovane jonima metala sa promenljivim oksidacionom stanjem, kao $to su
vanadijum, mangan, gvozde i bakar.

Reakcija ovakvog tipa bi¢e pogodna za analiticko odredivanje ukoliko ispunjava sledeca
dva uslova:

- Oksidacioni potencijal Eg redoks para M(™*D+/M™+ y reakcionim uslovima treba da
je vedi od potencijala ER.4 redoks para P;/Red, a niZi od oksidacionog potencijala E3,
redoks para Ox/P,, tj.

ng > EIOVI > E]ged
- Direktna interakcija izmedu Red i Ox je termodinamicki dopustiva, ali se sporo
odigrava, dok oksidacija M™* pomo¢u Ox proti¢e brzo.

2.1.3.2. Redoks reakcije sa organskim supstratima

Reakcije ovog tipa obi¢no ukljucuju oksidaciju arilamina, fenola ili obojene organske
supstance (boje). Oksidacijom arilamina i fenola dobijaju se obojeni produkti, dok
oksidacijom obojenih organskih supstanci obi¢no se dolazi do obezbojavanja. Zbog toga se
kinetike takvih reakcija najéesce ispituju spektrofotometrijski.Ove oksidacije su najcesce
spore ali se mogu katalizovati metalnim jonima. Kada se koriste metalni joni prelaznih metala
(i drugi jednoelektronski oksidansi), prvi stepen oksidacije arilamina ili fenola je uvek
homoliti¢an:

RH + MO+D+ 5 R 4 H* 4+ M0+
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gde R* predstavlja arilaminov radikal (ArNH*® ) ili ariloksi radikal (ArO*). Niska jonizaciona
energija arilamina i fenola omogucéava lako otkidanje elektrona. Radikali se stabilizuju
konjugacijom nesparenog 2p, elektrona azota ili kiseonika sa m-elektronskim sistemom
aromaticnog prstena. Reagensi sa supstituentima koji povecavaju elektronsku gustinu u
konjugovanom sistemu se oksidiSu lakSe nego li kad su nesupstituisani. Tako homoliti¢na
oksidacija polifenola, arilamina, aminofenola, alkil- i aril-supstituisanih fenola i aril amina
protice vrlo lako.

Stvaranje primarnih arilaminskih i fenolnih radikala i njihovo dalje reagovanje jako
zavisi od pH sredine. U kiselim sredinama obi¢no se stvaraju manje reaktivni produkti sa
relativno niskim molekulskim teZinama. Poslednja reakcija ne protice tako lako u kiselim
rastvorima, a koordinacija metalnog jona sa slobodnim elektronskim parom azota ili
kiseonika je otezana, zbog velikog broja konkurentnih H* jona. Velika brzina stvaranja
radikala u alkalnom rastvoru povecava koncentraciju radikala, a ujedno 1 broj mogucih
produkata reakcije. Alkalna sredina moze da stabilizuje neke vrste radikala, kao semihinone
dobijene tokom oksidacije polifenola.

2.1.4. Kineticke metode analize

Kineticke metode merenja se obavljaju pod dinamickim uslovima u kojima se
koncentracije reaktanata i produkata neprekidno menjaju. Kao analiticki parametar sluzi ili
pojavljivanje produkta ili nestajanje reaktanta. Nasuprot tome, merenja kod termodinamickih
metoda obavljaju se u sistemu koji se nalazi u ravnotezi, tako da su koncentracije
nepromenljive.

Razlika izmedu ova dva tipa metoda ilustrovana je slikom 2.9, koja prikazuje
vremensko odigravanje reakcije:

A+R SP 2.41

u kojoj A oznacava analit, R reagens, a P produkt. Termodinami¢ke metode koriste vreme
nakon te, nakon koga je koncentracija reaktanata i produkata postala stalna, a hemijski sistem
je u ravnotezi. Nasuprot tome, kineticke metode koriste vremenski interval od 0 do te, u kome
se koncentracije reaktanata i produkata neprekidno menjaju.
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Slika 2.9. Promena koncentracije analita (1) i produkata (2) u funkciji vremena.

Kod kinetickih metoda selektivnost se postize odabirom reagensa i uslova koji
pojacavaju razlike u brzinama kojima uzorak i moguce interferencije reaguju. Kod
termodinamickih metoda selektivnost se postize odabirom reagensa i uslova koji povecavaju
razlike u ravnoteznim konstantama.

Postoje dva tipa kinetickih metoda koje se temelje na katalitickim reakcijama. Kod prvog
tipa analit je katalizator, a odreduje se na osnovu njegovog katalitickog uticaja u
indikatorskoj reakciji, koja ukljucuje lako merljive reaktante ili produkte. Ove metode se
ubrajaju u najosetljivije hemijske metode. Kod drugog tipa kinetickih metoda uvodi se
katalizator koji ubrzava reakciju izmedu analita 1 reagensa. Ovakve metode su cesto vrlo
selektivne, ¢ak specifi¢ne, naroCito ako se kao katalizator koristi enzim (Skoog i sar., 1998).

2.1.4.1. Vrste kinetickih metoda

Za merenje brzine hemijskih reakcija potrebno je pratiti promenu koncentracije sa
vremenom bilo kog reaktanta ili proizvoda reakcije. Medutim, kod kinetickih metoda analize,
za pracenje kinetike hemijskih reakcija ¢eS¢e se primenjuju tzv. indirektne metode. Kao
preduslov za primenu neke indirektne metode, neophodno je da postoji §to prostiji i linearan
odnos izmedu merene fizicke osobine (apsorbancije, elektritne provodljivosti, jaine
difuzione struje i dr.) i koncentracije analizirane supstance.

U zavisnosti od odnosa koji postoji izmedu merene veli¢ine i koncentracije uzorka,
kineticke metode se dele na diferencijalne i integralne metode.
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Kod diferencijalnih metoda koncentracije se racunaju iz diferencijalnih oblika izraza za
brzinu. Brzine se odreduju merenjm nagiba krivih koje opisuju koncentraciju analita ili
produkta kao funkcije vremena odigravanja reakcije. To se moze objasniti ako se zameni [A]
iz jednacine

_ k
brzina = i—t = Kk[A] (za reakciju A — P)

sa [A]: iz jednacine:

[Al; = [Al,e™ T da je:

d[A]

rzina = — (—
brzina = — (%3

). = K[A], = k[A]e™* 2.42
t

Osim toga, brzina se moZe izraziti | pomoc¢u koncentracije produkta. Jednacina 2.42 pokazuje
da brzina reakcije zavisi od konstante k, vremena t, 1 kao najvaznije od pocetne koncentracije
analita [A]o. Pri bilo kom odredenom vremenu t faktor ket je konstantan, tako da je brzina
srazmerna pocetnoj koncentraciji analita.

Izbor vremena u kome se meri brzina Cesto se temelji na mogucnosti preciznog merenja
u odredenom vremenu, postojanju sporednih reakcija koje ometaju merenja i dr. Cesto je
pogodno merenja vrsiti u blizini vremena t=0, jer je taj deo eksponencijalne krive priblizno
linearan, pa je lako moguée odmeriti nagib pomoc¢u tangente na krivi (slika 2.10).

(Al
[Ales

T (Al
[P]

(Al

vreme [A]

a) b)

Slika 2.10. Diferencijalna metoda.

Slika 2.10 prikazuje primenu diferencijalne metode za odredivanje koncentracije
uzorka analita iz eksperimentalnih podataka merenja brzine reakcije. Krive nacrtane punom
linijom na slici prikazuju izmerene vrednosti koncentracije produkta [P] kao funkcije
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vremena reakcije za cCetiri razliite koncentracije A. Ove krive se koriste za konstruisanje
kalibracione krive. Brzine se dobijaju pomoc¢u tangenata na svaku krivu slike 2.10a., pri
vremenu blizu nule (tanke linije). Kada se tangens ugla nagiba prikaze u funkciji [A] dobija
se prava prikazana na slici 2.10b.

Nasuprot diferencijalnim metodama, integralne metode primenjuju integralne oblike
zakona brzine. Naime, preuredenjem jednacine (2.42) dobija se:

In[A], = —kt + In[A], 2.43

pri ¢emu bi se kao kineticka kriva dobila zavisnost prirodnog logaritma eksprimentalno
izmerene vrednosti koncentracije A (ili P) u funkciji vremena sa pravcem nagiba —Kk i
odseckom In[A]o na y-osu (slika 2.11).

4 log([Alo-[P]) 4 tga
C1
C2

(]

Cq

v

Vreme [Alo >

Slika 2.11. Integralna metoda.

U skladu sa jedna¢inama (2.42 i 2.43) , za obradu kineti¢kih podataka koriste se sledece
metode: tangensna metoda (diferencijalna varijanta tangensne metode je poznata kao
,,metoda inicijalne brzine ), metoda fiksnog vremena, metoda fiksne koncentracije i metoda
indukcionog perioda (Jacimirskii i sar., 1967, Perez-Bendito i Silva, 1988).

2.1.4.2. Karakteristike kinetickih metoda analize

Kineticke metode analize zauzimaju znaCajno mesto u savremenoj kvantitativnoj
hemijskoj analizi. Posebna oblast primene kinetickih metoda analize je u odredivanju niskih
koncentracija organskih supstanci. Posebno veliki izazov predstavlja povecanje osetljivosti i
selektivnosti kinetickih metoda za odredivanje organskih molekula i biomolekula.
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Osnovne  karakteristike analitickih medoda su: osetljivost, selektivnost, tacnost i
preciznost.

Osetljivost, S je svojstvo instrumenta, a u instrumentalnoj analizi izrazava se kao
nagib kalibracione krive y = f(x):

g

= 2.44
Ax

Pojam osetljivosti i dalje je jedan od najkontraverznijih pojmova u analitickoj hemiji.
lako se jasno razlikuje od limita detekcije i dalje se u nekim radovima ovi pojmovi koriste
kao sinonimi.

Koncept osetljivosti trenutno se identifikuje sa nagibom kalibracione krive, tj.sa IUPAC-
ovom analitickom osetljivoS¢u. Osetljivost treba racunati kao odnos nagiba 1 njegove
standardne devijacije. Prema tome, osetljivost raste sa porastom nagiba i smanjenjem
standardne devijacije. Ovo je dobar kriterijum za poredenje analitickih metoda i tehnika.

Prema IUPAC-ovoj definiciji, limit detekcije je najmanja koncentracija ili koli¢ina
analita za koju se moze tvrditi da se statisticki razlikuje od slepe probe. Limit detekcije, ¢ se
moze izraziti jednacinom:

¢ =TS 2.45

gde je: X, - analiticki signal koji odgovara koncentraciji C_,
Xsp - Srednja vrednost odgovora slepe probe za n ispitivanja (obi¢no n>20),
m - analiti¢ka osetljivost (ili nagib kalibracione prave).

Detekcioni limit se moze izraziti preko standardne devijacije slepe probe, standardne
devijacije fitovanja kalibracione prave ili standardne devijacije odsecka:

K-S

o =2 2.46

Gde je k numericki faktor izabran prema zeljenom nivou pouzdanosti. Obi¢no se uzima da je
k=3,3, §to bi trebalo da odgovara verovatno¢i od 99,86% (tj. verovatnoc¢i da ¢e se 99,86% x.
nalaziti u datom intervalu pouzdanosti).

Kvantifikacioni limit (granica odredivanja) je najmanja koncentracija ispitivane
supstance u uzorku koja moZe biti odredena sa prihvatljivom precizno$¢u i tacnos¢u, pod
datim eksperimentalnim uslovima i izraunava se prema jednacini:

CQ=— 2.47

Postoje tri glavna analitiCka regiona (Slika 2.12) povezana sa odredivanjem supstance:
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a) region u kome se analit ne moze pouzdano odrediti, za koncentracije manje c;, ;
b) detekcioni region, izmedu ¢;, icy |

c) kvantifikacioni region, za koncentracije vece ili jednake cj.

signal analita >
XL XQ
analit nije region kvantifikacioni
detektovan detekcije region
CL CQ
koncentracija analita >

Slika 2.12. Regioni analitickog odredivanja.

Osetljivost 1 detekcioni limit kinetickih metoda se mogu poboljSati optimizacijom
eksperimentalnih uslova (temperatura, pH vrednost, koncentracija reaktanta, jonska
jaCina,dielektricna konstanta rastvaraca), primenom separacionih tehnika 1 pre svega
upotrebom aktivatora. Pored povecanja osetljivosti i smanjenja detekcionog limita, primena
aktivatora povecava selektivnost kineticke analiticke metode.

Prema IUPAC-u, selektivnost je stepen interferiranja drugih supstanci na odredivanje
analita datom metodom. Interferent je supstanca koja dovodi do sistematske greske u
odredivanju analita.

Kineticke metode su selektivnije od ravnoteznih, jer se zasnivaju na diferencijalnim, a
ne apsolutnim merenjima. Zato izostaje interferencija signala od drugih komponenti uzorka
sve dok one ne interaguju sa nekom komponentom sistema. Njihova veca selektivnost
proizilazi iz dinamike procesa. Krakto vreme meSanja uzorka i reagensa i Cinjenica da
merenje pocinje odmah nakon meSanja smanjuje efekat interferenata. Uticaj interferenata kod
ravnoteznih metoda je znatno veci, $to je posledica dugog vremena potrebnog za postizanje
ravnoteze, u toku kog aktivni interferenti mogu reagovati sa jednom ili viSe komponenti
sistema, ukljucujuéi i analit.

Tacnost nekog rezultata oznacava blizinu tog rezultata njegovoj pravoj vrednosti i
vezana je za odstupanja primenjene metode odredivanja. Opisuje se kao apsolutna ili
relativna greSka. Tacnost se moze odrediti poznavaju¢i pravu vrednost merene veli¢ine ili
srednju vrednost velikog broja merenja iste.
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Recovery je mera moguénosti analiticke metode da tacno izmeri €istu supstancu kada se
njena poznata koli¢ina (spike) doda u uzorak koji se rutinski analizira, pri ¢emu se uzima u
obzir uticaj svih supstanci realno prisutnih u matriksu tog uzorka. Zbog toga je recovery u
direktnoj vezi sa tacnoS¢u metode i moze da se koristi za procenu njene primenljivosti,
narocito u situacijama kada nema odgovarajuce referentne metode ili referentnog materijala.
Recovery vrednosti izmedu 95 i 105 % predstavljaju dokaz odsustva interferencija u
odredivanju analita.

Preciznost je mera usaglasenosti rezultata dobijenih iz viSe paralelnih odredivanja iz
istog uzorka pod istim uslovima. Termin preciznosti danas je zamenjen terminom
nepreciznost koja se izrazava standardnom devijacijom ili koeficijentom varijacije
izracunatim iz grupe ponovljenih merenja, a predstavlja meru za slu¢ajnu gresku. Na veli¢inu
slucajne greSke, odnosno na nepreciznost metode odredivanja u jednoj/viSe serija uzoraka
koje se rade u jednom danu utiCu razliiti faktori: nestabilnost instrumenta, promena
temperature, promena sastava reagensa i standarda, promena zapremine pipetiranjem,
nejednako meSanje u svim uzorcima, slozenost procedure rada, zamor operatera itd. Sluc¢ajna
greSka se povecava kada se metoda primenjuje iz dana u dan, jer se pojavljuju novi faktori
uticaja: promene u reagensima 1 standardima, naro€ito ako se svakog dana priprema svez
reagens, promene u radu aparata itd. Zbog toga je za svaku metodu potrebno odrediti
ponovljivost tj. nepreciznost u seriji (u jednom danu) i srednju preciznost tj. nepreciznost iz
dana u dan.
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2.2. FENOLNA JEDINJENJA

Fenolna jedinjenja predstavljaju Siroko rasprostranjenu grupu biljnih metabolita koja
mogu biti vrlo jednostavne strukture, kao Sto su fenolne kiseline, ili vrlo slozene strukture,
odnosno, polikondenzovana jedinjenja kao $to su proantocijanidoli. Zajednic¢ka karakteristika
fenolnih jedinjenja je da sadrZe aromatican prsten sa jednom ili viSe hidroksilnih grupa. Do
danas je identifikovano vise od hiljadu, u slobodnom obliku ili ¢eS¢e u obliku glikozida
(Leucuta i sar., 2005). Monosaharidi koji naj¢es$¢e ulaze u sastav glikozida su: glukoza,
galaktoza, arabinoza, ramnoza, ksiloza, manoza, glukuronska i galakturonska kiselina, pored
toga Seceri mogu biti prisutni u obliku: mono-, di-, tri-, ili tetra-saharida.

U literaturi se navode razli¢ite klasifikacije fenolnih jedinjenja, po jednoj ova
jedinjenja se svrstavaju u sledece grupe:

- Flavonoidi
- Fenolna jedinjenja neflavonoidne strukture
- Isparljiva fenolna jedinjenja

Medutim, najceSc¢a klasifikacija se zasniva na broju ugljenikovih atoma vezanih za
osnovni skelet fenola (Robards i sar., 1999), sto je prikazano u tabeli 2.1.

Smatra se da je antioksidativna aktivnost fenola prvenstveno rezultat njihove
sposobnosti da budu donori vodonikovih atoma i kao takvi uklanjaju slobodne radikale uz
formiranje manje reaktivnih fenoksil radikala:

Ph-OH + ROO- — Ph-O- + ROOH 2.48
Ar-OH + -OH — H,0 + ArO- 2.49

Povecana stabilnost fenoksil radikala pripisuje se prvenstveno delokalizaciji elektrona
i postojanju viSe rezonantnih formi (slika 2.13):
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Tabela 2.1. Klasifikacija fenolnih jedinjenja.

Osnovni skelet Klasa Jedinjenje
C6 Prosti fenoli Katehol, hidrohinon, rezorcinol
Benzohinoni
C6-C1 Fenolne kiseline p-hidroksibenzoeva kiselina
C6-C2 Fenilsircetne p-hidroksifenilsiréetna
kiseline
C6-C3 Cimetne kiseline Kafena kiselina, ferulna kiselina
Fenilpropeni Eugenol, miristicin
Kumarini Umbeliferon, eskuletin, skopolin
Hromoni Eugenin
C6-C4 Naftohinoni Juglon
C6-C1-C6 Ksantoni Mangostin, magniferin
C6-C2-C6 Stilbeni Razveratrol
Antrahinoni Emodin
Flavonoidi
Flavoni Apigenin, luteolin, sinensitin, nobiletin, izosinensitin,
tangeretin, diosmin
Flavonoli Kvarcetin, kamferol
Flavonol glikozidi Rutin
C6-C3-C6 Flavanoli Dihidrokvarcetin i dihidrokamferol glikozidi
Flavanoni Hesperidin, naringenin
Flavanon glikozidi Hesperidin, neohespe_ridi_n,_narirutin, naringinin,
eriocitrin
Antocijanini Glikozidi peralgonidina, peonidina, delfinidina,
petunidina, cijanidina
Katehini Katehin, epikatehin, galokatehin, epigalokatehin
Halkoni FloridZin, arbutin, halkonarigenin
(C6-C3)2 Lignini Pinorezinol
(C6-C3-C6)2 Biflavonoidi Agatisflavon, amentoflavon
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Slika 2.13. Rezonantna stabilizacija fenoksil radikala.

Sa povecanjem stabilnosti nastalog fenoksil radikala poveéava se mogucénost
nastajanja reakcija koje dovode do slobodno radikalskih procesa kod flavonoida, kumarina i
fenolnih kiselina. Dokazano je da su vicinalne diolne funkcije znacajne za kapacitet hvatanja
radikala kao i da metoksilacije ili glikolizacije o-hidroksi grupa kumarina i esterifikacija
fenolnih kiselina smanjuju antioksidativnu aktivnost ovih jedinjenja.

Najzastupljenija fenolna jedinjenja su: fenolne kiseline (derivati benzoeve i cimetne
kiseline), flavanoli, flavonoidi i dihidrohalkoni.

Fenolna jedinjenja nisu ravnomerno rasprostranjena u biljnim tkivima. Najznacajniji
izvori fenolnih jedinjenja, a time 1 izvori antioksidanata su razni napici (crno vino, voéni
sokovi, zeleni 1 crni ¢aj, kafa, pivo), kakao, crna ¢okolada, jezgrasto voce (leSnik, badem,
kikiriki), §ljive, grozde, borovnice, brusnice, kupine, maline, jabuke, masline, soja, integralne
zitarice, brokoli, celer, itd., Sto je dato u tabeli 2.2.

39



Tabela 2.2. Prirodni izvori fenolnih jedinjenja (Sakakibara, 2003).

Klasa Primer

lzvor

Prosti fenoli Hlorogenska, kafena, galna,

ferulna kiselina

Apigenin, luteolin,
kvercetin, kamferol,
glikozidi miricetina

Glikozidi flavona i
flavonola

Aglikoni flavona i flavonola  Apigenin, luteolin, galangin

Izoflavoni Genistein, daidzein i njihovi
glikozidi
Flavanoni Naringenin i glikozidi
hesperidina
Katehini Epigalokatehin,
epigalokatehingalat,
galokatehin
Antocijani Pelargonidin, cijanidin,
malvidin, delfinidin
Antrahinoni Emodin, hrizofanol, rein

veoma rasprostranjeni,
naroc¢ito u krtolastom
povréu

lisnato povrée

persun, celer, prokelj 1
biljke
soja

citrus voce
¢ajevi 1 kakao
obojeni prirodni proizvodi:

patlidzan, borovnica, crna
soja

kruSina, sena, aloja

2.2.1. Flavonoidi

Flavonoidi su najzastupljenija grupa fenolnih jedinjenja u biljkama sa 15 atoma
ugljenika u osnovnoj Cg-C3.C strukturi (slika 2.14), od kojih devet pripada benzopiranskom
prstenu (benzenski prsten A kondenzovan sa piranskim prstenom C) a ostalih Sest
ugljenikovih atoma ¢ine benzenski prsten B povezan sa benzopiranskim prstenom na poziciji
dva (slika 2.14 i slika 2.15) (flavoni, flavonoli, flavononi, dihidroflavoni, flavan-3-oli, flavan-
3,4-dioli i antocijanidini), tri (izoflavoni) i ¢etiri (neoflavoni).
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Slika 2.14. Osnovni skelet flavonoida.

L~
N W

O

flavanol Antocijanin (flavilium) flavonol

Slika 2.15. Razlike izmedu osnovnih klasa flavonoida.

Osnovno jedinjenje, po kojem je Citava grupa dobila ime, izolovao je 1985. godine
Kostanesku i nazvao ga flavon (lat. flavus, zut). Prema stepenu oksidacije centralnog
piranskog prstena flavonoidi se mogu podeliti u nekoliko klasa sto je prikazano u tabeli 2.3,
dok su strukture razli¢itih klasa flavonoida prikazane na slici 2.16.
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OH

Slika 2.16. Struktura razlicitih klasa flavonoida.

Tabela 2.3. Razlicite klase flavonoida

1 Flavanoni R=H, OH, OMe

2 Flavoni R=H, OH

3 Flavanoli R=H-katehin,R=0H-galokatehin
4 Flavonoli R1, R.=H, OH

5 Antocijanini

Zbog svoje specificne strukture flavonoidi su potencijalni prirodni antioksidanti.
Prisustvo flavonoida dovodi do prekidanja slobodno-radikalskih reakcija, pri ¢emu oni
predaju vodonikov atom radikalima i sami prelaze u slobodne radikale. Ovako nastali
slobodni radikali rezonantno su stabilizovani i nemaju dovoljno energije da pokrenu lan¢anu
reakciju sa supstratom:

ROO-: + Flavonoid-OH — ROOH + Flavonoid-O- 2.50

OH- + Flavonoid-OH — H,0 + Flavonoid-O- 251
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Kao snazni antioksidanti, fenolna jedinjenja razli¢itim mehanizmima neutraliSuci
slobodne radikale u ¢elijama, mogu da sprece oksidativna oste¢enja DNK i Sirenje tumora
(Ohshima i sar., 1998). Osim toga, flavonoidi kvercetin i naringenin inhibiraju enzime
citohroma-P450, za koje je dokazano da potpomazu bioaktivaciju karcinogena. Fenolna
jedinjenja kao antioksidanti, mogu uticati i na primarni proces starenja, mogu biti efikasni
inhibitori oksidacije LDL, a epidemioloska proucavanja pokazuju inverzni odnos izmedu
unosa hrane bogate flavonoidima i kardiovaskularnih oboljenja. Svi ovi podaci ukazuju na to
da povecana konzumacija voca I povréa bogatog nutritivnim i nenutritivnim sastojcima koji
ispoljavaju antioksidativna svojstva moze doprineti poboljSanju kvaliteta Zivota.

2.2.2. Antocijani

Antocijani  (anthos-cveée, kyanos-plav) su klasa flavonoidnih jedinjenja koja
predstavljaju prave biljne pigmente. Prvi put su izolovani jo§ 1835. godine. Mogu se naci u
svim delovima biljke, od cveta do korena, a osim $to biljci daju obojenost, Stite je i od
prekomerne i UV svetlosti, zatim od Stetnog dejstva slobodnih radikala, a smatra se | da
predstavljaju signalne molekule u odgovoru biljke na negativne spoljasne uticaje (Gould i
sar.,2009).

Antocijani se u grozdu, za razliku od ostalih flavonoida, pretezno nalaze u obliku
glukozida nastalih vezivanjem flavonoidne komponente, koja se naziva antocijanidin, sa
Se¢ernom komponentom, najcesc¢e glukozom. Pored glukoze kao Sec¢erna komponenta
glikozida mogu se naci i galaktoza i ramanoza. Vezivanjem za $e¢ernu komponentu povecava
se stabilnost antocijanidina i njegova rastvorljivost u vodi. Ukoliko antocijani sadrze samo
jedan molekul Secera onda se on nalazi isklju¢ivo vezan u polozaju 3, a ako sadrzi dva, onda
je ili diglikozid u polozaju 3, ili se Seceri nalaze u polozajima 3 i 5 (Lajsi¢ 1 Grujic¢-Injac,
1998). Struktura antocijana moZe biti dalje usloZena vezivanjem siréetne, kumarne ili kafene
kiseline, za Se¢ernu komponentu, pri ¢emu nastaju tzv. acil derivati (Slika 2.18).

Osnovna podela antocijana u Sest klasa izvrSena je na osnovu polozaja slobodnih i
metilovanih hidroksilnih grupa na prstenu B (slika 2.18). Medusobni odnos i koli¢ina svake
pojedina¢ne klase zavisi od sorte vinove loze I nacina njenog uzgajanja, pri ¢emu odnos
antocijanina veoma utie na nijansu i stabilnost boje grozda (Jackson, 2008). Nijansa, kao i
stabilnost boje, grozda direktno su uslovljeni brojem i polozajem slobodnih hidroksilnih
grupa na prstenu B, tako je plava nijansa izrazenija Sto je veéi broj slobodnih hidroksilnih
grupa, dok se njihovim metilovanjem dobija crvena nijansa.
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Antocijani su jedinstveni medu polifenolima biljaka jer mogu biti prisutni u razli¢itim
hemijskim oblicima u zavisnosti od pH sredine, pri ¢emu ove promene u strukturi se
odrazavaju i na promenu boje molekula (slika 2.17). Na niskim pH vrednostima antocijani su
prisutni u obliku veoma stabilnih, u vodenoj sredini crveno obojenih, flavonijum katjona. Pri
povecanju pH vrednosti flavonijum katjon moze preéi ili u ljubicasto obojenu konjugovanu
bazu hinonoidalne strukture, ili moze do¢i do njegove transformacije u poluacetalni oblik,
¢ijom hidrolizom nastaju zuto obojeni halkoni. Neke od predhodno opisanih transformacija
mogu biti i ireverzibilne. Na slici 2.19 prikazane su promene u strukturi i boji antocijana pri
promeni pH.

Malvidin-3-glikozid (33,0 uM, u fosfatno-citratnom puferu)

pH 1,0 3,0 4,0 5,0 7,0 9,0 11,0

Slika 2.17. Uticaj pH na boju antocijana.
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Antocijani Acil derivati

antocijana
Ry
OH Acetil
o L
HO ox
Rz
OH
= o HO o Ol‘!R R;= /ﬁ\CH
o3 ’
OH
Kumaril
Amax (NM)
Antocijanin = Ry R I Antocijani-
3= din OH
Ry = N
Delfinidin OH | OH 546 541 ©
Petunidin OH | OCHjs 543 540
Kafeoil
Malvidin Sf OCH; | 542 °38
Cianidin OH |H 535 530 o
Ry =
Peonodin oc H 532 528 \Q/\/Qio“
Hs
Pelargonidin | H H 520 516

Slika 2.18. Osnovne klase antocijana.
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OGLy

pKa=7

anjon hinonoidalne baze
plavo obojen

O~
Cly pKa=4
OH
OMe hinonoidalna baza
/ fubicasto obojena
OH /
- H+
; ¢
O OMe
O-GLy
OH
+
flaviljm katjon -H/H0
(crveno obojen) \ OMe
H
HO
OMe
OGLy
OH
hemiacetalni oblik

bezbojan

Slika 2.19. Promene u strukturi i boji antocijanina pri promeni pH.

U vinovoj lozi, antocijani se akumuliraju u listovima tokom njegovog bioloskog
starenja, a odgovorni su i za obojenost pokozice (ponekada i pulpe) crnih i roze sorti grozda.
Akumulacija antocijana u pokozici grozda pocinje nakon fenoloske faze, poznate pod
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imenom véraison, ali njihov sadrzaj u mnogome zavisi od vremenskih uslova, pre svega od
intenziteta svetlosti i temperatute, §to ograni¢ava uzgoj crnih sorti grozda na umereno topla
podrucija (Revilla i sar., 1998).

Antocijani su zasluzni i za obojenost crvenih i roze vina, koja pored grozda
predstavljaju vazan izvor ove klase flavonoida u ishrani. Medutim utvrdeno je da tokom
starenja vina dolazi do obrazovanja novih strukturno razli¢itih, najée$ée narandzasto
obojenih, kopigmenata reakcijom antocijana sa drugim bezbojnim polifenolima, karbonilnim
jedinjenjima, jonima metala, proteinima i ugljenim hidratima (Seabra i sar., 2008). Struktura
antocijana omogucava im izuzetnu reaktivnost kako ka elektrofilima tako 1 prema
nukleofilima (Gould i sar., 2009). Do nukleofilnog napada moze doc¢i u polozaju 2 i 4
piranovog prstena C, §to je favorizovano pozitivnom Sarzom na kiseoniku, dok su mesta
elektrofilnog napada hidroksilne grupe, kao i C6 i C8 atomi prstena A u hemiacetalnom
obliku antocijanina (slika 2.20).

b I e o
Jle o LS
") o

flavinijum katjon poluacetalni oblik

Slika 2.20. Mesta mogucih elektrofilnih i nukleofilnih napada u strukturi antocijanina.

Smatra se da ve¢ina novih familija kopigmenata iz crvenog vina nastaje:

a. U reakciji antocijanina sa malim molekulima (piruvatna Kiselina, acetaldehid, p-
vinilfenol) pri ¢emu nastaju piranoantocijaninski pigmenti,

b. Kondenzacijom antocijanina i flavanola u prisustvu aldehida,

c. Direktnom kondenzacijom antocijanina i flavanola.

Nastankom ovih kopigmenata vino zadobija narandzasto-braon nijansu tokom
starenja. Boja ovih kopigmenata znatno je stabilnija prema promeni pH, a i prema
dekolorizaciji pod dejstvom SO, u odnosu na antocijanine.

Skorasnje studije sa Cistim antocijaninima i ekstraktima koji su bogati njima na in
vitro bioloskim sistemima pokazale su njihovo blagotvorno dejstvo: u prevenciji ostecenja
jetre, na snizavanju krvnog pritiska, na poboljSanje vida, zatim, snazno antiimflamatorno i
antimikrobno dejstvo, kao inhibitorno dejstvo na mutacije nastale usled mutagena iz hrane i
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na proliferaciju kancerogenih ¢elija kod ljudi. Zajedno sa ostalim polifenolima predstavljaju
odli¢ne antioksidante, iako imaju i pro-oksidativno dejstvo. S obzirom na njihovu Siroku
paletu fizioloskih dejstava konzumacija antocijana moze imati vaznu ulogu u prevenciji
bolesti, povezanih sa stresnim i brzim nacinom zivota, poput kancera, dijabetesa,
kardiovaskularnih i neuroloskih bolesti.

2.2.3. Flavan-3-oli

Flavan-3-oli su gradivne jedinice tanina. Tanini (proantocijanidoli ili
proantocijanidini) su polimeri koji se sastoje iz dve ili viSe razli¢ito vezane jedinice flavan-3-
ola ili flavan-3,4-diola, pri ¢emu stereohemija supstituenata na C, i C3 atomu pojedinih
jedinica, kao 1 stereohemija medusobno povezanih jedinica ima vaznu ulogu. Najcesce
jedinice proantocijanidola su: (-)-epikatehin sa 2,3 cis i (+)-katehin sa 2,3 trans poloZajem
supstituenata.

U zavisnosti od broja OH-grupa u prstenu B i poloZaja supstituenata na C, i C3 atomu
razlikuju se katehinska i galokatehinska serija flavan-3-ola (Kovac i sar., 1991), §to je
prikazano na slici 2.21.

OH
Rl R2 R3 OH
Katehini:
(+)-katehin H OH H HO Or
(-)-epikatehin OH H H R3
Galokatehini: -
(+)-galokatehin H OH OH R
(-)-epigalokatehin ~ OH H OH R2

OH

Slika 2.21. Struktura flavan-3-ola.

Katehinska serija je znacajnija, poSto je zastupljenija u biljnom svetu. Ova jedinjenja
se nalaze u slobodnom obliku, ali mogu biti i esterifikovana, naj¢es¢e galnom kiselinom.
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2.2.4. Flavonoli

Flavonoli su flavonoidi pronadeni u mnogim biljnim vrstama, uglavnom u obliku
glikozida. To su pigmenti zute boje koji odreduju boju belih vina, dok su u crvenim vinima i
sokovima maskirani antocijanima — crvenim pigmentima. Sinteza flavonola se uglavnom
odvija u pokozici bobice (Price i sar., 1995). Ekstrakcija flavonola iz pokozZice odvija se u
fazi maceracije.

Hidroksilne grupe u B prstenu flavonola (slika 2.22) mogu se nalaziti na C-4, C-3' i C-4' i
C-3, C-4'i C-5, pa su u vocu i proizvodima od voca prisutni kemferol, kvercetin i miricetin.
Metilovanjem 3-OH kvercetina nastaje izorhamnetin. Produkt metilovanja miricetina na C-3,
poznat je pod nazivom laricitin. Singletin je dimetoksi derivat miricetina sa metoksi grupama
na polozajima C-3' i C-5 (Puskas, 2010).

R: R2
kemferol H H
kvercetin H OH
miricetin OH OH
izoharmnetin H OCHs
laricitrin OH OCHs
siringetin OCH; OCHj;

Slika 2.22. Struktura flavonola.

2.2.5. Fenolna jedinjenja neflavonoidne strukture

Fenolna jedinjenja neflavonoidne strukture, fenolne kiseline i stilbeni, sadrze Cg-Cy, Co-
Cs ili C4-C,-Cs 0snovni skelet. Fenolne Kkiseline su derivati benzoeve i cimetne Kiseline (slika
2.23).
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Rs COOH Rs OOH

=
R4 Rz R4 R2
R3 R3
Benzoeva kiselina R; R3 R4 Rs Cimetna kiselina
p-hidroksi benzoeva H H OH H Kumarinska
Prokatehinska H OH OH H Kafena
Vanilinska H OCHg3 OH H Ferulna
Galna H OH OH OH

Slika 2.23. Fenolne kiseline.

Fenolne kiseline su prisutne u vocu u glikozidnoj formi, iz koje se mogu osloboditi
kiselom hidrolizom (Riberau-Gayon, 1965). Slobodne fenolne kiseline prisutne u crvenim
vinima i sokovima, uglavnom su nastale reakcijama kiselom hidrolizom glikozida, alkalnom
hidrolizom estara ili termickom degradacijom kompleksa antocijana (Galvin, 1993). Estri sa
vinskom kiselinom, pre svega estar kafene kiseline lako podlezu oksidaciji i odgovorni su za
brzo potamnjivanje Sire.

Hidroksicimetne Kkiseline su delimi¢no zasluzne za boju crvenih vina, jer njihovom
oksidacijom nastaju zuto obojena jedinjenja. Takode iz derivata cimetne kiseline, pod
uticajem kvasca Bettannomzces i nekih mle¢nih bakterija nastaju isparljivi fenoli. Isparljivi
fenoli su jedinjenja koja i u veoma malim koncentracijama daju vinu neprijatan miris

(Puskas, 2010).
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2.3. SLOBODNI RADIKALI I OKSIDATIVNI PROCESI
2.3.1. Definicija i podela slobodnih radikala

Slobodni radikali predstavljaju atome, jone, molekule koji imaju jedan ili vise
nesparenih elektrona u svojoj strukturi. Nespareni elektroni su uzrok njihove visoke i
neselektivne aktivnosti i nestabilnosti. Oni mogu biti neutralni, ali i pozitivho (radikal-
katjon) i negativno (radikal-anjon) naelektrisani. Nespareni elektron se moze nalaziti na
atomima razliitih elemenata, pa se slobodni radikali dele na slobodne radikale (reaktivne
slobodnoradikalske vrste) kiseonika, hlora, azota itd.

Reaktivne vrste se dele na reaktivne slobodnoradikalske i neradikalske (oksidaciona
sredstva koja lako prelaze u slobodne radikale). Najvaznije reaktivne vrste kiseonika (ROS —
od engl. reactive oxygen species) date su u tabeli 2.4.

Tabela 2.4. Najvaznije reaktivne slobodnoradikalske i neradikalske vrste kiseonika.

Slobodnoradikalske vrste Neradikalske vrste
Superoksid anjon radikal, O, Vodonik peroksid, H,0,
Hidroksil radikal, "OH Hipobromna kiselina, HOBr
Hidroperoksil radikal, HO," Hipohlorna kiselina, HOCI
Peroksil radikal, RO’ Ozon, O3
Alkoksil radikal, RO’ Singletni kiseonik, ‘O,
Karbonatni radikal, CO3"~ Organski peroksid, ROOH
Ugljenoksidni radikal, CO,” Peroksinitrit, ONOO"

Slobodni radikali spadaju u najreaktivnije hemijske vrste i zbog svoje visoke hemijske
reaktivnosti oni lako stupaju u rekciju, medusobno ili sa drugim molekulima, pri ¢emu
nespareni elektroni obrazuju hemijske veze, oslobada se energija, a sistem prelazi u nize
energetsko stanje.

Reaktivni slobodni radikali mogu nastati brojnim reakcijama koje se uglavnom svode
na Cetiri osnovna tipa:

-termolizu

-fotolizu
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-oksido-redukcione procese i
-radijaciju visoke energije (Piletic¢ i sar., 1993).

U biosistemima se produkcija slobodnih radikala deSava tokom sledecih procesa:
apsorpcije radijacije, fagocitoze, biotransformacije egzogenih i endogenih supstrata u
endoplazmati¢nom retikulumu, enzimskih reakcija koje katalizuju oksidaze, itd. Koli¢inu
slobodnih radikala povecavaju zagadeni vazduh, pusSenje, stres, izlaganje suncu, hroni¢ne
bolesti, infekcije i genetska predispozicija na neku bolest (slika 2.24).

[ Formiranje slobodnih radikala |
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Slika 2.24. Sema nastanka slobodnih radikala.

Neki slobodni radikali nastaju i u toku normalnog metabolizma. Preko 90% kiseonika
iz vazduha u organizmu sisara redukuje se do vode primanjem Ccetiri elektrona od
transportnog sistema elektrona u respiratornom lancu mitihondrija (Acworth, 2003).

Superoksid anjon radikal (O,") odnosno njegov protonovani oblik, peroksilni radikal
(HO;"), nastaje jednoelektronskom redukcijom molekulskog kiseonika, a moZe se dobiti i
jednoelektronskom oksidacijom vodonik peroksida. Znacajne koli¢ine produkuju se u
reakcijama katalizovanim nekim oksidazama (npr. ksantin oksidazom) (Ohara i sar., 1993).

Hidroksil radikal, ("fOH) je najreaktivniji od svih ROS i najodgovorniji za
citostaticke efekte kiseonika. Brzo reaguje sa biomolekulima, pa je njegov poluzivot kratak.
Hidroksil radikal se u ¢elijama stvara kada postoje uslovi za Haber-Vajsovu ili Fentonovu
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reakciju. Takode, nastaje dejstvom y-zraenja na molekul vode, u procesu fagocitoze,
troelektronskom redukcijom iz molekulskog kiseonika u respiratornom lancu mitihondrija.

Vodonik peroksid (H,O>) nije slobodni radikal, ali se ubraja u reaktivne vrste kiseonika.
Najstabilniji je, odnosno najmanje reaktivan intermedijer redukcije kiseonika. Nastaje
direktno  dvoelektronskom redukcijom molekulskog kiseonika, jednoelektronskom
redukcijom superoksid anjon radikala ili njegovom enzimskom mutacijom, dejstvom
superoksid dismutaze:

202'_ +2H" — H,0, + O, 2.52

Proces stvaranja vodonik peroksida odvija se na nivou peroksizoma, mitohondrija,
mikrozoma 1 ¢elijske membrane.

Singletni kiseonik (*O,) je izrazito reaktivan, nastaje enzimskim putem, u prisustvu
mieloperoksidaza i laktoperoksidaza.

2.3.2. Antioksidanti

Najsire prihvac¢ena definicija bioloSkih antioksidanata jeste ona koju je dao Halliwell
(1990), a prema kojoj su antioksidanti “supstance koje prisutne u malim koncentracijama u
odnosu na supstrat (biomolekul) koji se oksiduje, znacajno usporavaju ili sprecavaju
oksidaciju tog supstrata”.

Antioksidanti mogu ispoljavati svoju aktivnost razli¢itim mehanizmima (slika 2.25)
zahvaljuju¢i njihovoj sposobnosti da:

- deluju kao “hvataci” (skevindzer) slodobnih radikala
- deluju kao donori elektrona ili

- donori H-atoma

peroksil ili hidroksil radikalima, ili da:
- deluju kao akceptori elektrona i
- akceptori H-atoma

ugljenikovih slobodnih radikala.
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Slika 2.25. Nacin delovanja antioksidanta.

Shi i sar. (2001) klasifikovali su antioksidante prema nivou i nafinu delovanja u
ljudskom organizmu na: preventivne antioksidante, ‘“skevindzer” antioksidante i
“reparacione” antioksidante. Preventivni antioksidanti sprecavaju nastanak slobodnih
radikala. “Skevindzer” antioksidanti poseduju sposobnost da “hvataju” slobodne radikale.
“Reparacioni” antioksidanti deluju posebnim mehanizmima, obnavljujuéi ili uklanjajuci
oStecene vitalne biomolekule koji nastaju u uslovima oksidativnog stresa. U “reparacione”
antioksidante ubrajaju se fosfolipaze, proteaze, enzimi koji obnavljaju DNK, transferaze, itd.

Prema mestu nastajanja antioksidanti znacajni za ljudski organizam dele se na: endogene
i egzogene. Endogeni antioksidanti predstavljaju antioksidante koji nastaju u ljudskom
organizmu, dok se egzogeni unose putem hrane ili lekova. Fenolna jedinjenja su jedna od
najvaznijih grupa prirodnih egzogenih antioksidanata, ¢ija je aktivnost uslovljena strukturnim
karakteristikama.

2.3.3. Oksidacija fenolnih jedinjenja

Voce 1 proizvodi od voca ispoljavaju snazan bioloski efekat koji se, pre svega pripisuje
visokom sadrzaju fenolnih jedinjenja (Cao i sar., 2009). Postoji visok stepen pozitivne
korelacije izmedu sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja, kao i pojedina¢nog udela galne
kiseline, katehina, epikatehina i antioksidativnog potencijala (Minussi i sar., 2003).

NajizraZeniju aktivnost u pogledu hvatanja slobodnih radikala ima galna kiselina, zatim
taninska kiselina, kafena kiselina, kvercetin, rutin, ferulna Kiselina, a najnizu aktivnost
poseduje resveratrol (Sanchez-Moreno, 1999). Medutim, prema Ghiselli i sar. (1998) najvisi
stepen antioksidativne aktivnosti pokazuju antocijani. Videli smo, da su antioksidanti
“hvataci” slobodnih radikala, a naj¢esc¢i slobodni radikali jesu reaktivne vrste kiseonika.
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Pri standardnoj temperaturi i pritisku, kiseonik postoji kao gas sa 20,9% u atmosferi. To
je diatomni molekul formule O,. Najstabilniji oblik kiseonika je triplet *0,. Tripletni kiseonik
je biradikal sa dva nesparena elektrona, koji imaju isti spinski kvantni broj i locirani su u
suprotno orijentisanim antivezivnim 7~ orbitalama (slika 2.26). Strukturna formula O = O ne
simbolizuje biradikalsku prirodu kiseonika, pa je zato treba prikazati kao *O-Os. Sa ovakvom
elektronskom konfiguracijom, kiseonik ne moze direktno reagovati u mnogim organskim i
neorganskim reakcijama.
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Slika 2.26. Elektronska konfiguracija tripletnog kiseonika
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Slika 2.27. Produkcija reaktivnih kiseonicnih vrsta.

Dovodenjem energije, osnovno stanje molekula kiseonika se moze aktivirati pri ¢emu
nastaje neradikalska vrsta. Re je o singletnom kiseoniku 'O, u kojem je spinska restrikcija
uklonjena, te je mo¢ oksidacije znatno uvecana (slika 2.27).

U vodenim prirodnim sredinama, jednoelektronskom redukcijom tripletni kiseonik se
moze prevesti u superoksidni anjon radikal (O;"), koji se moze predstaviti kao -O-O:,
dovodenjem jednog elektrona u antivezivnu © orbitalu (slika 2.28)
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Slika 2.28. Elektronska konfiguracija antivezivne 2 r orbitale superoksidnog anjona.

Novonastali radikal (O,™) se moze oksidovati ili redukovati, a pri pH vrednosti vina
postoji kao protonovani hidroperoksil radikal (HOO"). Hidroperoksil radikal nastaje u reakciji
vodonik peroksida i hidroksil radikala (HO"):

HO® + H,0, — HOO*(H* 4+ 037) + H,0

Hidroperoksil radikal (HOO®* ) moze nastati i reakcijom tripletnog kiseonika i atoma
vodonika koji nastaje iz vode. Ekscitovano stanje molekula vode se postize adsorpcijom
energije koja molekul vode hidroliticki razlaze na atom vodonika (H -) i hidroksil radikal
(HO*) za 10™*-10"3s (Halliwell i Gutteridge, 2001):

2H,0 - H,0% + H,0" + e
H,0* - H- + HO*
H- +0, » HOO" - H* + 03

Hidroksil radikal (HO®) moze nastati iz vode ili vodonik peroksida. Naime, pod

uticajem zracenja visoke energije (y-zracenje) u vodi proticu sledece reakcije (Jacobien i sar.
1996):

2H,0 — H,0" + H,0" + egq
H,0* - H- + HO"
H,0* + H,0 — H;0* + HO"

Hidroksil radikali mogu nastati UV-izazvanim cepanjem veze kiseonik-kiseonik u vodonik
peroksidu ili dekompozicijom vodonik peroksida u prisustvu kompleksa prelaznih metala
(Salem i sar., 2000).

hv
H,0, — 2HO"

Fentonova reakcija

Fe?* + H,0, Fe3* + OH™ + HO"

Haber-Vajsovom reakcijom mogu nastati hidroksil radikali u reakciji vodonik peroksida i
superoksidnog anjona (Hu i Jiang, 1996):
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Haber—Vajsova reakcija

H,0, + 03" 0, + OH~ + HO"

Dismutacijom superoksidnog anjona moze nastati vodonik peroksid, reakcijom koja je
veoma spora (Bielski i sar., 19983):
Dismutacija
05"+ 05 — H,0,+ 0,
Konstanta brzine nekatalizovane dismutacije superoksidnog anjona strogo zavisi od pH

rastvora. Pri tome je odredeno da se brzina dismutacije superoksidnog anjona krece od 10% do
5.10° mol/s za oblast pH od 11 do 7 (Halliwell i Gutteridge, 2001).

Singletni kiseonik nije radikal s obzirom da nema nesparene elektrone (slika 2.29).

Slika 2.29. Elektronska konfiguracija antivezivne 2 r orbitale singletnog kiseonika

Singletni kiseonik u osnovnom stanju sadrzi visoku energiju od 93,6 kJ. U rastvoru prelazi u
tripletni kiseonik predajuéi svoju energiju rastvoru (Girotti, 1998). Vreme Zivota singletnog
kiseonika zavisi od hemijskih osobina rastvora, u vodi iznosi 2us dok je u ugljentetrahloridu
700 ps.

Reaktivnost kiseoni¢nih vrsta moze se prikazati nizom (Karbowiak i sar., 2010):

Tripletni kiseonik < superoksidni anjon < hidroperoksidni radikal < peroksidni anjon <
hidroksil radikal

Hidroksil radikal ('OH), nastao redukcijom kiseonika, sa kratkim vremenom Zivota od
oko 10®s u vodi, je trenutno najmoéniji oksidant od svih reaktivnih kiseoni¢nih vrsta i u
mogucnosti je da brzo oksiduje vec¢inu organskih jedinjenja (Choe i Min, 2005). Neki autori
smatraju da "OH moze da oksiduje gotovo svako jedinjenje u vinu u potpunosti (Laurie i
Waterhouse, 2006).

Mehanizam hemijske oksidacije vina je dugo proucavan. Ovde ¢e biti prikazane dve
hipoteze.

Po prvoj hipotezi, oksidacija fenola vrsi se direktno u prisustvu prelaznih metala, kao Sto
su feri joni, uz formiranje semi-hinoidnih radikala koji se dalje oksiduju do odgovarajucih
hinona (slika 2.30).
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Slika 2.30. Sema oksidacije vina (prva hipoteza).
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Slika 2.31. Sema oksidacije vina (druga hipoteza).

Paralelno, u lancanoj radikalskoj reakciji, od tripletnog kiseonika posredstvom fero jona
nastaju tri reaktivne kiseoni¢ne vrste: hidroperoksil radikal, vodonik peroksid i hidroksil
radikal. Ove kiseoni¢ne vrste su veoma nestabilne i reaguju veoma brzo ukljucujuéi pri tome
veoma neselektivne reakcije. Ove vrste su sposobne da oksiduju ne samo fenolna jedinjenja
ve¢ sve supstance koje su prisutne u vinu i sklone su procesu oksidacije. Veliki proj
produkata se pri tome formira. S obzirom da je u vinu prisutan u visokoj koncentraciji, etanol
se takode moZe oksidovati hidroksil radikalima, koji se redukuju do vode. U drugom koraku,
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karbon radikal koji se formira od etanola moze reagovati sa molekulskim kiseonikom
prelaze¢i u acetilaldehid i novi hidroperoksil radikal. Regenerisani radikali obezbeduju
kontinuitet procesa oksidacije fenolnih komponenti do njima odgovarajuéih hinona.

Po drugoj hipotezi (slika 2.31), oksidacija fenola moze biti rezultat reakcije fenola sa
hidroperoksil radikalima, koji nastaju u reakciji kiseonika sa Fe?* jonima. Naime, fenoli su
dobri donori vodonika hidroperoksil radikalima, pri ¢emu prelaze u semihinonski radikal a
dalje u odgovarajuée hinone, dok hidroperoksil radikali prelaze u H,O,. Vodonik peroksid u
prisustvu prelaznih metala i etanola ucestvuje dalje u ve¢ opisanim reakcijama.

Bez obzira na mehanizam, oksidacijom fenola nastaju hinoni. Hinoni, nastali kao
primarni produkti, su nestabilni i mogu ucestvovati u novim reakcijama. Ove reakcije mogu
uzrokovati nastajanje pigmenata, proizvoda sa visokom molekulskom masom. Naime, hinoni
mogu da se spontano kombinuju sa nukleofilnim jedinjenjima (ukljucuju¢i neke fenole,
amine i dr.) zbog njihovog visokog elektronskog afiniteta i pri tome dolazi do formiranja
dimera ili polimera. Nastali dimeri ili polimeri u kuplovanoj oksidaciji imaju nizi redoks
potencijal od polaznih fenola i lakse se oksiduju (slika 2.32) (Li i sar., 2005).
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Slika 2.32. Formiranje dimera procesom oksidacije fenola.
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Takode, acetaldehid, produkt oksidacije etanola, moze imati veoma vaznu ulogu u
procesu oksidacije vina tokom starenja u boci. Acetaldehid je sklon da reaguje sa
antocijanima i flavanolima daju¢i nove polimerne fenole. Kondenzovanim reakcijama sa
antocijanima i taninima daje stabilne polimerne pigmenate, koji obezbeduju stabilnu boju
crvenih vina (Monagas i sar., 2005).

Uobicajeno, vino sadrzi od 0—5 mg/L gvozda. Medutim, i pri ovako niskoj koncentraciji
ovog metala moze do¢i do oksidativnog kvarenja vina. Osim koncentracije, vazan je i oblik u
kome se nalaze joni gvozda. Feri jon (Fe**) prisutan u vinu, nije u slobodnom obliku veé u
obliku kompleksa sa drugim jedinjenjima. Isti slucaj je i sa fero jonima (Fe®").
Kompleksiranje smanjuje pH vrednost sistema zbog oslobadanja vodonikovih jona. U kiselim
vodenim sredinama joni Fe®*" i Fe?* su prisutni kao heksaakvakompleksi [Fe(H20)e]*" i
[Fe(H20)6]**. [Fe(H20)6]** jedini reaguje sa kiseonikom i to veoma sporo zbog nepovoljnih
termodinamic¢kih uslova (Danilewicz, 2003). Medutim, molekuli vode mogu biti lako
zamenjeni drugim ligandima, kao $§to su neki fenoli (katehol) ili sadrze 3-hidroksi-4-
karbonilne grupe (kao Sto je kafena kiselina). Broj 1 polozaj hidroksilnih grupa takode utice
na kompleksiranje (Andelkovi¢ i sar. 2006). Broj liganda u kompleksima Fe-polifenoli zavisi
od pH: istiskivanjem jednog molekula vode nastaje kompleks sa jednim ligandom (FeL") sa
dvema orto-hidroksilnim grupama koje ulaze u koordinacionu sferu; sa porastom pH, dva ili
tri molekula vode mogu biti zamenjeni pri Semu nastaju FeL™ i FeL®. Pri tome,
kompleksiranje smanjuje potencijal Fe**- Fe?*, stabilizuje oksidaciono stanje Fe** i povecava
redukcionu sposobnost Fe®* jona, §to ukazuje da organski ligandi prisutni u vinu osiguravaju
brzu oksidaciju Fe®* jona. Kao rezultat, u prisustvu kiseonika, kiseonik je redukovan do H,0,
a Fe”* joni oksidovani do Fe**, §to povecéava pokretljivost gvozda u oksidacionim procesima
(Danilowicz, 2003).

Bakar takode moze reagovati sa H,O; i generisati hidroksil radikale, i pri tome je mnogo
reaktivniji od gvozda. Osim ‘OH mogu nastati i drugi radikali:

Cu** + H,0, — Cu" + HO," + H* 2.53
Cu" + H,0, — Cu?" +'OH + OH" 2.54

Tako se oksidacija katehina kiseonikom u prisustvu Cu** jona moze prikazati jedna¢inom
(slika 2.33):
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Slika 2.33. Oksidacija katehina kiseonikom u prisustvu Cu(ll).

pri emu se Cu?* i "OH stvaraju reakcijom (7).

Uoceno je da postoji sinergisicko delovanje gvozda i bakra. Tako je Danilewicz (2007)
pokazao da prisustvo gvozda u koli¢ini od 5 mg/L izaziva neo¢ekivano mali uticaj na brzinu
reakcije oksidacije u odnosu na brzinu reakcije kada se u isti sistem doda i mala koli¢ina
bakra (0,15 mg/L). Efikasnost gvozda kao katalizatora u oksidaciji katehola zavisi od redoks
ciklusa u kome se fero jon, koji nastaje redukcijom feri jona, vraca u reakcioni ciklus. Bakar
obezbeduje efikasniju interakciju sa kiseonikom, verovatno zbog mogucnosti formiranja
CuO;" vrsta. Ceo proces moze biti predstavljen Semom (slika 2.34), u kojoj se katehol
oksiduje feri jonima i hidroperoksil radikalima, pri ¢emu je ceo proces voden kruzenjem
metala.
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Slika 2.34. Oksidacija katehola u prisustvu gvozda i bakra.

Oksidacija fenolnih komponenti je dugotrajan problem u proizvodnji vina. Sumpor-
dioksid je najvaznija i najéeS¢e kori§¢ena supstanca za spreCavanje oksidacije vina. Pored
antioksidativne aktivnosti SO, ima i antimikrobne osobine i druge vazne funkcije zbog kojih
je godinama koris¢en. Medutim, dodavanje SO, vinu izaziva ozbiljne alergijske reakcije,
zbog Cega je “Svetska zdravstvena organizacija” (World Health Organization — WHO) donela
niz propisa o njegovoj ograni¢enoj upotrebi. U isto vreme, proizvodaci su zabrinuti zbog
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dodavanja SO, voénim sokovima i vinima zbog gubljenja kvaliteta. Do danas nije pronadena
uspesna zamena za SO», bez obzira na veliki broj radova uradenih u ovoj oblasti (Comuzzo i
Tat, 2003; Ribereau-Gayon i sar., 2006).

Neki autori smatraju (Danilewicz, 2007; Boulton i sar., 2001) da je glavna
antioksidativna uloga SO, u vinu da reaguje sa H,O,, ogranicavajuci oksidaciju fenola.

Rastvaranjem SO, u vodi uspostavljaju se ravnoteze:
H0+S0, S HSOy+H' s SO5* +2H° 2.55
pK.=1,86 pKa=7,2
a u prisustvu kiseonika protice reakcija:
2HSO3 + 0, — 2H" +2S0,” 2.56

U sistemu koji sadrzi fenolna jedinjenja i u prisustvu gvozda ili bakra protice reakcija
kojom nastaju bisulfitni joni, koji mogu reagovati sa vodonik-peroksidom:

EtOH >E< MeCHO \/ HSO03
2HA0
+ H,0, 2 bisulfit
1\‘11"1]]1‘11'01
HS0z SO§ + H* + H,0

Slika 2.35. Oksidacija katehola u prisustvu SOs.

Medutim, isti autori navode i mogucnost proticanja reakcije izmedu hinona i bisulfitnog
jona:

H*+ 507 HSO3%
0 HOz 8 OH
H0 /Oi/ HSO}
—_—
\\.
R Q R OH

Slika. 2.36. Reakcija bisulfitnog jona sa hinonima.

R OH
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2.4. HROMATOGRAFIJA

Hromatografija (od gré. ypdua: chroma, boja i ypagewv: grafein pisati) je zbirni naziv
za grupu laboratorijskih tehnika za razdvajanje smes$a. Ona ukljucuje kretanje ispitivane
smese, rastvorene u "mobilnoj fazi*, kroz "stacionarnu fazu", ¢ime se delovi smese razdvajaju
i izoluju, pa ih je moguce analizirati i kvantitativno odrediti.

Hromatografski sistem ¢ine dve faze, pokretna i nepokretna kao i ispitivani analit.
Tokom hromatografskog procesa analit se nalazi u dinamickoj ravnotezi izmedu ovih dveju
faza. Zbog kretanja analita narusava se ravnotezno stanje, Sto uzrokuje kretanje grupe
molekula u pravcu kretanja mobilne faze. Nepokretna faza mora biti odabrana tako da
zadrZavanje molekula na njoj bude selektivno, tj. da razli¢iti sastojci smese budu vremenski
razli¢ito vezani za nju, §to uzrokuje njeno razdvajanje (slika 2.37). Sama raspodela je
posledica raznih fizi¢ko-hemijskih procesa kao $to su adsorpcija, desorpcija, apsorpcija,
podela izmedu dva rastvaraca i jonska izmena.

Slika 2.37. Razdvajanje komponenata uzorka u koloni.

S obzirom na prirodu ravnoteze izmedu pokretne i nepokretne faze, hromatografske
tehnike se mogu podeliti na:

- podeonu hromatografiju, kada se ravnoteza uspostavlja izmedu dve te¢ne faze, $to
znaci da je 1 nepokretna faza tecna ali je vezana za neki inertni ¢vsti nosa¢

- adsorpcionu hromatografiju, pri kojoj se ravnoteza uspostavlja izmedu tecne ili
gasovite pokretne faze i povrSine ¢vrste nepokretne faze, pri ¢emu se molekuli
ispitivanog analita ¢vsto vezu za povrSinu adsorbensa

- afinitetnu hromatografiju, kod koje se na povrSini Cvrste faze nalaze razliCite
funkcionalne grupe s definisanim prostornim rasporedom, a vezivanje nastaje zbog
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specificnih interakcija molekula s hemijski vezanim ligandom na povrSini
nepokretne faze

- hromatografiju sa iskljucenjem, kod koje je nepokretna faza materijal s posebno
definisanim dimenzijama i slabo izrazenim adsorpcionim svojstvima, a razdvajanje
molekula se desava zbog razlike u molekulskoj masi i veli¢ini (obimu).

Hromatografske tehnike se mogu podeliti i na osnovu sastava pokretne faze. Tako je
kod gasne hromatografije pokretna faza inertni gas, kod tecne hromatografije to je te¢nost
male viskoznosti, a kod fluidne hromatografije u superkriticnim uslovima pokretna faza je
te¢nost iznad svoje kriti¢ne temperature i pritiska (Kastelan-Macan, 2003).

Hromatografija moze biti analiticka i preparativna. Preparativha hromatografija se
bavi razdvajanjem komponenata smeSe radi dalje obrade, pa se moze smatrati metodom
preciS¢avanja. U analitickoj hromatografiji se obi¢no radi sa malim uzorcima i moze se
odrediti relativni odnos komponenata u smesi.

2.4.1. Te¢na hromatografija visokih performansi (HPLC)

Tecna hromatografija visokih performansi (tecna hromatografija pri visokim
pritiscima) ili HPLC (High performance liquid chromatography ili high pressure liquid
chromatography) predstavlja vrstu hromatografije kojom se postize izuzetno dobra rezolucija
pri razdvajanju ¢ak 1 veoma kompleksnih smeSa (zbog toga se nekada naziva i te¢nom
hromatografijom visoke rezolucije). HPLC je vrsta eluacione hromatografije na koloni, koja
je naSla Siroku primenu u analitickoj hemiji i biohemiji, i koristi se za razdvajanja,
identifikaciju i kvantitativno odredivanje razli¢itih jedinjenja.

HPLC razdvajanja se zasnivaju na razli¢itoj raspodeli supstance izmedu dve faze:
teCne (mobilne faze) koja nosi smeSu analita kroz porozni materijal (stacionarnu fazu), pri
¢emu, usled razlicite vrste interakcija analita sa stacionarnom fazom, dolazi do razlike u
vremenu migracije komponenti analiziranog uzorka. Ono §to je razlikuje od ostalih metoda je
to S§to je mobilna faza izlozena dejstvu visokog pritiska. Visok pritisak omogucava
kontinuirani protok mobilne faze i uspostavljanje dinamicke ravnoteze sa stacionarnom
fazom. Dinamic¢ka ravnoteza je uslov dobre selektivne raspodele komponenti u ispitivanom
uzorku. Dejstvo visokog pritiska dovodi i do efikasnog i brzog eluiranja komponenti smese sa
kolone.

HPLC instrument je veoma slozen i skup, pri ¢emu je slican aparatu za gasnu
hromatografiju. Njegova prednost u odnosu na gasnu hromatografiju je u tome $to se mogu
analizirati i razdvajati neisparljive supstance i $to se analize vr$e na sobnoj temperaturi.

Osnovni delovi HPLC sistema su:
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e pumpa (pumpe koje se koriste u HPLC sistemima mogu da stvore pritisak
0ko10® Pa. One omoguéavaju kontinualnu promenu brzine mobilne faze.
Uzorak se ubacuje u injekcioni blok nakon ¢ega dospeva u mobilnu fazu pod
visokim pritiskom. Kasnije podleze razdvajanju na koloni).

e kolona (najvazniji deo HPLC sistema).

e detektor (najcesce se koriste UV/Vis detektori). UV/Vis detektori kao izvor
zracenja najéeSée koriste deuterijumsku lampu. Deuterijumska lampa ima
veoma $irok emisioni spektar zracenja (200-700 nm).

Tipican HPLC sistem sastoji se od relativno polarne mobilne faze i nepolarne
stacionarne faze. Voda (ili pufer) se koristi kao slab rastvarac i acetonitril, metanol, ili manje
zastupljen tetrahidrofuran, kao jak rastvarac. Stacionarna faza (HPLC kolona) je materijal sa
silika Cesticama. Hidrofobna povr§ina ovih kolona tipi¢no je napravljena kovalentnim
vezama organosilana na silika povrSini. Ove modifikacije uklju¢uju reakciju
monofunkcionalnth  alkildimetilhlorosilana sa  povrSinskim  silanolnim  grupama.
Oktadecilsilan je bio prva komercijalno dostupna silika vezivna faza i jo$ uvek je jedna od
najcesce korisc¢enih (Kirkland, 2004). Takode, i drugi ligandi alkil tipa sa razli¢itim brojem C
atona (Cl1, C4, C8, C12) se cCesto koriste, kao i faze sa fenil grupom. Vecina pakovanog
materijala ima relativno nisko podruc¢je pH primene (pH 2-7). Koji ¢e tip kolone biti izabran
zavisi od jedinjenja i cilja analize. Za hidrofobnija jedinjenja, treba koristiti kolone sa
stacionarnom fazom koje imaju manju specifi¢nu povr$inu. Za veoma polarna jedinjenja,
koja ne mogu biti zadrzana na tradicionalnim C18 fazama, treba koristiti manje hidrofobne
kolone kao sto su C4 ili stacionarne faze sa ubacenim polarnim grupama. Medutim, sve ovo
zavisi i od pH analize, sobzirom da pojedine kolone nisu stabilne na niskim pH (< 2) i
visokim pH (> 7) za duze vreme.

Mobilne faze uobicajeno koris¢ene u HPLC su vodeno-organske smese. Najcesce
Kombinacija organskog modifikatora u eluentu je predominantan faktor koji upravlja
retencijom analita. Visoko preciS¢eni rastvaraci (HPLC grade) se preporucuju kako bi se
minimizirala kontaminacija stacionarne faze sa necisto¢ama rastvaraca. Razmatranja za izbor
rastvaraa ukljucuje kompatibilnost izmedu rastvarafa, rastvorljivost analita u eluentu,
polarnost, svetlosna propustljivost, viskoznost, stabilnost, pH. Rastvara¢i za mobilnu fazu
treba da budu mesljivi i ne treba da dovode do taloZenja kada se pomesaju. Svetlosna
propustvljivost je bitan parametar kada se koristi UV/Vis detektor. Rastvaraci sa visokim
vrednostima donjih granica talasnih duzina za UV propustljivost kao §to su aceton (330 nm) i
etil acetat (256 nm) ne mogu biti kori§¢eni za analizu na niskim talasnim duzinama kao $to je
210 nm. Acetonitril je sobzirom na nisku vrednost donje granice talasne duzine za UV
propustvljivost koju ima, jedan od najcesce korisé¢enih rastvaraca u HPLC. Kada se radi sa
metanolom, izopropanolom i etanolom preporucuje se rad na preko 210 nm.
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Izbor odgovaraju¢eg detektora zavisi od osobina analita. Postoje razliCiti tipovi
detektora, UV-VIS, detektori na bazi merenja fluorescencije, indeksa refrakcije, plameno
jonizacioni detektori (FID), maseni (MS), NMR i drugi. Pravilan izbor detekcione talasne
duzine je kriti¢an deo razvoja metode.

Temperatura takode utice na odredivanja kod te¢ne hromatografije, posebno kada je rec¢
o rastvorima male molekulske mase. PoviSena temperatura poboljsava difuznost uzorka i
smanjuje viskoznost pokretne faze, pa se time poboljsavaju kineticki parametri. Medutim,
maksimalno dozvoljena temperatura je niza za oko 20°C od temperature klju¢anja pokretne
faze.

2.4.1.1. HPLC parametri

Retenciona zapremina i retenciono vreme. Odgovor HPLC sistema nakon separacije
analita dobija se u formi hromatograma. U odsustvu jakih interakcija analita sa stacionarnom
fazom i na relativno niskom koncentracionom nivou, pikovi su simetri¢ni i nalikuju tipi¢noj
Gaus-ovoj (normalna distribucija) krivoj. Rastojanje maksimuma pika od polazne tacke
izrazeno je retencionim vremenom, tg (slika 2.38) i sluzi za identifikaciju datog analita.
Retenciono vreme je verovatno najcesce koriS¢eni parametar za opisivanje ponasanja analita i
najlakSe je merljiv. Medutim, i pored toga on je i najmanje univerzalan parametar.
Retenciono vreme analita zavisno je od protoka mobilne faze; veci protok, manje retenciono
vreme. Proizvod retencionog vremena i protoka mobilne faze je retenciona zapremina, Vg,
veli¢ina Koja je manje zavistna od instrumentalnih parametara (Kazakevich i Lobrutto, 2007).

Mrtva zapremina. Cak i ako analit ne reaguje sa stacionarnom fazom, detektor ga nece
detektovati odmah nakon injektiranja. HPLC kolona je ispunjena malim ¢esticama poroznog
materijala koji ima zna¢ajnu zapreminu te¢ne faze izmedu Cestica i unutar njihovog poroznog
prostora, tako da analit koji ne interaguje mora proci kroz tu zapreminu pre nego sto dode do
detektora. Zapremina te¢ne faze u koloni se zove mrtva zapremina, V,. Odnos retencionog
vremena (t;), retencione zapremine (Vg), mrtve zapremine (V,) i mrtvog vremena (to),
definisan je izrazima:

t, = = t, = -2 2.5712.58

gde je F protok mobilne faze. Mrtvo vreme je deo ukupnog retencionog vremena koje analit
stvarno provodi u mobilnoj fazi krecuéi se kroz kolonu, a ostatak retencionog vremena analit
provodi na povrSini stacionarne faze.

Retencioni faktor. Retencija analita sastoji se od dva dela: 1) vremena koje komponente
provedu u mobilnoj fazi kre¢uci se kroz kolonu i 2) vremena koje komponente provedu
zadrZane na stacionarnoj fazi (slika 2.38).
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Slika 2.38. Parametri retencije analita.

Razlika izmedu ukupnog retencionog vremena (tg) i mrtvog vremena (t,) zove se
redukovano retenciono vreme (tgr), a odgovarajuc¢a razlika izmedu retencione zapremine (VR)
i mrtve zapremine (V,) zove se redukovana retenciona zapremina (Vg).

Odnos redukovane retencione zapremine (Vgr) i mrtve zapremine (V,) je Siroko
koriS¢eni bezdimenzioni parametar poznat kao retencioni faktor, k.

p=2Te - &R 2.5
VO VO t o l

Retencioni faktor (ili faktor kapaciteta) je veoma pogodan hromatografski parametar
sobzirom da je bezdimenzionalni i nezavistan od protoka mobilne faze i dimenzija kolone.

Selektivnost. Sposobnost hromatografskog sistema da odvoji razliCite analite zove se
selektivnost (a). Selektivnost je odredena odnosom retencionih faktora (k) dva analita

k
a== 2.60
ky
Povecanje selektivnosti u separaciji dva analita iz kompleksne smeSe je primarni cilj razvoja
metode, jer ukoliko je selektivnost za par analita jednak 1, sistem ne¢e mo¢i da odvoji ove
komponente. Selektivnost je zavisna od razlike u interakciji analita sa stacionarnom fazom.

Efikasnost. Analit se injektira u kolonu u formi veoma male zone sa podjednakom
distibucijom analita ututar zone. Sa kretanjem ove zone kroz kolonu, on se razdvaja. Stepen
ovog razdvajanja zove se efikasnost. Efikasnost je mera hromatografskog razdvajanja i broja
teorijskih podova u koloni i izracunava se kori§¢enjem jednacine:
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N =16 (%)2 2.61

Gde je tg retenciono vreme analita i w — Sirina pika merena u vremenskim jedinicama kao
rastojanje izmedu tacki preseka tangenti prevojnoh tacaka pika sa baznom linijom (slika
2.39). Teorija podova predpostavlja da je analit u trenutnoj ravnoteZzi sa stacionarnom fazom i
smatra se da se kolona moze podeliti u brojne hipoteticke (teorijske) podove. Svaki pod ima
ogranienu visinu (visina efikasnog teorijskog poda, HETP) i analit provodi ograni¢eno
vreme na ovom podu.

Retenciono vreme
t
I\
N=16 (&
[ 4
w
¥irina pika

Slika 2.39. Odredivanje efikasnosti (broja teorijskih podova u koloni).

Efikasnost je osobina kolone. ldealno, svi analiti odvojeni na istoj koloni treba da
pokazu isti broj teorijskih podova. Efikasnost i selektivnost su komplementarni
hromatografski parametri. Kolona sa visokom efikasno§¢u moze proizvesti uske
hromatografske zone.

Rezolucija. Rezolucija, R, je definisana kao odnos rastojanja izmedu dva pika prema
prose¢noj Sirini ovih pikova (na baznoj liniji), tako da ovaj parametar obuhvata i efikasnost i
selektivnost:

R =2 ®R2R1 2.62

W2—=Wq
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2.4.1.2. Razvoj i validacija HPLC metode

Polazna tacka u razvoju analiticke metode je odredivanje fizicko-hemijskih karakteristika
aktivne supstance, kao S$to su njena struktura, rastvorljivost, stabilnost u razli¢itim
rastvara¢ima, pKa i dr. Tipi¢ni HPLC sistem sastoji se od relativno polarne mobilne faze i
nepolarne stacionarne faze. Voda (ili pufer) se koristi kao slab rastvara¢ i acetonitril, metanol,
ili manje zastupljen, tetrahidrofuran, kao jak rastvara¢. Retencija i separacija rastvorka je
bazirana na njegovoj podeli izmedu dve faze. Mnogo tipova kolona je zastupljeno,
ukljucujuéi klasi¢ne C8, C18, fenil, ciano faze sa razli¢itim formama silika Cestica. Koji ¢e
tip kolone biti izabran zavisi od jedinjenja i cilja analize. Za hidrofobnija jedinjenja, treba
koristiti kolone sa stacionarnom fazom koje imaju manju specifi¢nu povrSinu. Za veoma
polarna jedinjenja, koja ne mogu biti zadrzana na tradicionalnim C18 fazama, treba koristiti
manje hidrofobne kolone kao §to su C4 ili stacionarne faze sa ubacenim polarnim grupama.
Meduti, sve ovo zavisi i 0od pH analize, s obzirom da pojedine kolone nisu stabilne na niskim
Ph (<2) i visokim (>7) za duze vreme. Pre svega, uticaj pH na retenciju jedinjenja treba
najpre razmotriti, pa onda istrazivati retenciju i selektivnost razli¢itih kolona (Kazakevich i
Lobrutto, 2007).vodeno-organske smese

Mobilne faze su uobiCajeno vodeno-organske smeSe. NajceSce koriS¢eni organski
modifikatori su metanol, acetonitril i/ili kombinacija ova dva modifikatora. Drugi
modifikatori kao Sto su tetrafidrofuran, izopropil alkohol, dimetilsulfoksid koriste se za mala
podeSavanja u selektivnosti. Koncentracija organskog modifikatora u eluentu je
predominantan faktor koji upravlja retencijom analita. Visoko precis¢eni rastvarac¢i (HPLC
grade) se preporucuju kako bi se minimizirala kontaminacija stacionarne faze sa nec¢isto¢ama
rastvara¢a i smanjila njihova pozadinska apsorbanca ukoliko sadrze neéisto¢e sa UV
hromoforama >190 nm.

Razmatranja za izbor rastvaraCa za mobilnu fazu uklju¢uju kompatibilnost izmedu
rastvaraca, rastvorljivost uzorka u eluentu, polarnost, svetlostnu propustvljivost, viskoznost,
stabilnost, pH. Rastvara¢i za mobilnu fazu treba da budu mesljivi i ne treba da dovode do
taloZenja kada se pomesaju.

Dva razlicita pristupa mogu biti razmatrana za dalju optimizaciju separacije. Jedan pristup
razmatra koriS¢enje kombinacije organskih modifikatora, na primer smeSe metanola i
acetonitrila. Drugi pristup razmatra modifikovanje dodatnih varijabli, kao Sto je pH mobilne
faze.

Pravilan izbor detekcione talasne duZine je kritican deo razvoja metode. Kod izbora
talasne duzine, sledece faktore treba uzeti u obzir da:

-mobilna faza ne treba da pokazuje jaku pozadinsku apsorpciju na izabranoj talasnoj
duzini,
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-detektabilnost treba biti maksimizirana za komponente od interesa i minimizirana za
interference.

Izbor odgovarajuceg detektora zavisi od osobina analita. Postoje razli¢iti tipovi detektora,
kao sto su UV-Vis, detektori na bazi merenja fluorescencije, indeksa reflekcije, elektroliticke
provodljivosti, plameno jonizacioni detektori (FID), maseni (MS), NMR i drugi.

Povisenie temperature se koristi za povecanje kolonske efikasnosti, skra¢ivanje vremena
hromatografisanja i pobolj$anja separacione selektivnosti (Hancock i sar., 1994). PoviSena
temperatura takode povecava rastvorljivost (difuznost) rastvorka.

Za procenu da li je hromatografska metoda odgovaraju¢a za predvidena analiticka
odredivanja komponenti u realnim uzorcima, potrebno je definisati sledec¢e parametare:

e test pogodnosti sistema

e specificnost 1 selektivnost

e linearnost

e preciznost — ponovljivost

e limit detekcije i limit kvantifikacije

e tacnost ili recovery

Test pogodnosti sistema. Pre izvodenja bilo kog validacionog eksperimenta, treba
pokazati da je HPLC sistem 1 procedura sposobna da obezbedi podatke zadovoljavajuceg
kvaliteta. Ovi testovi se koriste zbog verifikovanja da su rezolucija i ponovljivost koju daje
sistem adekvatni za analize koje se izvode. Test pogodnosti je provera sistema u cilju
osiguranja performansi sistema pre ili tokom analize nepoznatog uzorka.

Specificnost/Selektivnost. Za hromatografske metode razvoj separacije ukljucuje
demonstriranje specifi¢nosti, koja predstavlja sposobnost metode za tatno merenje
analitickog signala u prisustvu svih potencijalnih komponenti uzorka. U tu svrhu se snima
hromatogram test rastvora koji sadrZi potencijalne komponente uzorka prisutnih u poznatim
koncentracijama.

Linearnost. Svrha testa linearnosti je demonstrirati da unutar analitiCkog sistema postoji
linearni odgovor i da je direktno proporcionalan odgovaraju¢im koncentracijama analita u
odredenom koncentracionom podrucju. Test linearnosti treba ispitati za najmanje pet
razli¢itih koncentracija unutar podrucja. Prihvatljivost podataka iz testa linearnosti je cesto
potvrdivana na osnovu podataka za rikaveri koeficijenta. Koeficijent odredivanja R* > 0.990
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se obi¢no smatra kao dokaz prihvatljivog signala podataka sa regresionom linijom (Green,
1996).

Limit detekcije i limit kvantifikacije. Za HPLC limit detekcije i limit kvantifikacije moze
biti definisan u masenim ili koncentracionim jedinicama. Odredivanje ¢ i Co moze biti:

- Bazirano na vizuelnoj proceni: limiti se odreduju na osnovu analize uzoraka sa
poznatom koncentracijom analita i procenjivanjem minimalnog nivoa na kome analit moze
biti pouzdano detektovan, tj. kvantifikovan sa prihvatljivom ta¢noscu.

- Bazirano na vrednosti odnosa signala prema Sumu: poredi se mereni signal koji potice
od uzorka sa poznatom niskom koncentracijom analita sa blank uzorkom i procenjuje se
minimalna koncentracija na kojoj analit moze biti pouzdano detektovan, tj. kvantifikovan.
Kod odredivanja ¢, vrednost odnosa signala prema Sumu je izmedu 3 ili 2:1, dok kod
odredivanja Cq je 10:1.

- Bazirano na standardnoj devijaciji signala i nagiba: c_ i cq se izraCunavaju pomocu
formula 41 i 42.

Nagib m se odreduje iz kalibracione prave analita. Procena S moze biti izvrSena na vise
nacina: bazirano na standardnoj devijaciji blanko probe ili bazirano na kalibracionoj pravoj
(standardna devijacija y-odsecka).

Tacnost i preciznost. Test tacnosti demostrira blizinu izmedu nadenih vrednosti i
vrednosti koje su prihvacene kao propisane tacne vrednosti ili kao prihvacene referentne
vrednosti. Tacnost moze biti demonstrirana 1 odredivanjem recovery vrednosti za analit koji
je dodat u realnom uzorku. Preciznost je indikator slucajnih greSaka i moze biti svedena na
ponovljivost. Ponovljivost predstavlja najprostiju situaciju i ukljucuje ponavljanje analiza od
strane istog analiti¢ara, jedno po jedno injektovanje pod istim operativnim uslovima za Kratak
period vremena (Milenovi¢, 2010).

Ovi parametri se utvrduju laboratorijskim ispitivanjem, ¢ime se dokumentuje da je
hromatografska metoda odgovaraju¢a za datu namenu. Zapravo to je proces koji osigurava
pouzdanost metode tokom koriS¢enja, i prema smernicama ICH (International Conference on
Harmonization) naziva se validacija metode.
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2.5. UV/VIS SPEKTROFOTOMETRIJA

Ultraljubicasta/Vidljiva (UV/Vis) spektrofotometrija je spektroskopska metoda koja
obuhvata proucavanje apsorpcije elektromagnetnog zracenja u oblasti izmedu 200 i 800 nm
(1 nm = 10 m). Kako veliki broj organskih jedinjenja ne apsorbuje u ovom delu spektra, to
UV/Vis spektrofotometrija, u poredenju sa drugim strukturnim metodama (IC, NMR, MS),
ima daleko manju primenu za strukturna odredivanja i uglavnom se koristi kao
komplementarna metoda za identifikaciju delova molekula koji apsorbuju u navedenoj
oblasti, takozvanih hromofora. Medutim, ova vrsta spektrofotometrije, tj. UV/Vis spektri
dobijeni na ovaj nacin, pruzaju veoma korisne informacije o strukturi ispitivanog jedinjenja.
Na primer, ona je nezamenljiva pomo¢na (a Cesto 1 glavna) metoda za identifikaciju prirodnih
konjugovanih jedinjenja, kao Sto su: biljni pigmenti (karotenoidi), poliacetileni, porfirini,
flavonoidi, itd.

Pored primene za identifikaciju organskih jedinjenja, UV/Vis spektrofotometrija se
danas dosta primenjuje u kvantitativnoj analizi. Njene prednosti nad ostalim metodama su u
izuzetno velikoj osetljivosti i jednostavnom rukovanju instrumentom.

2.5.1. Apsorpcija UV/Vis zraéenja

Vecina standardnih spektrofotometara radi u delu elektromagnetnog spektra izmedu
200 i 800 nm. Taj deo je podeljen na blisku ultraljubicastu (200-400 nm) i vidljivu oblast
(400-800 nm). Na nizim talasnim duzinama (< 200 nm) nalazi se vakuumska ultraljubicasta
oblast, koja nije od interesa za strukturna odredivanja zbog apsorpcije kiseonika iz vazduha,
tako da je neophodno da uzorak bude u evakuisanom stanju.

Energetski sadrzaj zraenja u oblasti od 200 do 800 nm nalazi se izmedu 600 1 150
kJ/mol, $to je dovoljno za pobudivanje elektrona i njihov prelazak iz osnovnih u pobudena
stanja. Zbog toga Sto UV/Vis zracenje apsorbuju elektroni, ova vrsta spektroskopije naziva se
jos i elektronska spektroskopija.

UV/Vis spektrofotometrija se najceS¢e koristi za kvalitativna i kvantitativna
odredivanja rastvora prelaznih metala ili konjugovanih organskih molekula. Prolaskom
zraCenja iz vidljivog dela spektra kroz obojeni rastvor, joni prelaznih metala apsorbuju deo
svetlosti pri ¢emu se pobuduju elektoni iz d-orbitale, dok se kod organskih molekula najc¢esce
pobuduju m-elektroni. Najces¢e se snimaju spektri razblazenih rastvora, a mogu se snimati i
spektri gasova ili para.
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Kvantitativna spektrofotometrijska analiza zasniva se na Beer-ovom zakonu (4=¢l-c),
koji kaze da je apsorbanca rastvora direktno proporcionalna koncentraciji apsorbujuce vrste
i debljini sloja kroz koje zracenje prolazi. Za kvantitativnu analizu je bitno da se merenja
apsorbance vrse sa najvecom mogucom ta¢noscu i osetljivos¢u. Da bi se to postiglo bitan je
izbor talasne duzine na kojoj se merenje vrsi. Ona mora da ispuni nekoliko uslova:

1. da se merenjem postize maksimalna osetljivost

2. da mala promena talasne duzine ne utice na reproduktivnost

3. da vazi Beer-ov zakon.
Intenzitet apsorpcije zracenja definisan je Lambert-Berr-ovim zakonom:

A =logio(lo/1) = €l-c 2.63

€ -molarna apsorptivnost
| -debljina sloja (cm)
¢ -koncentracija apsorbujuce supstance (mol/l)
A - apsorbanca
lo - intenzitet upadnog zraka

| - intenzitet zraka po prolsku kroz uzorak

Slika 2.40. Dijagram Lambert-Beerove apsorpcije svetlosti kroz kivetu.
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U rastvoru koji sadrzi vise komponenti koje apsorbuju elektromagnetno zracenje, a
koje medusobno ne reaguju, apsorbanca ratvora jednaka je zbiru pojedinacnih apsorbanci
svih komponenti.

A=A =A+A+As+ ...+t A, 2.64
Lambert-Berr-ov zakon ne vazi kada:
1. rastvorak postoji u viSe oblika koji su u medusobnoj ravnotezi
2. rastvorak irastvara¢ grade asocijat
3. postoji termicka ravnoteza izmedu osnovnog i pobudenog stanja

4. jedinjenja fluoresciraju ili se hemijski menjaju prilikom apsorpcije zracenja
(Todorovié¢, 1997).

2.5.2. Snimanje UV/Vis spektra

Spektrofotometar se sastoji iz svetlosnog izvora iz koga se svetlost deli na dva
jednaka zraka (referentni i analiti¢ki), monohromatora, detektora i uredaja za pojacavanje,
merenje 1 beleZzenje signala (pisaca). Kao izvor zracenja koristi se kombinacija volframove
(za vidljivu oblast , A>375 nm) i deuterijumske lampe za blisku ultraljubicastu oblast. Kao
detektor se najéeSce koristi fotomultiplikator (slika 2.41).

detelor

Slika 2.41. Sema spektrofotometra.

Koncentracija uzorka zavisi od intenziteta apsorpcije i podeSava se tako da vrh
apsorpcionog maksimuma bude u oblasti najvece tacnosti, Sto odgovara vrednostima izmedu
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0,2 i 0,7 jedinica apsorbancije. Najbolje je napraviti koncentrovaniji rastvor od kojeg se
postupnim razblazivanjem dobija rastvor koncentracije pogodne za spektrofotometriranje.
Pripremljeni rastvor se prebacuje u analiticku ¢eliju (standardne debljine od 1 cm) od kvarca
(sistem propustljiv za blisku UV i vidljivu oblast) ili stakla (sistem propustljiv samo za
vidljivu oblast). Takode se priprema i istovetna referentna Celija sa Cistim rastvaratem. Za
vreme kontinualne promene talasne duzine porede se intenziteti referentnog (Io) i analitickog
(1) signala. Spektar se belezi pomocu pisaca, najceSce kao zavisnost apsorbance (A) od
talasne duzine ().

Svaki apsorpcioni maksimum okarakterisan je talasnom duzinom (Amax) Na kojoj se
nalazi 1 molarnom apsorptivno$¢u (g) na toj talasnoj duzini. Prilikom opisivanja spektra
nekog jedinjenja ove vrednosti se obavezno navode za svaki maksimum. Pored toga, zbog
moguceg uticaja na izgled spektra, uvek se navodi i rastvarac.

2.5.3. Tacnost i preciznost merenja

U spektrofotometrijskoj analizi ta¢nost | preciznost su Cesto ograniene slu¢ajnom,
neodredenom greskom povezanoj sa instrumentom, nazvanom Sum. Odnos izmedu Suma koji
je ukljuCen u izmerenoj vrednosti transparencije, T (A = -logT) i greske odredivanja
koncentracije moze se izraCunati iz Beer-ovog zakona:

—-0,434
el

1
C——;logT— InT

Za konstantnu vrednost el izraz se moze napisati u obliku:

—0,434
dc = oT
elT

u kome se dc moze smatrati nesigurnosu (greSkom) u odredivanju c, a koja je rezultat Suma,
odnosno greske dT u merenju T. Deljenjem ove jednacine sa predhodnom dobija se izraz:
dc _ 04343 0T

— = . 2.65
o logT T

u kojem je OT/T relativna slu¢ajna greska odredivanja T. Najbolja i najprimenljivija mera
slucajne greske OT jeste standardno odstupanje or koje je za instrument lako odrediti
merenjem transparencije 20 ili viSe puta za neki rastvor koji apsorbuje. Ako se uvrsti ot i o,
u jednacinu 2.65 dobija se:

Oc 0,4343 . ﬁ

— = 2.66
o logT T

gde su o./c i op/T relativne standardne devijacije.
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Greske se mogu podeliti u tri grupe:

1. One kod kojih je veli¢ina o nezavisna od T,

2. One kod kojih je veli¢ina o srazmernasa vT? + T i
3. One kod kojih je veli¢ina o srazmernasa T.

Koncentraciona greska za a1=K;

Kod mnogih fotometra i spektrofotometra standardna devijacija merenja T je stalna i
nezavisna od vrednosti T. Ova vrsta sluCajne greSke je vezana za sam instrument. Kod
tipi¢nih instrumenta standardna devijacija uglavnom iznosi priblizno 0,003T (o1=%0,003T).
Na slici 2.42 vidi se da relativna standardna devijacija odredivanja koncentracije postize svoj
minimum pri apsorbanciji priblizne vrednosti 0,5, a naglo se povecava kada apsorbancija
postigne vrednosti od priblizno 0,1 ili vece od priblizno 1,5.

Koncentraciona greska za 61=K,VT? + T

Ova vrsta slucajne greske tipi¢na je za spektrofotometre visokog kvaliteta. Graficki
prikaz relativne greske na slici 2.42 prikazan je krivom B. Spektrofotometrima ovog kvaliteta
mogu se meriti i vrednost apsorbancije 2,0 i viSe, bez znacajne greske.

Koncentraciona greska za ar=KsT

Ukoliko uvrstimo izraz o1=ksT u jedna¢inu 2.66 vide¢emo da je relativna standardna
devijacija obrnuto srazmerna logaritmu transparencije:

o. _ 04343

c logT

3

Kriva C na slici 2.42 pokazuje da se greSke javljaju samo pri malim vrednostima
apsorbancije, i da se priblizavaju nuli pri velikim apsorbancijama (Skoog i sar., 1996).
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relativna

greska
5,0 - A
4,0
3,0 -
2,0
B
1,0
C
1,0 2,0 3,0
apsorbancija

Slika 2.42. Krive relativnih gresaka za razlicite kategorije instrumenentalne nesigurnosti.
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3. EKSPERIMENTALNI DEO
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3.1. MATERIJAL

U ispitivanjima je kao materijal koris¢eno:

e Grozde tri stone sorte: Cardinal, Ribier i Muskat Hamburg i Cetiri vinske sorte:
Cabernet Sauvignon, Merlot, Prokupac i Vranac. Grozde je poreklom iz vinograda sa
podru¢ja Juzne Srbije.

e Visnje tri sorte: Marela, Oblacinska i1 Cigancica sa podrucja Niske Banje

e Crvenaribizla sa podrucja Niske Banje, Beograda i Velike Plane

e Malina sa podrucja Niske Banje, Velike Plane i Vlasine
Crvena i bela vina proizvodaca iz Srbije, Makedonije i Crne Gore

e Komercijalni sokovi (vi$nja, crna ribizla, crno grozde) proizvodaca iz Srbije
e Vo¢na vina (viSnja, kupina, malina) domaca i proizvodaca iz Srbije.

3.2. APARATI | REAGENSI
3.2.1. Aparati

Prilikom ispitivanja kinetike degradacije i sadrzaja fenolnih komponenti kao i metalnih
jona u vocu i proizvodima od voca koriS¢ena je slede¢a oprema:

1. HPLC sistem Agilent Technologies 1200 Series koji se sastoji od kvaternarne pumpe
G1354A, automatskog injektora G1329A, termostatiranog kolonskog dela G1316A,
UV/Vis detektora G1315D, fluorescentnog detektora G1321A kontrolisanog sa HP
Chemstation softverom, za odredivanje sadrzaja i ispitivanje kinetike fenolnih
jedinjenja;
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Slika 3.1. Tecni hromatograf visokih performansi (HPLC)(laboratorija Katedre za
analiticku i fizicku hemiju Prirodno-matematickog fakulteta Univerziteta u Nisu).

2. UV/Vis spektrofotometar Agilent 8453 sa kivetom duzine optickog puta 1 cm za
odredivanje sadrzaja 1 ispitivanje kinetike fenolnih jedinjenja;

3. ICP-OES Thermo scientific iCAP 6000 za odredivanje sadrzaja metalnih jona;

Slika 3.2. Opticki emisioni spektrofotometar sa induktivno kuplovanom plazmom
(laboratorija Katedre za analiticku i fizicku hemiju Prirodno-matematickog fakulteta
Univerziteta u Nisu).

4. MicroMed high purity water system, TKA Wasseraufbereitungsszstem GmbH za
dobijanje demineralizovane vode,

5. Termostat Julabo MP 5A Open Bath Circulations za termostatiranje rastvora;

6. Analiticka vaga Mettler Toledo AB-204-S za odmeravanje ¢vrstih supstanci;
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7. pH metar Hanna Instruments za merenje pH vrednosti rastvora;
8. Varijabilne automatske pipette Lab Mate™ za pipetiranje rastvora;
9. Hronometar za merenje vremena i

10. Blender za homogenizovanje voca.

3.2.2. Reagensi

U radu su koris¢eni sledeci reagensi:

e Rastvor Folin-Ciocalteu reagensa sadrzi smeSu fosfovolframove (H3zPWi2040) i
fosfomolibdenske kiseline (H3PMo01,040) (komercijalni proizvod).

e Rastvor Na-karbonata (20%) pripremljen rastvaranjem 200 g anhidrovanog Na,CO3 u
800 ml vode. Rastvor se zagreva dok se celokupna koli¢ina soli ne rastvori. Nakon
hladenja doda se par kristalica Na,CO3. Nakon inkubacije od 24 h rastvor se filtrira i
dopuni dejonizvanom vodom do 1L.

e Standardni rastvor galne Kiseline je pripremljen na sledeé¢i na¢in: 50 mg galne kiseline
se rastvori u 10 ml metanola, prenese u normalni sud od 100 ml i dopuni
dejonizovanom vodom do crte. Dobijena koncentracija iznosi 5 mg/ml. Da bi se
dobila koncentracija od 0,05 mg/ml, 1 ml prethodno pripremljenog rastvora prenese
se u normalni sud od 100 ml i dopuni dejonizovanom vodom do crte.

e Radni rastvor NaNO; (5%), pripremljen je odmeravanjem odredene mase NaNO i
rastvaranjem u dejonizovanoj vodi.

e Radni rastvor AICl; (2%) pripremljen je odmeravanjem odredene mase AICl; i
rastvaranjem u dejonizovanoj vodi.

e Standardni rastvor katehina: 5 mg katehina rastvoreno je u 5 ml etanola, preneto u
odmerni sud od 10 ml koji je dopunjen do crte dejonizovanom vodom. Rastvor je
koncentracije 0,5 mg/ml. 1ml ovog rastvora je prenet u normalni sud od 10 ml i
dopunjen vodom do crte, tako da je dobijen rastvor koncentracije 0,05 mg/ml. 1z ovog
rastvora je pripremljena serija razblaZzenja pomocu koga je konstruisana kalibraciona
Kriva.

e Radni rastvor Na-hidroksida, c=1 mol/L, pripremljen je odmeravanjem odredene
mase NaOH i rastvaranjem u dejonizovanoj vodi.
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e Osnovni rastvor DPPH, ¢=1,0-10° mol/L, pripremljen je odmeravanjem 0,0394 gr
DPPH i rastvaranjem u metanolu u normalnom sudu od 100 ml. Radni rastvor,
¢=1,0-10"* moV/L, pravljen je pre po&etka rada razblaZivanjem osnovnog.

e Osnovni rastvor troloksa (c=1,0-10 mol/L), pripremljen je odmeravanjem odredene
mase troloksa i rastvaranjem u metanolu.

e Rastvor kalijum-hloridnog pufera pH=1,0 pripremljen je rastvaranjem 1,86 g KCIl u
980 ml dejonizovane vode podeSavanjem do pH=1,0 konc. HCI i zapremine do 1L
dejonizovanom vodom.

e Rastvor natrijum-acetatnog pufera pH=4,5 pripremljen je rastvaranjem 54,43 g
CH3COONa-3H20 u 980 ml dejonizovane vode podesavanjem do pH=4,5 konc. HCI
i zapremine do 1L dejonizovanom vodom.

e Radni rastvor bifulfita pripremljen je odmeravanjem 1 g K,S,0s i rastvaranjem u 5 ml
dejonizovane vode.

e Radni rastvor H,O; pravljen je neposredno pre pocetka rada razblazivanjem 30%
rastvora H>O-.

e Radni rastvor Cu(ll) (c=1,0-10° mol/L) pripremljen je rastvaranjem odredene koli¢ine
CuCl,-2H,0 u dejonizovanoj vodi.

e Radni rastvor vinske kiseline (10%) pripremljen je rastvaranjem odredene koli¢ine
H,C4H4O¢ u dejonizovanoj vodi.

e KoriS¢eni su i slede¢i sertifikovani standardi: malvidin-3-glukozid, cijanidin-3-
glukozid, kvercetim, kaemferol, katehin, epikatehin, kafena kiselina, ferulna kiselina,
p-kumarna Kiselina, hlorogenska kiselina.

Sve hemikalije 1 rastvaraci koji su kori§¢eni bili su p.a. 1 HPLC ¢isto¢e nabavljeni od
Merck (Darmstadt, Germany) i Sigma-Aldrich (GmbH, Sterbeim, Germany).

Svi rastvori, koji se nisu mogli pripremiti kao primarni standardni rastvori,
standardizovani su poznatim metodama u cilju odredivanja ta¢ne koncentracije.

Sudovi koji su koriS¢eni prani su etanolnim rastvorom KOH, zatim rastvorom HCI (1:1),
isprani ¢esmenskom, destilovanom 1 dejonizovanom vodom. Rastvori su pripremani sa
dejonizovanom vodom specifi¢ne provodljivosti 0,05 uSem™.
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3.3. METODE

3.3.1. Priprema uzoraka

Uzorci za analizu predhodno su pripremani postupkom ekstrakcije ili postupkom
mineralizacije u zavisnosti da li se u njima odreduje sadrzaj fenolnih komponenti ili sadrzaj
metalnih jona.

3.3.1.1. Postupak ekstrakcije

Odmerena je masa, predhodno blenderom homogenizovanog voca (grozda ili visnje), a
zatim je dodato 20 ml 1%-tnog rastvoa HCI u metanolu. U slu¢aju homogenizovanog suvog
vo¢a (crvena ribizla 1 malina) dodato je 20 ml rastvarata =za ekstrakciju
(aceton:voda:HCI=80:19:1, etanol:voda:HCI=80:19:1, metanol:voda:HCI=80:19:1). Nakon 2
Casa Stajanja na sobnoj temperaturi, odekantovan je rastvor, a Cvrsti ostatak je jo§ dva puta
ekstrahovan na ve¢ opisani nac¢in (20 ml i 10 ml 1% HCI u MeOH, ili rastvaraca za
ekstrakciju). Filtrat dobijen cedenjem sakupljenih ekstrakata kroz Bihnerov levak prenet je u
normalni sud od 50 ml i razblaZen rastvaratem do crte. Dobijeni ekstrat je ¢uvan na tamnom i
hladnom mestu (lacopini i sad., 2008; Borowska i sar., 2009; Katalini¢ i sar., 2010).

3.3.1.2. Postupak mineralizacije

Uzorak tezine 15 g , predhodno homogenizovanog voca, prebaci se u porculansku
teglicu i zagreva 12 h na 50°C. Teglica se prebaci u pe¢ za Zarenje i temperatura postepeno
poveéava za po 50°C. Kada se dostigne temperatura od 500°C, zagrevanje se nastavlja na toj
temperaturi narednih 16 h. Ohladeni uzorak se tretira sa 1 ml konc. HNOg3 i ponovo zagreva
jo$ 10 h u peéi za zarenje. Kada se uzorak prohladi rastvori se u 5% (v/v) HNOs, procedi i
dopuni istim rastvorom azotne kiseline do 50 ml (AOAC, 2000).

3.3.2. UV/Vis spektrofotometrijske metode

UV/Vis spektrofotometrija je primenjena za odredivanje ukupnih fenola, ukupnih
flavonoida, ukupnih antocijana, monomernih antocijana, procenta polimerne boje, radikal
“skevindzer” kapaciteta i ukupne antioksidativne aktivnosti u ispitivanim uzorcima.
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3.3.2.1. Odredivanje sadrZaja ukupnih fenolnih jedinjenja

Za odredivanje sadrzaja ukupnih fenola u pripremljenim uzorcima koriS¢ena je
metoda po Folin-Ciocalteu (Singleton i Rossi,1965) . Metoda se zasniva na oksidaciji
fenolnih jedinjenja pomocu reagensa, odnosno rastvora Folin-Ciocalteu. Rastvor Folin-
Ciocalteu sadrzi smesu fosfovolframove i fosfomolibdenske kiseline. Ovaj reagens oksidiSe
fenolna jedinjenja , a sam se redukuje u smesu volfram-oksida i molibden-oksida.

Na;WO4/Na;MoO, + Fenol — (fenol-MoW;1040)* 3.1

MO(VI)(iuto obojen) te — MO(V)(p|aV° obojen)

Ratvor postaje intenzivno plave boje, €iji je intenzitet srazmeran koli¢ini fenolnih jedinjenja.
Plava boja oksida je stabilna. Intenzitet boje se meri spektrofotometrijski, na talasnoj duzini A
=760 nm.

Rastvori i reagensi:

1. 20% Na,COs,

2. Folin-Ciocalteu reagens

3. Standardni rastvor galne Kkiseline
Postupak:

U odmerni sud od 10 ml unosi se odredena zapremina uzorka. Nakon toga se u odmerni
sud dodaje 2,5 ml dejonizovane vode, 0,25 ml rastvora Folin-Ciocalteu i 1ml rastvora
natrijum karbonata (20%). Sud se dopuni do crte vodom i nakon 30min se meri apsorbanca
na talasnoj duzini A = 760 nm, u odnosu na vodu kao slepu probu.

Na osnovu izmerenih apsorbanci, sa kalibracione krive standardnog rastvora galne

kiseline odreduje se masena koncentracija (pg/ml) polifenolnih jedinjenja koris¢enjem
jednacine prave A = (0,0297+0,0012)-c + 0,008+0,0006, n=>5, R% = 0,998), a zatim sadrZaj
polifenolnih jedinjenja u polaznom uzorku izrazen kao ekvivalent galne kiseline.

3.3.2.2. Odredjivanje sadrzaja ukupnih flavonoida

Flavonoidi i flavonglikozidi imaju osobinu da sa metalima grade odgovaraju¢e metalne
komplekse (Jia i sar., 1999). Naro&ito je vazan kompleks sa AI*".

86



H
N o
A13+

Slika 3.3. Kompleks AI** jona sa rutinom.

Koncentracija  flavonoida odredena je primenom AICl3 Kkao reagensa
spektrofotometrijskom metodom.

Rastvori i reagensi:

1. 5% NaNO;

2. 2% AICl;

3. 1mol/L NaOH

4. Standardni rastvor katehina (0,5 mg/L)

Postupak:

Reakciona smeSa je pripremljena meSanjem odredene zapremine uzorka, 4 ml
dejonizovane vode i 0,3 ml 5% NaNO, Nakon 5min dodato je 1,5 ml 2% AICI; nakon 5
min jo§ 2 ml 1mol/L NaOH i dejonizovana voda do 10 ml. Apsorbanca je merena na A = 510
nm, u odnosu na dejonizovanu vodu kao slepu probu.

Na osnovu izmerenih apsorbanci, sa kalibracione krive standardnog rastvora katehina
odreduje se masena koncentracija (ug/ml) flavonoida koriS¢enjem jednacine prave A

=(0,0233+0,0008)-c + 0,009+0,0002), a zatim se sadrzaj ukupnih flavonoida u polaznom
uzorku izrazava kao ekvivalent katehina.

3.3.2.3. Odredjivanje sadriaja antocijana (“singl” pH i pH diferencijalna
metoda)

Sa vremenom, kao i pod uticajem razli¢itih faktora (temperatura, kiseonik i dr.)
dolazi do degradacije monomernih antocijana, ili se povezuju medusobno ili sa drugim
prisutnim jedinjenjima, formiraju¢i na taj nacin proizvode razgradnje. Iako koli¢ina
monomernih antocijana opada, intenzitet boje se ne menja, jer u reakcijama kondenzacije
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nastaju obojeni kondenzovani proizvodi koji su ¢ak i stabilniji nego monomeri (slobodni)
antocijani.

Zbog toga se kvantitativno odredivanje ukupnih antocijana (nedegradiranih monomera
I proizvoda njihove degradacije) zasniva na osobini antocijana, da pri promeni pH sredine,
reverzibilno menjaju svoju strukturu, pri cemu dolazi do promena apsorpcionog spektra.

Sadrzaj ukupnih antocijana odreduje se “sing/” metodom, po kojoj je izmerena
apsorbancija rastvora antocija pri pH 1,0, proporcionalna sadrzaju ukupnih antocijana.

Odredivanje sadrzaja monomernih antocijana izvodi se pH diferencijalnom metodom,
koja se zasniva na osobini monomernih antocijana da su pri pH 1,0 u obliku oksonijum jona
(crveno obojeni), dok su pri pH 4,5 antocijani u poluketalnom obliku (bezbojni) (Guisti i
Wrolstad, 2003).

Reagensi:

1. 0,025 mol/L kalijum-hloridni pufer, pH = 1,0,
2. 0,4 mol/L natrijum-acetatni pufer, pH = 4,5.

Postupak:

Odmeri se odredena zapremina uzorka i prenese u dva odmerna suda od 10 ml, koja su
zatim dopunjena puferom pH 1,0, odnosno pH 4,5. Nakon 15 min izmeri se apsorbancija na
520 nm i 700 nm (zbog korekcije zamucenja).

Koncentracija ukupnih antocijana u uzorku (cu) izracunava se kao ekvivalent malvidin-
3-glukozida (ili cijanidin-3-glukozida) prema formuli:

_ AurM-F1000

Cuk = mg/ml 3.2

el

gde su: Auk = (Asoo — A700)pH=1,0

M — 493,5 gmol™ (ili 449,2 gmol™) molekulska masa malvidin-3-glukozida (ili
cijanidin-3-glukozida)

F — faktor razblaZenja

& — 28000 Lmol*cm™ (ili 26900 Lmol™cm™) molarni koeficijent apsorpcije
malvidin-3-glukozida (ili cijanidin-3-glukozida)

I — 1 cm (debljina Kivete)

Koncentracija nedegradiranih — monomernih antocijana (Cmon) u uzorku izrac¢unata je kao
ekvivalent malvidin-3-glukozida (ili cijanidin-3-glukozida) prema formuli:

88



_ Amon'M-F-1000
Cmon -

3.3

mg/ml

el

gde je: Amon — apsorbanca uzorka, koja je izracunata prema formuli:

Amon = (As20-A700)pH 1,0 - (As20-A700)pH 4,5 3.4

3.3.2.4. Odredivanje procenta polimerne boje

Polimerna boja u uzorcima vina odreduje se primenom metode izbeljivanja bisulfitnim
rastvorom kome podlezu samo monomerni antocijani, koja je opisana od strane Guisti i
Wrolstad (2003).

Reagensi:

1. 0,025 mol/L kalijum-hloridni pufer, pH = 1,0,
2. 0,4 mol/L natrijum-acetatni pufer, pH = 4,5.
3. 20% rastvor bisulfita

Postupak:
Neophodno je pripremiti dva rastvora.

Rastvor I: odredena zapremina uzorka prenese se u odmerni sud od 10 ml i dopuni
puferom pH 1,0 do crte. Apsorbanca ne treba da bude ve¢a od 0,8-1,0. Nakon 15 minuta
meri se apsorbanca na 420 nm, 520 nm i 700 nm.

Intenzitet boje izraCunava se na osnovu podataka dobijenih za rastvor I:
Intenzitet boje = (A420 - A700) + (Aszo - A700) 3.5

Rastvor II: Od rastvora | pipetom se odmeri 4,665 ml u drugi odmerni sud i dopuni sa
0,335 ml rastvora bisulfita. Nakon 15 minuta meri se apsorbanca na 420 nm, 520 nm i 700
nm.

Polimerna boja izrac¢unava se na osnovu podataka dobijenih za rastvor II:
Polimerna boja = = (As20 — A700) + (As20 — A700) 3.6

Procenat polimerne boje dobija se deljenjem jednacine (83) sa jednacinom (84) i mnoZenjem
sa 100:

Procenat polimerne boje (%) = (polimerna boja / intenzitet boje) - 100 3.7
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3.3.2.5. Odredivanje radikal ,,skevindzer* kapaciteta, ukupne antioksidativne
aktivnosti i antioksidativnog potencijala

Kapacitet hvatanja slobodnih radikala ispitivanih uzoraka odreden je merenjem
njihove sposobnosti da neutraliSe DPPH- radikale (DPPH test) (Brand-Williams i sar., 1995).
Metoda se zasniva na pracenju transformacije ljubicasto obojenog, stabilnog, azot-
centriranog DPPH- radikala (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) u redukovanu Zuto obojenu formu
DPPH-H (Hayder i sar., 2004).

Postupak: Potrebno je pripremiti sledece rastvore:
1. Radni rastvor koji sadrzi:
- 2,5 ml rastvora DPPH-
- odredena zapremina uzorka
- dopuni se MeOH do 5ml
2. Kontrolni rastvor (rastvor slepe probe) koji sadrzi
- 2,5 ml rastvora DPPH-
- 2,5 ml MeOH

Apsorbance dobijenih rastvora odredene su spektrofotometrijski na 515 nm nakon 30 min
stajanja na sobnoj temperaturi, uz MeOH kao referentni rastvor. Sve probe su radene u tri
ponavljanja.

Kapacitet hvatanja slobodnih radikala (Radical Scavenging Capacity-RSC) racunat je na
osnovu sledece jednacine:

%RSC = (1 — A—k> 100 3.8

slepe probe

Na osnovu izmerenih razlika apsorbanci AA=Asiepe probe - Auzorka , Sa Kalibracione krive
standardnog rastvora troloksa odredena je ukupna antioksidativna aktivnost u pmol/ml
koris¢enjem jednacine prave (TAA=0,1693- AA - 0,0005), a zatim je ukupna antioksidativna
aktivnost u polaznom uzorku izrazena kao ekvivalent troloksa. Troloks, komercijalni
sinteti¢ki antioksisans, formule:
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HO O

OH

Slika 3.4. Troloks (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilhnroman-2-karboksilna kiselina).
je u vodi rastvoran derivat vitamina E.

Antioksidativni potencijal (AP) se izra¢unava iz odnosa:

AP = TAA(mmol troloksa)
T TP (mg galne kiseline)

1000 3.9

gde je: TAA — ukupna antioksidativna aktivnost

TP - ukupni fenoli

3.3.3. HPLC metoda

Teéna hromatografija sa UV/Vis i fluorescentnim detektorom visoke rezolucije (High
Performance Liquid Chromatography, HPLC) primenjena je za razdvajanje i kvantifikaciju
fenolnih jedinjenja u pripremljenim uzorcima. Izvrsen je razvoj HPLC metode pri ¢emu su
slede¢i parametri pokazali najbolje rezultate. Hromatografsko razdvajanje izvrSeno je na
Eclipse XDB-C18 koloni (4,6mm x 150 mm) uz sistem rastvaraca: A — (H,O+5%HCOOH) i
B - (80%ACN+5%HCOOH+H,0). Razdvajanje komponenti je izvedeno primenom sledeceg
linearnog gradijenta: 0-28 min, 0.0%B; 28-35 min, 25%B; 35-40 min, 50%B; 40-45 min,
80%B, i na kraju poslednjih 10 min ponovo 0%B. Protok mobilne faze je iznosio 0,8 ml/min.
Injektovano je 5 pl rastvora uzorka, automatski, koris¢enjem autosamplera-a. Kolona je
termostatirana na temperaturi od 30°C.

Fenolne komponente prisutne u uzorcima su identifikovane poredenjem njihovih
retencionih vremena i spektara sa retencionim vremenom i spektrom standarda za svaku
komponentu. Kori§¢eni su standardi: malvidin-3-glukozida, cijanidin-3-glukozida,
halogenske kiseline, p-kumarne, kafene i ferulne kiseline, katehina, epikatehina, kvercetina i
kamferola. Kvantitativno odredivanje komponenata je izvrSena metodom spoljasnjeg
standarda. Za svaki pojedinacni standard je pripremljen osnovni rastvor standarda masene
koncentracije 1,0 mg/ml, rastvaranjem u 10% rastvoru metanola. Konstruisana je
kalibraciona kriva, za svaki standard, na osnovu dobijenih povrSina u zavisnosti od masene
koncentracije standarda. Iz dobijene jednaine linearne zavisnosti izraCunate su masene
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koncentracije komponenti u uzorcima. Za komponente u uzorcima za koje nije bio dostupan
standard, kvantifikacija je izvrSena na osnovu kalibracione krive, po strukturi odgovarajuéeg
standarda.

Sve analize su izvrSene u tri ponavljanja.

3.3.4. ICP-OES metoda

ICP-OES metoda je koriS¢ena za kvalitativnu i kvantitativnu analizu uzoraka grozda i
viSanja na sadrzaj metalnih jona.

Rastvori i reagensi:
1. Multi standard — Ultra scientific analztical solution USA
2. HCI(1:1)
3. Argon 5.0 (99,999% cistoce)
Parametri metode:
e Snaga RF generator — 1150 W
e Brzina pumpe — 50 rpm
e Protok gasa za hladenje — 12 L/min
e Protok rasprsivaca gasa — 0,7 L/min
e Pravac posmatranja plazme — aksijalni
e Vreme ispiranja — 30s
e Triprobe za svaki uzorak
e Prikaz rezultata u ppm sa Cetiri znacajne cifre.

Za svaki element ¢iji sadrzaj je bilo potrebno odrediti, formirana je metoda tako $to je
izvr§en izbor odgovaraju¢ih parametara metode i odabirom viSe talasnih duzina. U cilju
konstruisanja kalibracione prave koja daje zavisnost relativnog intenziteta signala na
odgovarajucoj talasnoj duzini u funkciji od koncentracije analita, snimana je slepa proba
(dejonizovana voda) 1 dva rastvora standarda razliCitih koncentracija dobijenih
razblazivanjem osnovnog, referentnog standarda. Za svako merenje radene su po tri probe.
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Izbor najbolje, pa samim tim i radne talasne duzine vrSen je na osnovu relativnog intenziteta
signala kao mere osetljivosti metode, greSaka na odzivu standarda kao i na osnovu veli¢ine
interferiranja prisutnih elemenata u ovakvom realnom uzorku.

3.3.5. Metode za odredivanje brzine reakcije

Da bi se proucila kinetika reakcija degradacije fenolnih komponenti u ispitivanim
uzorcima primenjene su spektrofotometrijska i HPLC metoda.

3.3.5.1. Kineti¢ko-spektrofotometrijska metoda

Eksperimentalni postupak za primenu ove metode obuhvata sledece: selektovane
zapremine svih reaktanata (H20,, Cu(Il), uzorak, vinska kiselina) i vode do ukupno sracunate
krajnje zapremine probe su odmeravane pipetiranjem u odvojene delove cCetvorokrake
posude. Posuda je termostatirana 5 min na odgovarajuoj temperaturi. Trenutak meSanja
rastvora oznacen kao pocetak reakcije, evidentiran je hronometrom. Rastvor je zatim prenet u
mernu kivetu spektrofotometra. Ocitavanje apsorbance je vrSeno na odabranim talasnim
duzinama na svakih 2,5 ili 5 min u trajanju od 40 ili 60 min, zavisno od sistema. Grafik A = f
(t) predstavlja kinetiCku krivu. Na taj naéin je, umesto veli¢ine dc/dt odredena njoj
proporcionalna veli¢ina dA/dt koja je proporcionalna brzini reakcije prema jednacini:

da _ . jde _
prlal: ldt—tga 3.10

gde je: dc — promena koncentracije indikatorske supstance
¢ — molarni koeficijent apsorpcije
| — debljina apsorpcionog sloja i
tga — tangens ugla nagiba linearnog dela kinetike krive prema apscisnoj osi
u koordinatnom sistemu A = f (t).

Za obradu kinetickih parametara primenjena je diferencijalna varijanta tangensne
metode na osnovu linearne zavisnosti apsorbance rastvora od vremena odigravanja reakcije.
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3.3.5.2. HPLC metoda

Ekperimentalni postupak pri primeni ove metode obuhvata sledece: selektovane
zapremine svih reaktanata (H20., Cu(Il), uzorak, vinska kiselina) i vode do ukupno sracunate
krajnje zapremine probe su odmeravane pipetiranjem u odvojene delove cetvorokrake
posude. Posuda je termostatirana 5 min na odgovarajucoj temperaturi. Trenutak mesSanja
rastvora oznaCen kao pocetak reakcije evidentiran je hronometrom. Injektovano je 5 pl
rastvora, a reakciona smesa vra¢ena u thermostat. Kolona je zagrejana na istoj temperaturi
kao | pripremljeni uzorak za analizu. Ocitavanje povrSine pika odgovaraju¢e komponente je
vrSeno na talasnim duzinama od 520nm za antocijane i 275nm/322nm, Agx/Aem za flavan-3-
ole svakih 35 min, nakon svakog injektiranja u trajanju 180 min. Grafik ¢ = f (t) predstavljao
je kineticku krivu. Na osnovu graficke zavisnosti je odredena veli¢ina dc/dt.

3.3.6. Statisticka obrada podataka

Svi eksperimenti su izvrSeni u najmanje tri ponavljanja, a rezultati predstavljeni kao
srednja vrednost. Odredena je standardna devijacija. Za pojedine parametre je uradena analiza
varijanse (ANOVA), Duncan-ov test visestrukih intervala, kao i koeficijent korelacije izmedu
parametara (Prilog).
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4.1. ODREPIVANJE SADRZAJA POLIFENOLA, METALA |
ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI

Radi boljeg razumevanja i postavljanja moguceg mehanizma procesa degradacije
antocijana i flavan-3-ola u crvenim vinima, polifenola u belim vinima i antocijana u cedenim
sokovima visnje, crvene ribizle i maline, neophodno je dobro poznavati sastav sistema u
kome se ovi procesi proucavaju. Kako sastav vina i sokova pre svega zavisi od sastava
grozda, odnosno voca to je bilo neophodno odrediti:

sadrzaj polifenola, metalnih jona 1 antioksidativnu aktivnost grozda,
sadrzaj polifenola i antioksidativnu aktivnost crvenih vina,

sadrzaj polifenola i antioksidativnu aktivnost belih vina,

sadrzaj polifenola, metalnih jona 1 antioksidativnu aktivnost visnje,
sadrzaj polifenola i antioksidativnu aktivnost komercijalnih sokova,
sadrzaj polifenola i antioksidativnu aktivnost vo¢nih vina,

sadrzaj polifenola i antioksidativnu aktivnost crvene ribizle i
sadrzaj polifenola i antioksidativnu aktivnost maline.

NG WDNRE

4.1.1. Odredivanje sadrzaja polifenola, metala i antioksidativne
aktivnosti groZda

Hemijski sastav grozda je vrlo slozen i zavisi od sorte, ekoloskih uslova, stepena
zrelosti, primenjenoj tehnici merenja, kao i brojnih drugih faktora. Cak postoje razlike i u
hemijskom sastavu bobica jednog grozda. Tokom alkoholne fermentacije deo sastojaka
grozda se transformise u nove sastojke koji ulaze u sastav vina, dok deo sastojaka neizmenjen
prelazi u vino. To je razlog potrebe za posebnim proucavanjem hemijskog sastava grozda i
hemijskog sastava vina. Za analizu ekstrakata grozda na sastav i sadrzaj polifenolnih
jedinjenja i njihove antioksidativne aktivnosti, primenjene su spektrofotometrijska i HPLC
metoda, dok je za odredivanje sadrzaja metalnih jona primenjena ICP-OES metoda.

97



4.1.1.1. Spektrofotometrijsko odredivanje polifenola i antioksidativne
aktivnosti groZda

Izolovanje polifenolnih jedinjenja iz voca postize se ekstrakcijom. Najcesce se koriste
dve tehnike: ekstrakcija rastvara¢ima i ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (solid-phase extraction).
Koli¢ina polifenola u ekstraktu, kao i sastav ekstrakta u velikoj meri zavisi od nadina
ekstrakcije, kao i tipa i polarnosti rastvaraca. Prirodni antioksidanti iz voéa se najcesce
ekstrahuju metanolom. Antocijani se najceS¢e ekstrahuju na hladno, metanolom ili amil-
alkoholom koji sadrzi malu koli¢inu kiselne. Takode, pokazalo se da je metanol efikasan
ekstragens i za katehine.

U ovom radu izbor rastvaraca za ekstrakciju fenola iz groZzda, metanola (sa 0,1% HCI)
je prvenstveno izvrsen na osnovu predpostavljene efikasnosti.

Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja sadrzaja ukupnih fenola, ukupnih
flavonoida 1 ukupnih antocijana u metanolnim ekstraktima tri stone i1 Cetiri vinske sorte
grozda, pripremljenim kao S§to je opisano u deluu 3.3.1.1, prikazani su u tabeli 4.1. Dobijeni
rezultati preraCunati su na masu polaznog uzorka.

Primenjena je Folin-Ciocalteou metoda za odredivanje sadrzaja ukupnih fenola.
Nedostatak metode je njena nedovoljna specificnost, jer se fenoli detektuju sa razlicitom
osetljivoscu. Ipak, u radu je koriS¢ena ova metoda, s obzirom da je re¢ o standardnoj metodi
za odredivanje sadrzaja ukupnih fenola u ispitivanim ekstraktima grozda. Rezultat je izrazen
kao ekvivalent galne kiseline (GAE).

Koris¢enjem Duncan-ovog testa visestrukih intervala (tabela 4.1) jasno se uocavaju
razlike u sadrzaja ukupnih fenola u uzorcima grozda. Crvene sorte grozda kao $to su Vranac,
Merlot i Cabernet Sauvignon sadrze viSe fenola od ruziastih sorta grozda kao §to je
Cardinal. Poznato je da na sadrzaj polifenolnih jedinjenja utiCe genotip, mesto i tehnika
gajenja, kao i razlike u zrelosti voca. Takode spoljasnji faktori poput svetlosti, temperature,
prisustva hranljivih materija u zemlji$tu mogu uticati na sastav polifenolnih jedinjenja.

Sadrzaj ukupnih fenola u metanolnim ekstraktima grozda kre¢e se od 142,32 mg
GAE/100g svezeg grozda (sv.g.) u stonoj vrsti grozda Cardinal do 173,60 mg GAE/100 g
sv.g. u vinskoj sorti grozda Cabernet Sauvignon.

Dobijene vrednosti sadrzaja ukupnih fenola su uporedive sa literaturnim podacima,
Sto se moZe zakljuciti iz podataka prikazanih u tabeli 4.2.
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Tabela 4.1. Sadrzaj ukupnih fenola (TP), flavonoida (TF) i antocijana (TA) stonih (Cardinal,
Muscat Hamburg, Ribier) i vinskih (Prokupac, Vranac, Merlot, Cabernet Sauvignon) sorti

grozda.

Sorta grozda TP' (mg GAE/100g) TF* (mg CE/100g) TA’*(mg M3GE/100g)
Cardinal 142,32+1,55" @ 59,46+0,81 a 44,80+1,93 a
Muscat Hamburg 157,46+4,32 bc 101,52+1,42 b 85,13+1,70 b

Ribier 157,30%5,32 hc 95,52+1,24 b 79,10+1,64 ¢
Prokupac 156,28+4,93 b 105,80+1,68 b 88,80+4,58 hc
Vranac 158,56+1,94 bc 122,14+£1,34 ¢ 106,97£1,20 e

Merlot 169,20+2,69 cd 134,80+1,17 d 110,13+1,64 e
Cabernet Sauvignon 173,60+£1,91d 146,20+1,42 ¢ 120,27+2,00 f

" mg ekvivalenta galne kiseline/100g sveZeg grozda; ° mg katehin ekvivalenta/100 g sveZeg grozda; °
mg malvidin-3-glikozid ekvivalenta/100 g svezeg grozda; * srednja vrednost = SD (n=3); °brojevi
oznaceni razli¢itim slovima u koloni se signifikantno razlikuju kada se koristi Duncan-ov test
visestrukih intervala, (p<0,05).

Tabela 4.2. Literaturni podaci za kolicine ukupnih fenola u grozdu (mg GAE/100g svezeg

grozda).

Zemlja Sadrzaj ukupnih fenola Referenca

Srbija 142,3-173,6(n=7) NaSi rezultati

Hrvatska 73,1-348,6(n=7) Milis i sar., 2010

Spanija 176, 210 (n=2) Perez-Magarino, Gonzales-San
Jose, 2006

Spanija 130-360 (n=2) Cantos, Espin, Tomas-
Barberon, 2002

United States 201,1-426,6(n= 14) Yang, Martinson, Lui, 2009

Andalusia 119,1-336,1(n = 5) Guerrero i sar., 2009a

Kina 63-182 (n=23) Hogan i sar., 2009

Kina 250, 480 (n=2) Yietisar., 2009

Georgia 140-310 (n =10) Postrana-Bonilla i sar., 2003

Rezultati  spektrofotometrijskog odredivanja sadrzaja ukupnih flavonoida u
metanolnim ekstraktima grozda, prikazani su takode u tabeli 4.1. SadZaj flavonoida krece se
od 47,78 do 84,21% od ukupnog sadrzaja fenola. Ukoliko se sadrzaj ukupnih flavonoida
razmatra na nivou uzoraka grozda, svojim najvec¢im sadrzajem se istice Cabernet Sauvignon i
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Merlot, dok znacajne razlike izmedu Muscat Hamburga, Ribiera i Prokupca nisu uocene.
Takode, Cardinal je pokazao najmanji sadrzaj ukupnih flavonoida u odnosu na sve ostale
vrste grozda. Imajuci u vidu veliku raznovrsnost jedinjenja koja spadaju u klasu flavonoida,
ova metoda, kao i u slu¢aju odredivanje ukupnih fenola pokazuje nejednaku selektivnost
prema jedinjenjima ove klase, te kao takva nije dovoljno specifi¢na. U novije vreme, sve vise
se insistira na primeni hromatografskih metoda.

Najcesce koris¢ena metoda za odredivanje ukupnih antocijana u grozdu je pH ,,singl*
metoda. Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih antocijana u ekstraktima
grozda (tabela 4.1) pokazuju da je veci sadrzaj antocijana kod ekstrakata vinskih sorti grozda
Cabernet Sauvignon, Merlot ili Vranac (od 106,97 do 120,27 mg/L) u odnosu na stone vrste
grozda (od 44,80 do 85,13 mg/L). Rezultati ispitivanja sadrzaja ukupnih antocijana u grozdu
iz Srbije uglavnom su sli¢ni sa podacima koji se mogu naci u referentnoj literaturi
(Kallithraka i sar., 2009a; Kallithraka i sar. 2007). Pomenuti autori su dobili vrednosti
sadrzaja ukupnih antocijana za Cabernet Sauvignon (sa podruc¢ja Makedonije 1 Grcke) od
44,85 do 253,97 mg/100g svezeg voca (sv.v.), dok su za Merlot dobili vrednost od 73,35 do
219,80 mg/100 g sv.v. Katalini¢ i sar. (2010) su dobili manji sadrzaj (73,9 mg/100 g sv.v.) za
Vranac u odnosu na na$ rezultat (106,97 mg/100 g sv.v.).

Cardinal* Ml Hae™ Ribier®  Prolopac Ve Medot? Coh Sasono?

pmolf100g
[} = = [} = [}
e} e} e} e} e} e}
| I N

Slika 4.1. Antioksidativna aktivnost ispitivanih vrsta grozda. Sorte groZzda oznacene
razlicitim slovima se signifikantno razlikuju kada se koristi Duncan-ov test visestrukih
intervala, (p<0,05).

Metoda na DPPH' radikale se Siroko primenjuje pri odredivanju , skevindzer*
kapaciteta. Antioksidansi reaguju sa stabilnim DPPH’ radikalima i transformiSu ih. Nivo
dekolorizacije rastvora DPPH' radikala ukazuje na ,;skevendzer” potencijal antioksidativnih
jedinjenja. Upravo ova metoda je primenjena za odredivanje antioksidativne aktivnosti
ekstrakata ispitivanih vrsta grozda. Kao referentni antioksidans u ovom testu koris¢en je
metanolni rastvor troloksa. Dobijeni rezultati su predstavljeni na slici 4.1. Najvecu
antioksidativnu vrednost pokazuje Cabernet Sauvignon, sledi Merlot, Vranac, Muskat
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Hamburg, Prokupac i na kraju Cardinal. Vrste koje pokazuju znatnu antioksidativnu aktivnost
imaju 1 veliki sadrzaj ukupnih fenola.

U mnogim istrazivanjima (Kedge i sar., 2007) je dokazan visok stepen pozitivne
korelacije sadrzaja fenolnih jedinjenja grozda i njihove antioksidativne aktivnosti. Da bi se
utvrdila veza izmedu antioksidativne aktivnosti metanolnih ekstrakata grozda i sadrzaja
fenolnih jedinjenja, uradena je korelaciona analiza. Uticaj sadrzaja fenolnih jedinjenja na
antioksidativnu aktivnost metanolnih ekstrakata grozda na DPPH' radikale, iskazan je
pozitivnom i visokom korelacijom (R?=0,902) (slika 4.2). Takode, visoka korelacija postoji
izmedu ukupnih flavonoida i1 antioksidativne aktivnosti (R2=0,945) (slika 4.3) 1 izmedu
ukupnih antocijana i antioksidativne aktivnosti (R?=0,926) (slika 4.4).
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Slika 4.2. Grafik korelacije sadrzaja ukupnih fenola i ukupne antioksidativne aktivnosti
ekstrakata ispitivanih sorti grozda.

101



160

140+

1204

100+

TF (mg/1009)

80

60 [ ]

— T r T T 1 1 T 1T T T T 1T
900 950 1000 1050 1100 1150 1200 1250 1300 1350

TAA (umol/100g)

Slika 4.3. Grafik korelacije sadrzaja ukupnih flavonoida i ukupne antioksidativne aktivnosti
ekstrakata ispitivanih sorti grozda.
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Slika 4.4. Grafik korelacije sadrzaja ukupnih antocijana i ukupne antioksidativne aktivnosti
ekstrakata ispitivanih sorti grozda.
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4.1.1.2. HPLC odredivanje antocijana, flavan-3-ola i hidroksicimetnih
kiselina u groZdu

Objavljen je veliki broj HPLC metoda za odredivanje polifenolnih jedinjenja u
vo¢nim materijalima. U osnovi, one su prilagodene za odredivanje sadrzaja najzastupljenijih
polifenola u jednoj biljnoj vrsti ili odredenog broja jedinjenja u razli¢itim matriksima.

Kvantitativno odredivanje polifenolnih jedinjenja samo po sebi predstavlja
analiticki izazov s obzirom da je procenjeno da postoji preko milion ovih jedinjenja, koja se u
vocu nalaze u obliku glikozida, sa velikom raznovrsno$¢u u boji, vrsti i nacinu vezivanja
Sec¢ernih ostataka.

Polifenoli apsorbuju u vidljivom 1 ultraljubi¢astom delu spektra, pa se 1 detekcija ovih
jedinjenja u analizi HPLC-om temelji na merenju apsorbancije ultraljubicastog i vidljivog
zraCenja, pomocu UV/VIS detektora. Dokazivanje ovih grupa jedinjenja nije moguée pri
samo jednoj talasnoj duzini, jer svaka grupa jedinjenja ima apsorpcione maksimume pri
razli¢itim talasnim duzinama (Prilog, slika 9.15). Antocijani imaju tipi¢nu apsorpcionu traku
na A=520 nm, flavanoli na 360 nm, hidroksicimetne kiseline na 320 nm a flavan-3-oli na 280
nm. U cilju identifikacije i kvantifikacije pojedinih grupa jedinjenja, snimaju se
hromatogrami na odgovaraju¢im talasnim duzinama.

Na slici 4.5 je dat hromatogram za crveno grozde Vranac, a u tabeli 4.3 prikazani su
rezultati odredivanja pojedinih antocujana HPLC metodom u metanolnim ekstraktima
odabranih stonih i vinskih sorti grozda.

Identifikacija monomernih antocijana u ckstraktima grozda vrSena je na osnovu
poredenja retencionih vremena i spektara, na 520 nm sa odgovaraju¢im vrednostima
dobijenim za standarde (Prilog, slike 9.1 —9.4).
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Slika 4.5. HPLC hromatogram antocijana (520 nm) u ekstraktu grozda Vranac: delfinidin-3-
glukozid (1); cijanidin-3-glukozid (2); petunidin-3-glukozid (3); peonidin-3-glukozid (4);
malvidin-3-glukozid (5); delfinidin-3-acetil-glukozid (6); delfinidin-3-p-kumaroil-glukozid

(7); malvidin-3-acetil-glukozid (8); cijanidin-3-p-kumaroil-glukozid (9); petunidin-3-p-
kumaroil-glukozid (10); peonidin-3-p-kumaroil-glukozid (11); malvidin-3-p-kumaroil-
glukozid (12).

Iz tabele 4.3. se moZe uociti da je u vinskim sortama grozda kao i u stonoj vrsti
Ribier najzastupljeniji malvidin-3-glukozid. Ovaj podatak je u skladu sa rezultatima drugih
autora (Guerrero i sar., 2009; Ruberto i sar., 2007). Kod Cardinala najzastupljeniji
antocijanin je peonidin-3-glukozid, $to se i o¢ekivalo s obzirom da Cardinal spada u rose
sorte grozda. Medutim, Muskat Hamburg sadrzi uporedive koli¢ine malvidin-3-glukozida i
peonidin-3-glukozida, $to je suprotno rezultatima nekih autora koji su dobili da je
najzastupljeniji peonidin-3-glukozid. Cantos i sar. (2002), ispitujuci fenolni sastav sedam
sorti stonih vrsta grozda pokazalo se da je u stonim sortama grozda najzastupljeniji antocijan
peonidin-3-glukozid, suprotno vinskim sortama grozda gde je najzastupljeniji malvidin-3-

glukozid.
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Tabela 4.3. Sadrzaj antocijana (mg/100 g sveZeg grozda),™* u stonim (Cardinal, Muscat
Hamburg, Ribier) i vinskim (Prokupac, Vranac, Merlot, Cabernet Sauvignon) sortama

grozda.

Cardinal Mus.Ham Ribier Prokupac Vranac Merlot C.Sauv.

1 Dp-3-glukozid 053t 411t 1,84+ 2,47+ 10,10+ 536  8,20f
0,08 0,35 0,09 0,18 0,72 0,12 0,09

2 Cy-3-glukozid 1,19+ 3,54+ 0,72+ 1,25+ 6,70+ 1,62+ 0,40+
0,10 0,28 0,06 0,09 0,25 0,06 0,01

3 Pt-3-glukozid 0,74+ 4,23+ 2,46+ 2,93+ 11,714 597+ 4,54+
0,09 0,18 0,09 0,11 0,38 0,18 0,08

4 Pn-3-glukozid 1457+ 1572+ 510+ 7,92+ 1433+ 935+ 7,04+
0,82 0,83 0,13 0,29 0,85 0,27 0,11

5 Mv-3-glukozid 11,17+ 2223+ 17,67+ 27,64+ 2914+ 4397+ 54,47+
0,94 0,92 0,52 0,98 0,92 1,18 1,17

6  Dp-3-acetil- nd nd nd nd 0,71+ 0,89+ 0,92+
glukozid 0,06 005 005
7  Dp-p-kumaroil- nd nd nd 1,74+ 2,37+ 1,10+ 0,95+
glukozid 0,07 0,07 008 0,09
8  Mv-3-acetil- nd nd 0,98+ 3,77+ 2,74+ 3,02+ 3,52+
glukozid 0,07 0,05 0,07 005 0,09
9  Cy-3-p-kumaroil- nd nd 1,19+ nd 1,30+ 0,40+ 0,80+
glukozid 0,09 0,02 001 004
10 Pt-3-p-kumaroil- nd nd nd 0,83+ 1,57+ 2,30+ 2,85+
glukozid 0,06 0,03 0,06 0,10
11 Pn-3-p-kumaroil- 2,66+ 1,50+ 3,11+ 2,86 229+ 278t 2,92+
glukozid 0,32 0,06 0,22 0,10 0,07 0,07 0,08
12 Mv-3-p-kumaroil- 1,64+  1,08% 1151+ 7,27+ 5,17+ 12,94+ 9,90+
glukozid 0,12 0,05 0,63 0,08 0,09 0,32 0,42
Ukupno 3250 52,50 44,67 58,68 88,22 89,70 96,60

"' mg malvidin-3-glukozid ekvivalenta /100 g sveZeg grozda; “srednja vrednost + SD (n=3).
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Flavan-3-oli pokazuju apsorbanciju pri A=280 nm, na talasnoj duzini pri kojoj
apsorbuju i ostala fenolna jedinjenja. Medutim, ova jedinjenja, za razliku od ostalih fenolnih
jedinjenja pokazuju fluorescentne osobine. Iz tog razloga fluorescentni detektor je koris¢en za
selektivno odredivanje koncentracije katehina, epikatehina i dimera, procijanidina, B2. Na
slici 4.6 dat je hromatogram na kome su prikazani rezultati kvalitativnog i kvantitativnog
odredivanja flavan-3-ola u metanolnim ekstraktima grozda.

Norm. -

(]

14 16 18 20 22 24 min

Slika 4.6. HPLC hromatogram (275nm/322nm, Jex/Aem) flavan-3-ola u ekstraktu grozda
Prokupac: katehin (1); dimer procijanidina B2 (2); epikatehin (3).

Koli¢ine katehina, epikatehina i procijanidina B2 u 7 razliitih crvenih sorti grozda
prikazano je u tabeli 4.4. Katehin je prisutan u vecoj koli¢ini od epikatehina. Vranac, Merlot 1
Cabernet Sauvignon su sorte grozda sa najve¢im sadrzajem katehina (3,09; 3,62 i 4,08 mg/kg
sv.v.). Dobijene vrednosti su uporedive sa literaturnim podacima. Katalini¢ i sar. (2010) su
dobili vrednosti za sadrzaj katehina za Vranac 1 Merlot 2,05 1 3,12 mg/kg sv.v., i suprotno
naSim rezultatima nisu identifikovali epikatehin.

U pogledu sadrzaja ukupnih flavan-3-ola, najveci sadrZaj je zabelezen u sortama
Vranac, Merlot i Cabernet Sauvignon. Ovaj podatak je potvrden i u radu lacopini i sar.
(2008). S obzirom na ¢injenicu da je sadrzaj ovih jedinjenja znatno veci u semenima nego u
pokozici grozda, to njihov sadrzaj u zrnu grozda zavisi pre svega od dva faktora:
koncentracije ovih jedinjenja u semenima grozda i odnosa ukupne teZine semena i zrna
grozda (Guerrero i sar., 2009). Odnos tezine semena i teZine zrna za Cabernet Sauvognon je
takav da obezbeduje ovoj sorti grozda visok sadrzaj flavan-3-ola.
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Table 4.4. Sadrzaj flavan-3-ola (mg/100 g svezeg grozda)* u stonim (Cardinal, Muscat
Hamburg, Ribier) i vinskim (Prpkupac, Vranac, Merlot, Cabernet Sauvignon) sortama

grozda.
Sorta grozda katehin B2° epikatehin Ukupno
Cardinal 0,63+0,05 0,22+0,04 0,32+0,03 1,17
Muscat Hamburg ~ 1,39+0,08 0,25+0,03 0,72+0,07 2,36
Ribier 0,46+0,06 0,27+0,05 0,38+0,04 1,11
Prokupac 1,17+0,06 0,30+0,05 0,92+0,05 2,39
Vranac 3,09+0,12 0,36+0,04 2,16x0,10 5,61
Merlot 3,62+0,10 0,26+0,02 1,69+0,09 5,57
C. Sauvignon 4,08+0,11 0,21+0,03 2,03+0,08 6,32

'srednja vrednost = SD (n=3); “mg katehin ekvivalenta/100 g sveZeg grozda.

Od ispitivanih vinskih sorti grozda, Prokupac je pokazao najmanji sadrzaj flavan-3-ola.
Do sliénog podatka su dosli Godevac i sar. (2010), koji su ispitivanjem ekstrakata semenki
pet crvenih sorti grozda gajenih u Srbiji utvrdili da najmanji sadrzaj katehina i epikatehina
imaju semenke Prokupca (26,14 i 23,49 mg/100g suvih semenki), a najve¢i Game Noir-a
(145,04 191,67 mg/100 Q).

Primenom HPLC metode odredene su i hidroksicimetne kiseline. Hidroksicimetne
kiseline imaju apsorpcionu traku na 320 nm. Na slici 4.7. je dat hromatogram ekstrakta
Vranca. Hidroksicimetne kiseline, prisutne u uzorcima grozda, su identifikovane poredenjem
njihovih retencionih vremena i spektara sa retencionim vremenom i spektrima na
hromatogramu kafene, p-kumarne i ferulne kiseline. Rezultati odredivanja hidroksicimetnih
kiselina HPLC metodom u ispitivanim vrstama grozda prikazani su u tabeli 4.5. 1z tabele 4.5
se vidi da najveci sadrzaj hidroksicimetnih kiselina ima Merlot (2,09 mg/kg sv.g.) a najmanji
Prokupac (1,01 mg/kg sv.g.). Odnos najveceg i najmanjeg sadrzaja hidroksicimetnih kiselina
je oko 2. Guerrero i sar. (2009) su dobili sli¢an odnos sadrzaja hidroksicimetnih kiselina za
pet ispitivanih crvenih sorti grozda. Isti autori su izveli zakljucak da se hidroksicimetne
kiseline sintetiSu 1/ili degradiraju na isti nacin bez obzira na sortu grozda.
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Slika 4.7. HPLC hromatogram (320nm) hidroksicimetnih kiselina u ekstraktu grozda Vranac:
t-kaftarna kiselina (1); c-kutarna kiselina (2); t-kutarna kiselina (3); kafena kiselina (4).

Tabela 4.5. Sadrzaj hidroksicimetnih kiselina (mg/100 g sveZeg grozda)* u stonim i vinskim
sortama grozda

t-kaftarna c-kutarna t-kutarna t-kafena Ukupno

kiselina® kiselina® kiselina® kiselina
Kardinal 0,68+0,05 0,11+0,03 0,32+0,04 0,08+0,01 1,2040,03
Muscat Hamburg 0,98+0,09 0,17+0,02 0,38+0,07 0,10£0,01 1,63+0,05
Ribier 0,85+0,06 0,19+0,05 0,29+0,03 0,19+0,02 1,4240,04
Prokupac 0,47+0,02 0,22+0,02 0,21+0,01 0,11+0,02 1,01+0,02
Vranac 0,70+0,05 0,11+0,04 0,18+0,02 0,30£0,05 1,2940,04
Merlot 1,05+0,11 0,25+0,02 0,67+0,08 0,12+0,04 2,09+0,06
C.Sauvignon 0,82+0,09 0,09+0,01 0,58+0,02 0,25+0,02 1,7440,04

'srednja vrednost + SD (n=3); “mg ekvivalenta kafene kiseline/100 g svezeg grozda; *mg ekvivalenta
p-kumarne kiseline/100 g svezeg grozda



4.1.1.3. ICP-OES odredivanje metala u groZdu

U grozdu i mostu prisutni su brojni minerali. Njihova ukupna koncentracija u mostu
iznosi od 3-5 g/L. U najvisoj koncentraciji zastupljeni su kalijum, kalcijum i magnezijum.
Koncentracija kalijuma iznosi oko 50% ukupne koli¢ine pepela. Koli¢ina kalijuma i drugih
minerala znatno varira u zavisnosti od njihovih koncentracija u tlu, klimatskih uslova, uslova
proizvodnje, stadijuma zrelosti vo¢a. U grozdu mogu biti prisutni i tragovi teskih metala
poput olova, zive 1 kadmijuma koji se obi¢no taloze tokom vrenja. Za identifikaciju 1
kvantifikaciju metala u uzorcima grozda sa podruc¢ja juzne Srbije koris¢ena je ICP-OES
metoda. Jako dobra osetljivost (ppb) i Siroki radni opseg za mnoge elemente ¢ine ICP-OES
skoro idealnom metodom za analizu uzoraka voca. U cilju odredivanja sadrzaja minerala u
ispitivanim uzorcima grozda, izvrSena je priprema uzoraka po proceduri prikazanoj u delu
3.2.1.2. Zatim su odredeni analiticki parametri za ispitivane elemente. U tabeli 4.6. prikazane
su odabrane talasne duzine za svaki element, koeficijent korelacije i granice detekcije i
kvantifikacije c_ i Cq.

Table 4.6. Karakteristike metoda kvantitativnog odredivanja ispitivanih elemenata.

Element A(nm) c./mgL?t Co/mg L™ Iﬁg(r;:g;ieonr:i
Na 818,326 0,4047 1,3489 1,00000
K 766,490 0,607 2,023 0,99995
Ca 393,366 0,480 1,600 0,99040
Mg 279,553 0,360 1,201 0,99894
Fe 259,940 0,0539 0,1799 0,99992
Cu 324,754 0,1326 0,4421 0,99955
Zn 202,548 0,1138 0,3794 0,99967
Mn 257,610 0,1985 0,6619 0,99900
Cr 284,325 0,0723 0,2412 0,99987
Cd 226,502 0,0826 0,2755 0,99983
Co 230,786 0,1021 0,3405 0,99973
Pb 220,353 0,2325 0,7751 0,99864
Ni 231,604 0,1138 0,3794 0,99969

U tabelama 4.7 i 4.8 prikazan je sadrzaj elemenata, odreden metodom standardnog
dodatka, kao srednja vrednost plus standardna devijacija tri uzastopna merenja.
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Kao sto se iz tabela 4.7. 1 4.8. vidi u uzorcima grozda najzastupljeniji su alkalni (Na, K) i
zemnoalkalni (Ca, Mg) metali, dok su bioloski vazni elementi (Fe, Cu, Zn, Mn) u sledecoj
grupi po zastupljenosti (tabela 4.8). KoriS¢enjem Duncan-ovog testa viSestrukih intervala
jasno se uocavaju razlike u sadrzaju odredivanih elementa u ispitivanim uzorcima grozda.
Zastupljenost ovih elemenata u Cardinalu, Muscat Hamburgu i Ribieru date su na slikama
4.8,4.9 i4.10.

Tabela 4.7. Sadrzaj makoelemenata (mg/100g sezeg voca)* u uzorcima grozda.

Metal Sorta Koli¢ina Dodato Odredeno rikaveri
grozda u uzorku (%)
Na Ca 7,56 £ 0,34 a° 5,00 12,81 +0,28 a 103
MH 9,81+£0,39b 5,00 1492 +0,30 b 101
Ri 11,88+ 0,44 ¢ 5,00 17,40 £0,34 ¢ 104
K Ca 107,77 £ 3,03 a 50,00 151,84+322a 94
MH 106,40 + 2,50 a 50,00 159,22+282a 103
Ri 64,50+1,40b 50,00 110,52+1,12b 94
Ca Ca 9,13£0,39b 5,00 13,70+ 0,28 b 95
MH 8,72+0,20 b 5,00 13,40+ 0,24 b 96
Ri 10,15+ 0,65 a 5,00 15,28 £0,55a 101
Mg Ca 6,32 0,26 a 5,00 11,56 £ 0,28 a 104
MH 5,69£0,14 b 5,00 10,78 £0,22 b 102
Ri 7,30 £0,22 ¢ 5,00 12,72 £0,28 c 106

! srednja vrednost * SD (n=3); ? brojevi ozna&eni razli¢itim slovima u koloni za isti element se
signifikantno razlikuju kada se koristi Duncan-ov test visestrukih intervala, (p<0,05). Ca-Cardinal,
MH-Muskat Hamburg, Ri-Ribier.

Iz tabele 4.8. i slika 4.8- 4.10 se moZe videti da je od mikroelemenata najzastupljeniji
element Fe, zatim slede Mn, Cu i Zn. Bakar i gvozde su nepozeljni u ve¢im koncentracijama
jer katalizuju oksidaciju 1 izazivaju kvarenje vina. U ispitivanim stonim sortama grozda bakar
se kretao u intervalu od 0,64 u Cardinalu do 0,84 mg/kg u Ribieru. Razlike u sadrzaju bakra u
razli¢itim stonim sortama grozda sa istog podruc¢ja posledica su individualnih karakteristika
razli¢itih sorti grozda, dok je sam nivo sadrzaja bitno uslovljen podnebljem na kome je
grozde uzgajano i primenom agrotehni¢kih mera. Provenzano i sar. (2010) su ispitivali
korelaciju sadrzaja bakra u zemljiStu, grozdu i vinu Mediteranskih vinograda. Nadeno je da
zemljiste sadrzi oko 5 mg/kg (na dubini od 20 do 40 cm), grozde od 1,7 do 5 mg/kg dok se u
vinu njegov sadrzaj krece od 0,116 do 0,462 mg/L. Dakle, ako se uporedenje vrsi na nivou kg
grozda/L vina, to je koli¢ina ovog jona za oko jedan red veli¢ine manji u vinu, ako ne dode
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do kontaminacije iz drugih izvora u toku proizvodnje vina. Moze se ocekivati da ¢e sadrzaj
bakra u vinima sa podrucja Srbije biti reda veli¢ine od 0,2 do 0,4 mg/L. Istrazivanja drugih
autora (Razic¢ i sar., 1999) su pokazala da u vinima sa podrucja Srbije, sadrzaj bakra varira u
granicama od 0,18 do 0,41 mg/L.

a I Na I Fe

K b mmcu
[ cCa I 7n
I Mg [IMn
I mikroelementi 6.14% I ostali

81.7%

6.92%
1%

0.644%

Slika 4.8. Zastupljenost makro- (a) i mikroelemenata (b) u Cardinalu.

a I Na b I e
I K [ Cu
[ cCa I 7n
I Mg COMn

[ mikroelementi 5.98% I ostali
7.09%

80.7%

15.1%

6.62%

4.32% 69.9%
0.873%

7.44%

1.88%

Slika 4.9. Zastupljenost makro- (a) i mikroelemenata (b) u Muscat Hamburgu.
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Tabela 4.8. Sadrzaj mikroelemenata (ug/100g svezeg voéa)* u uzorcima grozda.

Metal Sorta Koli¢ina Dodato Odredeno rikaveri

grozda u uzorku (%)

Fe Ca 736,00 +£14,70a° 300 1088,80 + 10,70a 107
MH 784,33 £5,87b 300 1108,60 * 6,82b 103

Ri 925,67 + 6,52¢ 300 1258,88 + 4,68¢ 104

Cu Ca 63,67 = 1,23a 30 95,88 + 1,08a 103
MH 67,10 + 1,40b 30 98,20 + 1,62b 102

Ri 83,93 +1,07c 30 109,82 + 2,04c 95

Zn Ca 52,80 + 1,20a 30 81,66 + 2,20a 98
MH 79,53 +2,67b 30 106,66 + 1,99b 96

Ri 84,37 +2,13c 30 110,64 + 2,50c 96

Mn Ca 177,00 + 3,00a 50 234,22 + 3,66a 104
MH 196,43 + 7,36b 50 250,02 + 6,42b 102

Ri 90,73 +2,17c 50 142,88 + 2,88¢ 102

Cr Ca 6,67 £ 0,23a 3 9,20 £0,18a 93
MH 573+0,17b 3 8,42 £ 0,22b 95

Ri 7,93+0,17c 3 10,42 +0,28¢c 94

Cd Ca 0,37 £0,02a 1 1,42 + 0,04a 113
MH 0,17 +£0,00b 1 1,19 £ 0,03b 112

Ri 0,50 +0,02c 1 1,57 +0,01c 114

Co Ca 1,60 + 0,03a 1 2,70 £ 0,03a 106
MH 1,17 + 0,03b 1 2,20 £ 0,04b 103

Ri 1,10 + 0,02c 1 2,18 £ 0,04c 107

Pb Ca 8,77 £0,23a 5 14,20 £ 0,28a 105
MH 11,00 + 0,50b 5 15,46 + 0,36b 95

Ri 9,43 +0,37a 5 14,68 + 0,48a 103

Ni Ca 7,43 £0,37a 3 10,22 +£0,22a 97
MH 8,77 £0,13b 3 11,40 £ 0,20b 96

Ri 7,53 £0,37a 3 10,22 £ 0,28a 96

! srednja vrednost + SD (n=3); ? brojevi oznaceni razliitim slovima u koloni za isti element se
signifikantno razlikuju kada se koristi Duncan-ov test viSestrukih intervala, (p<0,05). Ca-Cardinal,

MH-Muskat Hamburg, Ri-Ribier.
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a I Na b I Fe

I K [ cCu
[ca I 7n
I Vg IMn

[ mikroelementi I ostali
6.98%

67.9% 10.7%

7.01%

7.68% 76.9%
1.27%

7.54%
1.54%

12.5%

Slika 4.10. Zastupljenost makro- (a) i mikroelemenata (b) u Ribieru.

Sli¢ni rezultati su dobijeni i za druge metalne jone. Tako su nasa ispitivanja pokazala da
se sadrzaj hroma kre¢e u intervalu od 57,3 do 79,3 pg/kg, dok se u grozdu gajenom na
podrugju Spanije ove vrednosti kre¢u od 2,4 do 64,6 ng/kg (Cabrera-Vique i sar., 1997).
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4.1.2. Odredivanje sadriaja polifenola i antioksidativne aktivnosti

crvenih vina

U tabeli 4.9 prikazan je naziv, sorte grozda i podrucje proizvodnje ispitivanih crvenih

vina.

Tabela 4.9. Naziv, vrste grozda i podrucje proizvodnje ispitivanih crvenih vina.
Vino Naziv Sorte grozda Podrucje

1 Zdrepceva krv Vranac, Merlot, C.Souv. Subotica- Srhija
2 Medas crni Merlot, Game, Burgundac Aleksandr. -Srbija
3 Medveda krv Prokupac, Vranac Kru$evac-Srbija
4 KratoSia Kratosia Aleksandr. -Srbija
5 Merlot Merlot Subatica- Srbija
6 Game Game Krusevac-Srbija
7 Cabernet Sauvignon Cabernet Sauvignon Krusevac-Srbija
8 Cabernet Sauvignon Cabernet Sauvignon Tikves-Makedonija
9 Zdrebac Vranac Subotica- Srbija
10 Vranac Vranac Aleksandr. -Srbija
11 Vranac Vranac Krusevac-Srbija
12 Vranac Vranac Stip-Makedonija
13 Vranac Vranac Ohrid-Makedonija
14 Vranac Vranac Ov¢epolsko-Make.
15 Vranac Vranac Skoplje-Makedonija

Za odredivanje sadrzaja polifenola i antioksidativne aktivnosti ispitivanih crvenih vina
koriS¢ene su spektrofotometrijska i HPLC metoda.
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4.1.2.1. Spektrofotometrijsko odredivanje polifenola i antioksidativne
aktivnosti crvenih vina

U tabeli 4.10. prikazani su rezultati spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih fenola
u 15 uzoraka ispitivanih crvenih vina. Rezultati pokazuju da je najveéi sadrzaj fenolnih
jedinjenja u vinu Medveda krv, koje je dobijeno kupazom od sorti grozda Vranac i Prokupac.
Najmanji sadrZaj uoéen je u vinu Zdrep&eva krv. Kori§éenjem Duncan-ovog testa visestrukih
intervala jasno se uoCavaju razlike izmedu sadrzaja ukupnih rastvorljivih fenola u ispitivanim
vrstama crvenih vina. Signifikantne razlike vina u pogledu sadrzaja ukupnih polifenola su
takode date u tabeli 4.10. Ako se razlike razmatraju samo u okviru vina proizvedenih od
jedne iste vrste grozda, odnosno Vranca, i uzimaju¢i u obzir statistiCke parametre, vina
Vranac (Ohrid-Makedonija i Skoplje-Makedonija) to su vina sa najve¢im sadrzajem
polifenola, dok su vina Vranac (Aleksandrovac-Srbija i Ovcepolsko-Makedonija) uzorci sa
najmanjim sadrzajem polifenola. Ovo potvrduje Cinjenicu da sastav i sadrzaj polifenolnih
jedinjenja zavisi pre svega od sorte grozda, ali moZe biti uslovljen i naCinom uzgajanja,
klimatskim wuslovima 1 postupkom ekstrakcije. Dobijene vrednosti sadrzaja ukupnih
polifenola u crvenim vinima su uporedive sa literaturnim podacima. SadrZaj polifenola u
hrvatskim crvenim vinima se kre¢e od 2809 do 3183 mg GAE/L (Katalini¢ i sar., 2004),
italijanskim od 1365 do 3326 mg/L (Simonetti i sar., 1997), turskim od 1070 do 3410 mg/L
(Anli i sar., 2009), dok se u brazilskim kre¢e od 3200 do 5900 mg/L (Lucena i sar., 2010).

Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih flavonoida u ispitivanim
crvenim vinima prikazani su u tabeli 4.10. SadrZaj ukupnih flavonoida u 15 uzoraka crvenih
vina krece se od 1578.9 do 1998.4 mg CE/L, pri ¢emu je vino Cabernet Sauvignon (Tikves-
Makedonija) najbogatije flavonoidima. Iz tabele se moze videti da je znatan udeo flavonoida
(odnos TF/TP) u ukupnom sadrzaju polifenola (0.63-0.73) kod crvenih vina.

Intenzitet boje vina ne zavisi samo od toga koliko ¢e se bojenih materija ekstrahovati iz
pokozice grozda, ve¢ 1 koliko ¢e se antocijana zadrzati u vinu tokom ¢uvanja. Do promene
boje crvenih vina dolazi zbog strukturnih promena antocijana (od jonizovanih antocijana,
karbiola i hinoidne veze) do kondenzovanih antocijana, pa se na osnovu njihovog
procentualnog uces¢a u boji vina moze proceniti starost vina. Tokom Cuvanja vina najveci
deo antocijana sa taninima gradi stabilne tamnomrke komplekse, a manji deo se razlaze pod
uticajem temperature, svetlosti, kiseonika ili se istalozi kao koloidna frakcija. Po pravilu, kod
starijih crvenih vina, apsorbanca na 520 nm se smanjuje, dok se apsorbanca na 420 nm
povecava, zbog prelaska monomernih u polimerne antocijane (Luoana, 2005). Ispitivanjem
uticaja vremena Cuvanja (u boci) vina na sadrzaj monomernih i polimernih antocijana,
Poiana i sar. (2008) su pokazali da se tokom cuvanja u boci od 30 meseci, procenat
monomernih antocijana smanjio od 75,89 do 24,0, dok se u istom vremenskom periodu
procenat polimernih antocijana povecao od 11,93 do 68,51. Iz gore navedenih razloga
neophodno je odrediti posebno sadrzaj monomernih antocijana kao i procenat polimerne boje
u ispitivanim crvenim vinima.
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Tabela 4.10. Sadrzaj ukupnih fenola (TP) i flavonoida (TF) ispitivanih crvenih vina i njihov

odnos.
Vino Naziv TP! (mg GAE/L) TF? (mg CE/L) TF/TP
1 Zdrepéeva krv 2321+ 81°a* 1578,9+50,3 a 0,68
2 Medas crni 2738 £ 86 bc 1802,3 + 68,0 bc 0,66
3 Medveda krv 3080 £ 101 bc 1950,2 + 68,4 bc 0,63
4 Kratosija 2800 + 95bc 1850,2 + 61,6 bc 0,66
5 Merlot 2620 + 95ab 1762,3 + 59,9 abc 0,67
6 Game 2665 + 87 ab 1820,1 + 62,7 bc 0,68
7 Cabernet Souvignhon 2429 + 82 a 1682,3 £ 57,2 ab 0,69
8 Cabernet Sougvinon 2860 £ 105 bc 1998,4 + 69,9 bc 0,70
9 Zdrebac 2377 £ 78a 1580,2 £50,5a 0,66
10 Vranac 2561 + 84 ab 1772,3 + 67,3 abc 0,69
11 Vranac 2668 + 98 ab 1770,5 = 60,2 abc 0,66
12 Vranac 2525 + 84 ab 1720,2 + 59,9 ab 0,68
13 Vranac 2850 + 93 bc 1955,3+66,5¢C 0,69
14 Vranac 2379 £ 76a 1735,8 + 57,3 abc 0,73
15 Vranac 2850 £ 99 bc 1910,8 £ 63,8 0,66

'mg ekvivalenta galne kiseline /I vina; “mg katehin ekvivalenta /L vina; *srednja vrednost + SD (n=3);
“brojevi oznaceni razli¢itim slovima u koloni se zna&ajno razlikuju kada se koristi Duncan-ov test
viSestrukih intervala, (p<0,05).

Sadrzaj monomernih antocijana odreden je za vina starosti od 3 do 6 godina, prema
proceduri prikazanoj u delu 3.3.2.3. Rezultati analize pokazani su u tabeli 4.11. U istoj tabeli
prikazani su i rezultati odredivanja procenta polimerne boje, po proceduri datoj u delu
3.3.2.4. Analiza rezultata pokazuje da je najveca koncentracija monomernih antocijana
odredena u vinu Cabernet Sauvignon (br.8, godina punjenja 2007, analiza radena krajem
2009. godine), a najniza koncentracija takode u vinu Cabernet Sauvignon (br.7, godina
punjenja 2003.). Suprotno ovim rezultatima, procenat polimerne boje je najvec¢i u uzorku vina
7, a najmanji u uzorku vina 8. Dobijeni rezultati potvrduju literaturne podatke da monomerni
antocijani tokom starenja u boci prelaze u polimerne antocijane.
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Tabela 4.11. Sadrzaj monomernih antocijana (MA) 1 procenat polimerne boje ispitivanih
crvenih vina.

Vino Godina MA® (mg/L) Procenat polimerne boje
(%)°
1 Zdrep&eva krv 2005 62,2 £5,5" bc’ 70,4+0,9
2 Medas crni 2005 775+6,2c¢ 65,2+ 0,7
3 Medveda krv 2004 46,6 +3,9ab 76,9112
4 Kratosija 2004 43,1+29ab 77,1+1,0
5 Merlot 2004 38,8+3,2ab 799+11
6 Game 2005 63,5 +5,0bc 70,1+ 0,6
7 Cabernet Souvignon 2003 305+24a 855+0,8
8 Cabernet Sougvinon 2007 1655+£99¢c 36,5+0,9
9 Zdrebac 2005 54,1 +45b 720+1,2
10 Vranac 2005 48,5+ 4,2ab 732+x11
11 Vranac 2005 55,7+ 4,2 bc 72907
12 Vranac 2005 63,8 £5,3 bc 70,0 £0,6
13 Vranac 2005 79,3+5/4c 66,2 £ 0,5
14 Vranac 2004 50,2+4,0ab 80,011
15 Vranac 2005 70,3+ 4,8 bc 70,109

'mg malvidin-3-glukozid ekvivalenta /L vina;* % polimerne boje = (polimerna boja / gustina boje) x
100; %srednja vrednost + SD (n=3); brojevi ozna&eni razli¢itim slovima u koloni se zna¢ajno razlikuju
kada se koristi Duncan-ov test vi§estrukih intervala, (p<0,05).

Radikal |, skevindzer” kapacitet 1 antioksidativna aktivnost u ispitivanim uzorcima
vina je odredena primenom DPPH metode, koja je detaljno opisana u delu 3.3.2.5. Dobijeni
rezultati su dati u tabeli 4.12. Na osnovu rezultata prikazanih u tabeli 4.12. moze se zakljuciti
da ispitivana vina imaju znatan radikal ,skevindzer* kapacitet i znatnu antioksidativnu
aktivnost.

Sposobnost neutralizacije DPPH' radikala (RSC) u ispitivanim crvenim vinima krece
se u intervalu od 74,8 do 87,9%, pri ¢emu je najvecu sposobnost pokazalo vino Cabernet
Sauvignon-Tikves, Makedonija. Poredenja radi naves¢éemo podatak da se radikal ,,skevinder®
kapacitet hrvatskih crvenih vina krece u intervalu od 72,1 do 82,65 % (Katalini¢ i sar., 2004).
Ukupna antioksidativna aktivnost italijanskih crvenih vina krece se u intervalu od 7,8 do 19,8
mmol TE/L (Simonetti i sar., 1997), dok je za crvena vina juzne Afrike odreden interval od
9,51 do 12,39 mmol TE/L (De Beer i sar., 2003), §to je u skladu sa nasim rezultatima (13,10
— 15,0 mmol TE/L).
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Antioksidativni potencijal su De Beer i sar. (2003) odredivali da bi napravili razliku
izmedu ispitivanih vina i doveli u vezu antioksidativnu aktivnost i sadrzaj fenola u njima. Za
pet crvenih vina dobili su da se antioksidativni potencijal krec¢e od 4,73 za vino Ruby
Cabernet do 5,24 za Cabernet Sauvignon. Nasa ispitivanja su pokazala da od 15 ispitivanih
crvenih vina najveéi antioksidativni potencijal ima vino Zdrep&eva krv (5,82), odnosno vino
koje pokazuje najvecu antioksidativnu aktivnost u odnosu na sadrzaj ukupnih fenola.

U mnogim istrazivanjima (Muselik i sar., 2007; Lucena i sar., 2010) je dokazan visok
stepen pozitivne korelacije sadrzaja fenolnih jedinjenja i antioksidativne aktivnosti vina. Da
bi se potvrdila veza izmedu ukupne antioksidativne aktivnosti vina i sadrzaja ukupnih fenola,
ukupnih flavonoida i monomernih antocijana uradena je korelaciona analiza. Uticaj sadrzaja
fenolnih jedinjenja na antioksidativnu aktivnost crvenih vina na DPPH radikale, iskazan je
relativno dobrom korelacijom (R?=0,85) (slika 4.11). Analiza korelacije izmedu sadrZaja
ukupnih flavonoida i ukupne antioksidativne aktivnosti ispitivanih vina pokazuje koeficijent
R?=0,77 (slika 4.12), dok korelacija izmedu ukupnih monomernih antocijana i ukupne
antioksidativne aktivnosti pokazuje koeficijent R°=0,16 (slika 4.13), §to se i o&ekivalo s
obzirom na mali sadrZzaj monomernih antocijana (tabela 4.11) u ispitivanim crvenim vinima.
SadrZzaj monomernih antocijana u vinu se smanjuje sa vremenom starenjavina u boci zbog
prelaska monomernih antocijana u polimerne.
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Slika 4.11. Grafik korelacije sadrzaja ukupnih fenola i ukupne antioksidativne aktivnosti
ispitivanih crvenih vina.
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Tabela 4.12. Radikal “skevendzer” kapacitet (RSC), ukupna antioksidativna aktivnost (TAA)
i antioksidativni potencijal (AP) ispitivanih crvenih vina.

Vino RSC (%) TAA! (mmol TE/L) AP?
1 Zdrep&eva krv 77,4 +0,9° 13,5+0,36 582 +0,72
2 Medas crni 83,7+0,8 14,6 £ 0,48 5,33 £0,63
3 Medveda krv 859+0,8 15,0 £ 0,48 4,87 £ 0,52
4 Kratosija 83,7+0,3 14,6 £ 0,45 5,21 £0,58
5 Merlot 81,8+0,8 14,3 £0,47 5,46 0,67
6 Game 80,3+0,7 14,0 £ 0,43 5,25+0,43
7 Cabernet Souvignon 78,5+0,3 13,7 £ 0,46 5,64 £ 0,28
8 Cabernet Sougvinon 87,9+0,2 14,3 + 0,46 5,00 £ 0,62
9 Zdrebac 74,8+0,2 13,1+0,43 5,51 +0,82
10 Vranac 795+£0,8 13,8 £0,52 5,41 £ 0,75
11 Vranac 84,6 +0,5 14,7 £ 0,48 5,53 +£0,67
12 Vranac 82,6 +0,4 14,4 + 0,46 5,71 +£0,55
13 Vranac 83,8+0,3 14,6 £ 0,38 513+0,57
14 Vranac 79,5+0,2 13,8 £ 0,39 5,80 £ 0,39
15 Vranac 86,3+0,7 15,0 £ 0,40 5,28 £0,48

'mmol troloks ekvivalenta /L vina;  Ukupna antioksidativna aktivnost je izrazena kao ekvivalent
troloksa; AP (antioksidativni potencijal) = TAA (mM trolosa) x 1000 / ukupni fenoli (mg galne
kiseline/L).
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Slika 4.12. Grafik korelacije sadrzaja ukupnih flavonoida i ukupne antioksidativne aktivnosti
ispitivanih crvenih vina.
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Slika 4.13. Grafik korelacije sadrzaja ukupnih monomernih antocijana i ukupne
antioksidativne aktivnosti ispitivanih crvenih vina.
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4.1.2.2. HPLC odredivanje antocijana, flavonola, flavan-3-ola i
hidroksicimetnih kiselina u crvenom vinu

Prema Broiillard (1982), u kiseloj sredini (vinu) antocijani se nalaze u pet, dinamicki
uravnotezenih molekulskih oblika: crveno obojeni flavilijum katjoni, ljubicaste hinoidne
baze, hinoidne baze, slabo obojene baze i halkona, §to je prikazano na slici 21. Boja i sastav
vina zavise od pH. U normalnim uslovima prisutni su flavilijum katjoni i karbinol baze, dok
se hinoidne baze i halkoni javljaju pri viSim temperaturama. Da bi odredili sastav 1 sadrzaj
pojedinaénih antocijana primenili smo HPLC metodu.

U ispitivanim crvenim vinima identifikovani su i kvantifikovani glukozidi pet antocijana:
malvidina, cijanidina, delfinidina, petunidina i peonidina, a takode i njihovi acetil i kumaroil
derivati.

Na slici 4.14 je dat hromatogram crvenog vina Vranac. ldentifikovano je 18 jedinjenja,
medu kojima je i vitisin A. Vitisin A nastaje tokom alkoholne fermentacije reakcijom
malvidina i piruvinske kiseline, dok reakcijom malvidina i acetaldehida nastaje vitisin B. Ovi
produkti, kao i antocijani, mogu biti acilovani ili mogu formirati polimere sa taninima.
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Slika 4.14. HPLC hromatogram antocijana (520 nm) u crvenom vinu Vranac: delfinidin-3-
glukozid (1); cijanidin-3-glukozid (2); petunidin-3-glukozid (3); peonidin-3-glukozid (4);
malvidin-3-glukozid (5); delfinidin-3-acetil-glukozid (6); vitisin A (7); cijanidin-3-acetil-

glukozid (8); petunidin-3-acetil-glukozid (9); Delfinidin-3-kumaroil-glukozid (10); Peonidin-

3-acetil-glukozid (11); malvidin-3-acetil-glukozid (12); cijanidin-3-kumaroil-glukozid (13);
malvidin-3-kumaroil-glukozid-cis (14); petunidin-3-kumaroil-glukozid (15); peonidin-3-p-

kumaroil-glukozid (16); malvidin-3-kumaroil-glukozid (17); malvidin-3-vinilfenol-glukozid

(18).
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Rezultati odredivanja monomernih antocijana u vinu Merlot (br. 5, godina punjenja
2004., analiza radena krajem 2009.), Vranac (br.11, godina punjenja 2005.) i Vranac (br.15,
godina punjenja 2005.) prikazani su u tabeli 4.13. Iz tabele se moze videti da je njihov sadrzaj
u ispitivanim crvenim vinima mali, $to je u saglasnosti sa staro§¢u vina i sa rezultatima za ista
vina dobijenih spektrofotometrijskom analizom (tabela 4.11).

Predhodni rezultati pokazuju da se hemijski sastav vina dosta razlikuje u zavisnosti od
vrste grozda, godine branja, starosti vina, razlicitih uslova gajenja vinove loze tj. podrucja.
Da bi se objasnio uticaj razli¢ite lokacije na sastav vina uradena je uporedna analiza Vvina
Vranac iz Srbije, Makedonije i Crne Gore iste godine proizvodnje 2009 (uzeta su mlada
vina) HPLC metodom. U tabeli 4.14, dat je sadrzaj antocijana, flavonola, flavan-3-ola i
hidroksicimetnih kiselina, dok je zastupljenost pojedinih klasa jedinjenja prema ukupnom
sadrzaju fenolnih jedinjenja odredenom HPLC metodom za ispitivana vina data na slikama
4.15-4.17.

Tabela 4.13. Sadrzaj antocijana (mg/L)™* u crvenim vinima odreden HPLC metodom.

Vino Merlot (5) Vranac (11) Vranac (15)
Dp-3-glukozid 1,22+0,02 4,75+0,20 3,85+0,09
Cy-3-glukozid 0,13+0,01 0,43+0,05 1,27+0,05
Pt-3-glukozid 1,52+0,04 4,82+0,18 5,72+0,17
Pn-3-glukozid 0,54+0,02 3,84+0,11 6,75+0,21
Mv-3-glukozid 15,47+0,15 26,52+0,35 33,29+0,56

Dp-3-acetil-glukozid 0,76+0,09 0,26+0,03 0,28+0,05
Cy-3-acetil-glukozid 1,09+0,08 0,14+0,02 0,38+0,06
Pt-3-acetil-glukozid 1,26+0,03 0,28+0,02 0,29+0,03
Pn-3-acetil-glukozid nd 0,78+0,07 1,01+0,18
Mv-3-acetil-glukozid 7,47+0,10 2,34+0,10 4,67+0,12
Dp-3-kumaroil-glukozid 0,6240,05 nd 0,46+0,09
Cy-3-kumaroil-glukozid 0,26+0,01 0,10+0,02 0,28+0,07
Pt-3-kumaroil-glukozid 0,14+0,02 0,09+0,03 0,17+0,06
Pn-3-kumaroil-glukozid 0,16+0,02 0,64+0,05 0,84+0,12
Mv-3-kumaroil-glukozid 0,87+0,02 2,68+0,06 3,11+0,18
Mv-3-kuma.-glukozid-cis nd 0,36+0,03 0,43+0,08
Vitisin A 1,62+0,08 1,23+0,10 1,36%0,06
Mv-3-vinilfenol-glukozid nd 0,07+0,10 0,21+0,03
Ukupno 33,13 49,65 64,23

" mg malvidin-3-glukozid ekvivalenta /L vina; “srednja vrednost + SD (n=3).
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Podaci iz tabele 4.14 i slika 4.15— 4.17 ukazuju na veliku zastupljenost antocijana u
mladim crvenim vinima Vranac (66,1-71,7%). Podaci na slikama 4.15-4.17 pokazuju da
medu antocijanima su najzastupljeniji glukozidi (82,4-84,2%), slede acetil-glukozidi (11,8-
12,7%) i na kraju kumaroil-glukozidi (3,8-5,7%). Najzastupljeniji glukozid je glukozid
malvidina, Kkoji je prisutan sa 60,24% (srednja vrednost) u odnosu na ukupan sadrzaj
antocijana, najzastupljeniji acetil-glukozid je takode malvidin-3-acetil-glukozid (9,44% u
odnosu na ukupan sadrzaj antocijana) i na kraju ista je situacija i sa malvidin-3-kumaroil-
glukozidom (3,87%). Zastupljenost antocijana u ispitivanim uzorcima vina Vranac sledi niz:

Mv-3-G > Mv-3-AG > Pn-3-G > Pt-3-G > Dp-3-G >Mv-3-CG

Sa izuzetkom u vinu Vranac iz Srbije gde je Mv-3-CG > Dp-3-G. Sli¢an niz, sa uo¢enim
izuzetkom predlozen je u referentnoj literaturi (Kallithraka i sar., 2007).

Nadeno je da se sadrzaj flavonola u ispitivanim uzorcima vina Vranac krece u intervalu
od 18,13 do 23,60 mg/L (3,13-4,02% u odnosu na ukupni sadrzaj odredenih fenolnih
komponenti), $to je u skladu sa rezultatima drugih autora. Rodriguez-Delgado i sar. (2002) su
pronasli da su u 9 $panskih mladih crvenih vina sa razli¢itog podrucja flavonoli prisutni u
intervalu od 10,80 do 32,14 mg/L.

U gr¢kim (Arnous i sar., 2001) i madarskim (Nikfardjam i sar., 2006) crvenim vinima
sadrzaj flavan-3-ola iznosi 145,9 (n=10), osnosno 182,4 (n=67), dok je u naSim crvenim
vinima odreden manji sadrzaj i on iznosi 113,25 mg/L (n=3). Medutim, crvena vina Vranac
sadrze vise hidroksicimetnih kiselina (50,29 mg/L, srednja vrednost) u odnosu na madarska
vina (12,0 mg/L), ali istovremeno manje u odnosu na gr¢ka vina (501,6 mg/L).

a I flavonoli b I glikozidi
I antocijani [ acetil-glikozidi
[ flavan-3-oli I kumaroil-glukozidi

I cimetne kiseline

19.9%

82.4% 12.7%

66.1% 10.6%

4.9%
3.43%

Slika 4.15. Zastupljenost pojedinih klasa jedinjenja (a) i antocijana u obliku glukozida, acetil
glukozida i kumaroil glukozida (b) u vinu Vranac-Srbija.
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Tabela 4.14. Sadrzaj (mg/L)* antocijana, flavonola, flavan-3-ola i hidroksicimetnih kiselina u
crvenim vinima odreden HPLC metodom.

vino

Zemlja Srbija Crna Gora Makedonija
Naziv Vranac Grnogorski vranac  Makedo. crveno
Vrsta grozda Vranac Vranac Vranac, Pinot Noir
Godina 2009 alk. 11,5% 2009 alk. 11,5% 2009 alk. 11,5%
Antocijani
Dp-3-glukozid 10,95+0,72 18,83+0,52 20,18+0,93
Cy-3-glukozid 3,25+0,41 4,88+0,11 2,85+0,06
Pt-3-glukozid 28,53+0,83 36,51+0,85 25,62+0,75
Pn-3-glukozid 29,05+0,62 36,54+0,78 30,89+0,99
Mv-3-glukozid 205,38+0,98 280,21+1,36 238,72+1,52
Vitisin A 10,58+0,18 9,01+0,82 8,37+0,23
Cy-3-acetil-glukozid 1,93+0,09 2,26+0,11 2,58+0,11
Pt-3-acetl-glukozid 5,07+0,11 4,69+0,09 3,26+0,18
Pn-3-acetil-glukozid 2,85+0,08 2,38+0,07 3,02+0,22
Mv-3-acetil-glukozid 32,73+0,76 45,46+0,78 36,58+0,48
Pt-3-kumaroil-glukozid 1,83+0,23 1,65+0,05 2,13+0,08
Pn-3-kumaroil-glukozid 1,12+0,12 1,38+0,04 1,49+0,06
Mv-3-kumaroil-glukozid 13,52+0,09 14,03+0,14 18,52+0,18
Ukupno® 349,79+0,40 457,81+0,44 394,21+0,45
Flavonoli
Miricetin-3-glukozid® 2,05+0,31 1,85+0,38 2,18+0,28
Kvercetin-3-glukozid* 2,95+0,28 3,15+0,09 4,79%0,25
Kvercetin-3-glukuronid* 7,23+£0,52 9,18+0,52 8,28+0,35
Miricetin 2,65+0,18 1,63+0,08 2,39+0,11
Kvercetin 3,25+0,25 4,25+0,11 5,96+0,09
Ukupno 18,13+0,31 20,06+0,24 23,60£0,22
Flavan-3-oli
Katehin 62,05+0,92 55,38+0,85 76,78+0,62
Procijanidin-B2° 23,78+0,38 30,28+0,73 14,50+0,38
Epikatehin 19,53+0,72 39,70+0,28 14,74+0,18
Ukupno 105,36+0,67 125,36+0,62 109,02+0,39
Hidroksicimetne Kiseline
t-kaftarna® 27,34+0,53 15,34+0,62 32,52+0,57
GRP® 2,87+0,28 4,18+0,18 4,69+0,32
t-kutarna’ 17,56+0,18 2,45+0,18 9,52+0,25
kafena 3,1240,20 6,95+0,22 1,03+0,09
p-kumarna 3,96+0,11 2,81+0,11 1,52+0,07
Ferulna 0,98+0,09 3,62+0,14 10,43+0,58
Ukupno 55,83+0,23 35,35+0,24 59,71+0,31

Isrednja vrednost + SD (n=3); “mg malvidin-3-glukozid ekvivalenta /L vina; ®mg miricetin

ekvivaletna /L vina; * mg kvercetin ekvivalenta /L vina; °mg katehin ekvivalenta /L vina; ®mg

ekvivalenta kafene kiseline/L vina; ‘mg ekvivalenta p-kumarne kiseline/L vina.
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I flavonoli
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Slika 4.16. Zastupljenost pojedinih klasa jedinjenja (a) i antocijana u obliku glukozida, acetil

glukozida i kumaroil glukozida (b) u vinu Vranac-Crna Gora.

I flavonoli

I antocijani

[ flavan-3-oli
I cimetne kiseline
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67.2% 102%

4.02%

I glukozidi
[ acetil-glukozidi
I kumaroil-glukozidi

11.8%
82.5% &t

5.74%

Slika 4.17. Zastupljenost pojedinih klasa jedinjenja (a) i antocijana u obliku glukozida, acetil

glukozida i kumaroil glukozida (b) u vinu Makedonsko crveno-Makedonija.
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4.1.3. Odpredivanje sadrZaja polifenola i antioksidativne aktivnosti
belih vina

U tabeli 4.15 prikazan je naziv, sorte grozda i podrucje proizvodnje ispitivanih belih
vina.

Tabela 4.15. Naziv, sorte grozda i podrucje proizvodnje ispitivanih belih vina.

Vino Naziv(godina) Sorte grozda Podrucje

1 Gradevina (2007) Italijanski rizling
2 Smederevka (2007) Smederevka Zapadno-
3 Chardonnay (2007) Chardonnay moravskKi
4 Chardonnay-Terra Chardonnay region

Lazarica (2007)

Medas beli (2007)  Chard., Sauvig., M. Otonel
Zupski rizling (2003) Italij.rizling

7 Car Konstantin- Semillon

Semillon (2003)
8 Traminac (2004) Traminac Banatski
9 Banatski rizling Ita.rizling, smederevka regiom

(2007)

10 Muscat Otonel (2007) Muscat Otonel

Za odredivanje sadrzaja fenolnih jedinjenja i antioksidativne aktivnosti belih vina
koriS¢ene su spektrofotometrijska i HPLC metoda.

4.1.3.1. Spektrofotometrijsko odredivanje polifenola i antioksidativne
aktivnosti belih vina

U tabeli 4.16. su prikazani rezultati spektrofotometrijskih odredivanja ukupnih fenola u
10 ispitivanih belih vina. Kako sastav belih vina dosta zavisi i od vremena ¢uvanja u boci, to
¢e se za dalju analizu u diskusiji uzimati u obzir vina koja su flasirana u istoj godini. Od svih
proizvedenih vina u 2007 godini, Meda$§ beli i Terra-Lazarica Chardonnay imaju najveci
sadrzaj fenolnih jedinjenja (420,6 i1 358,0 mg GAE/L), potom slede Banatski Rizling,
Grasevina, Chardonnay, Muscat Otonel i na kraju Smederevka. Koli¢ina ukupnih fenola u
vinu Meda$ beli je signifikantno veca i razli¢ita u odnosu na koli¢ine fenola u ostalim
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ispitivanim vrstama belih vina. Dobijene vrednosti sadrzaja ukupnih fenola u ispitivanim
belim vinima proizvedenih u Srbiji su uporedive sa literaturnim podacima datim u tabeli
4.17.

Tabela 4.16. Sadrzaj ukupnih fenola (TP) i flavonoida (TF) ispitivanih belih vina i njihov

odnos.

Vino Naziv TP! (mg GAE/L) TF%(mgCE/L) TF/TP
1 Gradevina 268,818,0° b°* 46,50+1,16 a 0,17
2 Smederevka 238,3+6,6 a 45,30+1,29 a 0,19
3 Chardonnay 253,8+7,8 ab 46,29+1,43 a 0,18
4 Chardonnay-T.L. 358,0+10,2 dc 65,00£1,86 ¢ 0,18
5 Medas beli 420,6+12,0 e 81,32+2,36 d 0,19
6 Zupski rizling 380,0+12,1 d 63,99+1,92 ¢ 0,17
7 Semillon 261,5+7,8 ab 48,25+1,38 a 0,18
8 Traminac 270,2£79b 50,02£1,55 a 0,18
9 Banatski rizling 330,2+9,4 ¢ 56,29+1,66 b 0,17
10 Muscat Otonel 252,0+£7,5 ab 47,88+1,35a 0,18

'mg ekvivalenta galne kiseline/L vina; “mg katehin ekvivalenta/L vina; *srednja vrednost + SD (n=3);
“brojevi oznaeni razli¢itim slovima u koloni se znadajno razlikuju kada se koristi Duncan-ov test
viSestrukih intervala, (p<0,05).

Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja sadrzja ukupnih flavonoida u belim
vinima, prikazani su takode u tabeli 4.16. Sadrzaj ukupnih flavonoida u belim vinima krece
se od 45,30 do 81,32 mg CE/L, pri cemu je i u ovom slu¢aju vino Medas beli bilo najbogatije
flavonoidima, dok je vino Smederevka imalo najmanji sadrzaj. Statistcki parametri ukazuju
da se znacajno razlikuju u pogledu sadrzaja flavonoida vina Meda$ beli, Terra-Lazarica
Chardinnay, Banatski Rizling i Zupski rizling od ostalih belih vina. Medutim, razlike u
pogledu sadrZaja flavonoida ne postoje izmedu vina GraSevina, Smederevka, Chardonnay,
Car Konstantin-Semijon, Traminac i Muscat Otonel. Velki broj istrazivanja ukazuju da je
sadrZaj i1 sastav flavonoida genetski uslovljen, ali da i uslovi gajenja i kasnija tretiranja grozda
pri proizvodnji vina u znacajnoj meri uti¢u na sadrzaj flavonoida, §to se pokazalo i u ovom
slu¢aju. Udeo flavonoida u odnosu na sadrzaj ukupnih fenola belih vina kre¢e se od 0,17 do
0,19, i znatno je manji u odnosu na crvena vina (0,63-0,73, tabela 4.10). Dobijeni rezultati su
u skladu sa rezultatima drugih autora (Katalini¢ i sar., 2004).
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Tabela 4.17. Literaturni podaci.

Zemlja Ukupni fenoli (mg GAE/L) Literatura
Hrvatska 161-431 (n=15) Katalinic i sar., 2008
Hrvatska 301-402 (n=4) Katalinic i sar., 2004
Hrvatska 231-273 (n=2) Budic-Leto i sar., 2002
Hrvatska 191-652 (n=3) Rastija i sar., 2009
Grcka 162-286 (n=12) Salacha i sar., 2008
Grcka 213-277 (n=5) Roussis i sar., 2008
Spanija 89-407 (n=17) Fernandez-Pachon i sar., 2004
Spanija 178-293 (n=5) Sanchez-Moreno i sar., 1999
Italija 170-260 (n=16) Stevanato i sar., 2004
Italija 96-146 (n=3) Simonetti i sar., 1997
Ceska Republika 103-125 (n=7) Stratil i sar., 2008
Juzna Afrika 242-292 (n=4) De Beer i sar., 2003

Kao $to se vidi iz tebele 4.18 analiza radikal , skevindzer” kapaciteta |
antioksidativne aktivnosti, uradena koris¢enjem DPPH radikala upucuje da se procenat RSC
razli¢itih belih vina kre¢e od 12,73 do 19,05%, odnosno TAA od 0,87 do 1,35 mmol TE/L, i
da je najveca kod vina Medas beli a najmanja kod belog vina Chaedonnay. Uvazavajuci
rezultate Duncan-ovog testa viSestrukih intervala, jasno se uocavaju razlike u ukupnoj
antnioksidativnoj aktivnosti izmedu ispitivanih belih vina. Katalini¢ i sar. (2004) su odredili
da se RSC hrvatskih belih vina kre¢e od 10,30% za Traminac do 16,16% za belo vino
Marastina. Fernandez-Pachon i sar. (2004) su za 17 S$panskih belih vina odredili da se
antioksidativna aktivnost kre¢e od 0,30 do 2,68 mmol TE/L, dok su Honer i sar. (2002) za 16
nemackih belih vina odredili da se antioksidativna antivnost kre¢e od 0,2 do 1,9 mmol TE/L,
§to je u saglasnosti sa nasim rezultatima (0,87 — 1,35 mmol TE/L).
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Tabela 4.18. Radikal ,, skevendzer* kapacitet (RSC) i ukupna antioksidativna aktivnost (TAA)
ispitivanih belih vina.

Vino Naziv RSC (%) TAA' (mmol TE/L)
1 Gradevina 14,00 0,95+0,02° ab®
2 Smederevka 13,50 0,92+0,03 a
3 Chardonnay 12,73 0,87+0,03 a
4 Chardonnay-T.L. 16,30 1,16+0,05 cd
5 Medas beli 19,05 1,35+0,06 e
6 Zupski rizling 18,64 1,29+0,03 de
7 Semillon 12,83 0,88+0,03 a
8 Traminac 13,82 0,94+0,05 a
9 Banatski rizling 16,04 1,10+0,04 bc
10 Muscat Otonel 14,95 0,99+0,06 ab

"mmol troloks ekvivalenta/L vina; “srednja vrednost + SD (n=3); *brojevi oznaceni razlicitim
slovima u koloni se zna¢ajno razlikuju kada se koristi Duncan-oV test vi$estrukih intervala, (p<0,05).

Analza korelacije izmedu koncentracije ukupnih fenola i antioksidativne aktivnosti
ispitivanih belih vina pokazuje da je koeficijent korelacije 0,938 (slika 4.18), dok je
koeficijent korelacije izmedu koncentracije ukupnih flavonoida i antioksidativne aktivnosti
takode Vvisok i iznosi 0,938 (slika 4.19), sto je u skladu sa rezultatima drugih autora (Honer i
sar., 2002).

450 -
400
350 -

300

TP (mg/L)

250

TAA (mmol/L)

Slika 4.18. Grafik korelacije sadrzaja ukupnih fenola i ukupne antioksidativne aktivnosti
ispitivanih belih vina.
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Slika 4.19. Grafik korelacije sadrzaja ukupnih flavonoida i ukupne antioksidativne aktivnosti
ispitivanih belih vina.

4.1.3.2. HPLC odredivanje hidroksicimetnih kiselina u belom vinu

Za bela vina je karakteristino prisustvo hidroksicimetnih kiselina. Njihov sadrzaj je
odreden HPLC metodom. Hidroksicimetne kiseline imaju apsorpcionu traku na A=320 nm.
Na slici 4.20 je dat hromatogram za belo vino Banatski rizling.

U ispitivanim belim vinima utvrdeno je i kvantifikovano prisustvo t-kaftarne kiselne,
GRP, t-kutarne, kafene i p-kumarne kiseline. U poredenju sa ostalim kvantifikovanim
jedinjenjima, svojim sadrzajem se istie t-kaftarna kiselina (tabela 4.19), sledi t-kutarna,
kafena i na kraju p-kumarna. Nasi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima drugih autora.
Kallithraka i sar. (2009b) su u 11 belih gr¢kih vina odredili da sadrze: kafenu kiselinu (0,55
mg/L), p-kumarnu (0,18), kaftarnu (29,62), kutarnu (4,36) i ferulnu (0,32) kiselinu.
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Tabela 4.19. Sadrzaj (mg/L)* hidroksicimetnih kiselina u belim vinima

Vino Kafena p-kumarna t-kaftarna t-kutarna GRP?
kiselina kiselina kiselina? kiselina®

Chardonnay 1,57+0,18 nd 14,71+1,05 2,66+0,74 1,13+0,15

Bant.rizling 3,39+0,65 0,62+0,09  43,53+151  5,74+0,76  2,39+0,35

GraSevina 2,27+0,82 0,71+0,08 21,96%1,20 3,71+0,90 nd

Traminac 7,70+0,98 2,0240,65  7,56+0,85 1,36+0,53  1,91+0,48

Semillon 3,88+0,80 1,72+0.06 nd 1,21+0,22 4,14+0,52

'srednja vrednost + SD (n=3)., “mg ekvivalenta kafene kiseline/L vina., °mg ekvivalenta p-

kumarne kiseline/L vina.
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Slika 4.20. HPLC hromatogram (320 nm) hidroksicimetnih kiselina u belom vinu Banatski
rizling: t-kaftarna kiselina(1); GRP (2); t- kutarna kiselina(3); kafena kiselina (4) i p-
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4.1.4. Odredivanje sadriaja polifenola, metala i antioksidativne
aktivnosti viSnje

Za odredivanje sadrzaja polifenola, metalnih jona i antioksidativne aktivnosti
koriS¢ene su tri sorte viSanja: Marela, Cigancica i Oblac¢inska viSnja. Analiza je vrSena
primenom spektrofotometrijske, HPLC i ICP-OES metoda.

4.1.4.1. Spektrofotometrijsko odredivanje polifenola i antioksidativne
aktivnosti visnje

U tabeli 4.20 su prikazani rezultati spektrofotometrijskog odredjivanja ukupnih fenola,
ukupnih flavonoida, ukupnih antocijana i antioksidativne aktivnosti ekstrakata visnji
(dobijenih po proceduri datoj u delu 3.3.1.1) za tri sezone 2008., 2009. i 2010. Dobijeni
rezultati preracunati su na masu polaznog uzorka.

Tabela 4.20. Sadrzaj ukupnih fenola(TP), ukupnih flavonoida (TF),ukupnih antocijana (TA) i
ukupne antioksidativne aktivnosti (TAA) ispitivanih sorti visnjanja.

Sorta 2008 2009 2010
TP Marela 72,05+0,45° c’c”  87,83+1,82ca 78,98+1,70 ¢,b
mg GAE/100g Oblacinska 140,76+3,04 a,b 159,03+3,97 a,a 146,12+2,80 a,b
SV.V. Cigangica 91,02+0,52 b,c 122,10+3,60 b,a 112,83+4,62 b,b
TF? Marela 65,51+1,64 b,a 65,99+2,86 c,a 64,38+2,15 c,a
mg CE/100g Obladinska 75,58+0,79 a,c 124,51+0,82 a,a 110,87+6,55a,b
SV.V. Cigancica 75,86+1,13 a,b 87,82+1,84 b,a 93,7045,40 b,a
TAA® Marela 39,02+1,28 b,b 48,24+1,67 b,a 45,24+1,11 c,a
mgC3GE/100g Oblacinska 54,14+2,06 a,c 64,43+0,57 a,b 81,55+1,78 a,a
SV.V. Cigancica 55,76+1,24 a,c 62,30+0,98 a,b 66,72+1,55 b,a
TAC’ Marela 3,12+0,08 b,ab 3,36+0,11 b,a 2,87+0,10 b,b
mmol TE/100g Oblacinska 3,47+0,07 a,a 3,80+0,18 ac,a 3,40+0,04 a,a
SV.V. Cigangica 3,49+0,13a,a 3,51+0,08 cbh,a 3,00+0,16 b,b

SV.v.-sveze voée, ‘mg ekvivalenta galne kiseline/100 g svezeg voca; “mg katehin ekvivalenta/100 g
svezeg voéa; °mg cijanidin-3-glukozid ekvivalenta/100 g svezeg voca; ‘mmol troloks ekvivalenta/100
g svezeg voca; “srednja vrednost + SD (n=3); ®brojevi oznadeni razli¢itim slovima u koloni (za jednu
grupu jedinjenja) se signifikantno razlikuju kada se koristi Duncan-ov test viSestrukih intervala,
(p<0,05); "brojevi oznaleni razli¢itim slovima u redu (za jednu grupu jedinjenja i jednu sortu visnje u
razli¢itim godinama branja) se signifikantno razlikuju kada se koristi Duncan-ov test viSestrukih
intervala, (p<0,05).
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Analizom dobijenih rezultata moze se uociti da se sadrzaj ukupnih fenola u uzorcima
vi$nji menja u zavisnosti od vrste viSnje i godine branja i kre¢e se u granicama od 87,83 mg
GAE/100g svezeg voca (sv.v.) u visnji Marela do 159,03 mg GAE/100g sv.v. u Oblacinskoj
visnji za 2009. godinu, kada su zabeleZene najvece vrednosti.

Kao $to se vidi iz tabele 4.20. isti je slucaj i kod ukupnih flavonoida, pa se moze re¢i
da je sadrzaj flavonoida u uzorku Oblaéinske viSnje ve¢a u odnosu na preostale vrste visnji.
Naime, najveéi sadrzaj ukupnih flavonoida nadena je u Oblacinskoj visnji (124,51 mg
CE/100 g sv.v., za 2009.godinu) Sto odgovara i najve¢em sadrzaju polifenola u ovoj vrsti
visnje.

Kori§¢enjem Duncan-ovog testa viSestrukih intervala (tabela 4.20) jasno se uocavaju
razlike u sadrzaju ukupnih fenola i flavonoida u ispitivanim vrstama vis$nje tokom iste sezone,
odnosno jedne sorte viSnje u tri razli¢ite sezone. Poznato je da na sadrZzaj polifenolnih
jedinjenja utiCe genotip, mesto 1 tehnika gajenja, kao 1 razlike u zrelosti voca. Takode
spoljasnji faktori poput svetlosti, temperature, prisustvo hranljivih materija u zemljiStu mogu
uticati na sastav polifenolnih jedinjenja. Rezultati ispitivanja sadrZaja ukupnih fenola u visnji
gajenoj u Srbiji uglavnom su sli¢ni sa podacima koji se mogu naci u referentnoj literaturi.
Sadrzaj polifenola u hrvatskoj vi$nji Maraska i Cigancica iznose 78,0 i 144,7 mg GAE/100g
sV.V. (Dradovié-Uzelac i sar., 2007), dok se u americkim ova vrednost krece od 92,1 do
312,4 mg GAE/100g sv.v. (Kim i sar., 2005).

Sto se ti¢e analize koncentracije monomernih antocijana po pH diferencijalnoj metodi
(opisanoj u delu 3.3.2.3), takode se primecuje da Oblacinska viSnja ima vece vrednosti
koncentracije u odnosu na ostale dve vrste vi$nji. Sadrzaj monomernih antocijana se krece od
45,24 do 81,55 mg C3GE/100g sv.v., pri ¢emu je ckstrakt Marele bio najsiromas$niji
antocijanima. Kim i sar. (2005), ispitujuci sadrzaj antocijana u Cetiri sorte viSanja pokazali su
da se sadrZaj antocijana u njima krec¢e u intervalu od 49,1 do 109,2 C3GE/100g sv.v.

Metoda na DPPH' radikale je primenjena za odredivanje antioksidativne aktivnosti
ekstrakata ispitivanih vrsta vi$nji. Dobijeni rezultati su predstavljeni u tabeli 4.20. Najvecu
antioksidativnu vrednost pokazuje Oblacinska viSnja, sledi viSnja Cigancica i na kraju vi$nja
Marela. Vrste koje pokazuju znatnu antioksidativnu aktivnost imaju 1 veliki sadrZzaj ukupnih
fenola. Uvazavajuéi rezultate Duncan-ovog testa visestrukih intervala, jasno se uocavaju
znacajne razlike u antioksidativnoj aktivnosti izmedu Oblacinske viSnje i1 drugih ispitivanih
vrsta. Uporedenja radi, nave$¢emo samo podatak da su Dragovi¢-Uzelac i sar. (2007) nasli
da Maraska i Cigan¢ica imaju vrednosti za TAA od 4,3 i 3,2 mmol TE/100g sv.v.
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4.1.4.2. HPLC odredivanje antocijana i hidroksicimetnih kiselina u viSnji

HPLC metoda je primenjena za kvalitativno i kvantitativno odredivanje antocijana i
hidroksicimetnih kiselina. Za ovo odredivanje koriS¢ena je metoda direktnog injektovanja
uzorka ekstrakata visnji. Na slici 4.21 prikazan je HPLC hromatogram ekstrakta Obladinske
visnje (berba 2010.).

Antocijani prisutni u uzorcima visnji su identifikovani poredenjem njihovih retencionih
vremena i spektara sa retencionim vremenom i spektrom standarda za cijanidin-3-glukozida i
literaturnih podataka (Blano i sar., 2004).

U ekstraktima vi$nji odredeno je prisustvo i kvantifikovano cetiri antocijanina: (1)
cijanidin-3-soforozid, (2) cijanidin-3-glukozil-rutinozid, (3) cijanidin-3-glukozid, (4)
cijanidin-3-rutinozid, $to je u saglasnosti sa rezultatima Blando i sar. (2004). Medutim, neki
peonidin-3-rutinosid (Kim i sar., 2005), odnosno pelargonidin-3-glukozid i pelargonidin-3-
rutinozid (Pedesic i sar., 2010). Sadrzaj identifikovanih antocijana odreden HPLC metodom
prikazan je u tabeli 4.36. Sadrzaj monomernih antocijana u visnjama se kre¢e od maksimalne
vrednosti 79,31 mg/100 g sv.v., koliko iznosi za OblaCinsku visnju, do 40,03 mg/100 g sv.v.
za viSnju Marelu. Iz tabele se moze uocCiti da u svim uzorcima visnji, najzastupljeniji
antocijanin je cijanidin-3-glukozil-rutinozid. Sadrzaj antocijana u viSnjama, odreden od
strane gore pomenutih autora kretao se od 45,57 do 98,64 mg/100g sv.v., pri ¢emu je u svim
sluéajevima cijanidin-3-glukozil-rutinozid bio najzastupljeniji antocijan.

mAU 2

20
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10

20 21 22 23 24 25 P 8
Slika 4.21. HPLC hromatogram (520 nm) antocijanina u ekstraktu Oblacinske visnje : (1)
cijanidin-3-soforozid, (2) cijanidin-3-glukozil-rutinozid, (3) cijanidin-3-glukozid, (4)

cijanidin-3-rutinozid.
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Na slici 4.22 je dat hromatogram za ekstrakt Oblacinske visnje (berba 2010) snimljen
na 320 nm. HPLC hromatogram prikazuje hidroksicimetne kiseline prisutne u uzorcima
vi$nji. Ove kiseline su identifikovane poredenjem njihovih retencionih vremena i spektara sa
retencionim vremenom i spektrom halogenske kiseline, p-kumarne i ferulne kiseline (Prilog,
slike 9.11-9.14).

Rezultati odredivanja hidroksicimetnih kiselina HPLC metodom u ispitivanim
vrstama visnje prikazani su u tabeli 4.21. Rezultati u tabeli pokazuju da najveci sadrZaj
hidroksicimetnih kiselina ima Oblacinska visnja (17,23 mg/100 g sv.v.), sledi Marela (13,62
mg/100 g sv.v.) 1 na kraju Cigancica (11,82 mg/100 g sv.v.), pri ¢emu je neohlorogenska
kiselina prisutna u najvec¢oj koli¢ini (9,37-12,64 mg/100g sv.v., odnosno 73,36-79,43%). Kim
i sar. (2005) su odredili sardzaj hidroksicimetnih kiselina u 4 sorte vi$nji od 16,57 do 33,63
mg/100g sv.v., a procenat ucesca neohlorogenske kiseline kretao se od 40,67 do 89,58%.

Tabela 4.21. Sadrzaj (mg/100g svieg voca) antocijana i hidroksicimetnih kiselina u

ekstraktima visnjanja.

Marela Oblacinska Cigancica
Antocijan’
Cy-3-soforozid 4,93+0,22° 2,9610,18 8,13+0,36
Cy-3-glukozil-rutinozid 24,73+0,72 62,09+1,95 38,42+1,35
Cy-3-glukozid 0,88+0,09 1,31+0,10 1,24+0,11
Cy-3-rutinozid 9,49+0,52 12,95+0,78 17,13+1,02
Hidroksicimetne Kiseline
neohlorogenska kiselina” 10,51+0,83 12,64+0,65 9,37+0,88
derivat p-kumarne kis.? 1,05+0,12 1,73+0,08 1,54+0,20
p-kumarna kiselina 1,22+0,09 2,08+0,05 0,58+0,11
ferulna kiselina 0,84+0,05 0,78+0,02 0,33+0,02

'mg cijanidin-3-glukozid ekvivalenta/100 g svezeg vo¢a; “mg ekvivalenta hlorogenske kiseline/100 g
svezeg voéa; °mg ekvivalenta p-kumarne kiseline/100 g svezeg vocéa; “srednja vrednost = SD (n=3).
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Fig. 4.22. HPLC hromatogram (320 nm) hidroksicimetnih kiselina u ekstraktu Oblacinske
visnje: (1) neohlorogenska kiselina, (2) derivat p-kumarne kiseline, (3) p-kumarna kiselina,
(4) ferulna kiselina.

4.1.4.3. Promene sadriaja fenolnih jedinjenja u visnji tokom zrenja

Na slici 4.23. prikazane su promene ukupnih fenola Oblacinske viSnje tokom zrenja
za uzorke ove vrste vi$nje branih u 7 razli¢itih faza zrenja tokom 2008, 2009 i 2010 godine.
Uocava se povecanje sadrzaja ukupnih fenola tokom zrenja. Sa slike se takode moze uoditi da
se tokom prvih faza branja moze desiti da dode do opadanja ukupnog sadrzaja fenola. Fenoli
su veoma kompleksna jedinjenja Cija se biosinteza odvija tokom celog perioda zrenja voca,
pri ¢emu dolazi do degradacije jednih i sinteze drugih jedinjenja Sto uslovljava promene u
sastavu i Koli¢ini fenolnih jedinjenja. Poveéanje sadrzaja polifenola tokom zrenja uo€ili su i
drugi autori (Kallay i sar., 2008; Pedesi¢ i sar., 2007).
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Slika 4.23. Promene sadrzaja ukupnih fenola tokom zrenja Oblacinske visnje u A : 2008; eo:
2009, i m: 2010 godini.

Antocijani spadaju u one fenolne komponente koji se stalno stavaraju tokom zrenja,
pa se njihova koli¢ina konstantno povecava, pri ¢emu je zabeleZeno naglo povecanje u
kasnijim fazama zrenja. Pri tome su zabelezene i izvesne anomalije u pogledu promena
sadrZaja antocijanina u vis$nji (3 i 4 faza branja, slika 4.24). PoloZaj vo¢a na stablu moze biti
uzrok ove anomalije. Voce na stablu izlozeno suncu brze sazreva od voca unutar kroSnje
stabla. Pored toga i klimatski uslovi i period branja znatno uticu na sadrzaj antocijana u vocu.
Najvece naglo povecanje sadrzaja ukupnih antocijanina je zabeleZzeno u 2010. godini, Sto se
objasnjava najve¢om proseénom temperaturom u drugoj dekadi juna 2010. godine (tabela
4.22), odnosno, najpovoljnijim uslovima za biosintezu antocijana.

Tabela 4.22. Prosecne temperature po dekadama u aprilu, maju i junu 2008, 2009 i 2010.

Sezona April Maj Jun
| dekada Il dekada | dekada 1l dekada | dekada Il dekada
2008 10,4 13,7 12,8 17,3 18,5 20,7
2009 12,9 12,0 17,6 14,3 20,7 21,6
2010 12,9 12,0 17,1 13,9 19,0 24,5

Podaci Meteoroloske stanice, Knjazevac
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Slika 4.24. Promene sadrzaja ukupnih antocijanina tokom zrenja Oblacinske visnje u m:
2008; ®:2009; i A: 2010 godini.

Generalno antioksidativna aktivnost raste tokom zrenja (slika 4.25), medutim, izmedu
antioksidativne aktivnosti i ukupnih fenola, kao i ukupnih antocijanina ne postoji direktna
korelacija, Sto se moze uociti uporedenjem slika 4.23,4.24 1 4.25. Tokom zrenja razliiti
fenoli se sintetizuju, a oni imaju razli¢ite antioksidativne aktivnosti, pa samim tim intenzitet
promene antioksidativne aktivnosti nece uvek pratiti intenzitet promene sadrzaja ukupnih
fenola.
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slika 4.25. Promene antioksidativne aktivnosti tokom zrenja Oblacinske visnje u m: 2008, ®:
2009; i A: 2010 godini.
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HPLC metoda je iskoris¢ena i za ispitivanje sezonskih promena sadrzaja pojedinac¢nih
antocijana i hidroksicimetnih kiselina tokom zrenja. Sadrzaj cijanidin-3-glukozil-rutinozida i
cijanidin-3-rutinozida, kao najzastupljenijih antocijana se stalno povecava tokom zrenja (slika
4.26), pri tome se sadrzaj prvog antocijanina povecao za 3,2 puta, a drugog za 4,9 puta.
Pedesi¢ i sar.. (2010) su u slu¢aju viSnje Maraske gajene u u regionu Zadra nasli da se
sadrzaj cijanidin-3-glukozil-rutinozida, u toku 4 faze zrenja povecao samo 1,05 puta a
cijanidin-3-rutinozida 3,3 puta, dok se u istoj sorti viSnje gajene u regionu Splita, sadrzaj
cijanidin-3-glukozil-rutinozida povecéao 4,8 a cijanidin-3-rutinozida 1,6 puta. Nasi i rezutati
drugih autora potvrduju da je sastav antocijana bitno uslovljen klimatskim uslovima podrucja
na kome je gajeno voce 1 vremenom branja. Medutim, sadrZaj neohlorogenske kiseline se
smanjuje tokom zrenja. Ovaj podatak je i u ovom sluc¢aju u skladu sa literaturnim podacima.
Hakkinen (2000) je u svojoj doktorskoj disertaciji naveo podatak da je koncentracija
hidroksicimetnih kiselina velika u zelenom vocu, da naglo opada a zatim znatno sporije
tokom zrenja 1 skladiStenja voca.
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Slika 4.26. Promene sadrzaja cijanidin-3-glikozil rutinozida (m), cijanidin-3-rutinozida (e) i
neohlorogenske kiseline (A ) tokom zrenja.

139



4.1.4.4. ICP-OES odredivanje metala u visnji

U plodovima vocéa ima razli¢itih minerala koji se pretezno nalaze u obliku soli
organskih kiselina. Ukupna koli¢ina mineralnih materija u voc¢u krece se od 0,15 do 0,80%, a
vi$nja sadrzi oko 0,50% mineralnih materija.

U tabeli 4.6. prikazane su odabrane talasne duzine za svaki element, koeficijent
korelacije i granice detekcije i kvantifikacije c. i Cq za odredivane elemente.

Elementi koji su identifikovani i kvantifikovani u tri sorte viSnje, odnosno u Oblac¢inskoj
visnji, Mareli i Cigancici, mogu se podeliti na makroelemente (tabela 4.23) i mikroelemente
(tabela 4.24). Od makroelemenata kalijum je najzastupljeniji u svim uzorcima, za njim slede
natrijum 1 kalcijum, dok se magnezijum nalazi u manjoj koli¢ini. Koli¢ine kalijjuma i
kalcijuma direktno uti¢u na kvalitet i Cuvanje plodova. Najveéa vrednost kalijuma je
pronadena u Oblac¢inskoj viSnji. Ispitivane sorte viSnji ne pokazuju signifikantne razlike u
pogledu sadrzaja kalcijuma i magnezijuma. U nasim vi$njama pronadene su manje koli¢ine
K, Cai1 Mg (124,20; 9,14 1 7,90 mg/100g sv.v.) a nesto vece koli¢ine Na (10,75) u odnosu na
madarske (227,09; 48,46; 18,701 6,25 mg/100g sv.v.)(Papp i sar., 2008).

Tabela 4.23.Sadrzaj maktoelemenata (mg/100g svezeg voca)' u uzorcima visnje.

Metal Sorta Koli¢ina Dodato odredeno Rikaveri
visnje u uzorku (%)
Na Ob 11,31 +0,26 ac° 5,00 16,90+ 0,18 ac 105
Ma 8,48+0,14b 5,00 13,20+ 0,12 b 97
Ci 12,45+ 0,35¢C 5,00 17,10+ 0,28 c 97
K Ob 156,96 +£3,07a 50,00 210,50+ 4,10a 102
Ma 117,13+£1,69b 50,00 160,20+1,20 b 94
Ci 98,53+1,48¢c 50,00 141,62+1,52c 93
Ca Ob 9,14 + 0,66 a 5,00 13,92+ 0,58 a 98
Ma 9,12+0,19a 5,00 13,80+ 0,22 a 96
Ci 9,16 + 0,26 a 5,00 13,74+ 0,18 a 95
Mg Ob 7,62+0,12 a 5,00 13,12+ 0,16 a 107
Ma 8,16 + 0,22 a 5,00 13,32+ 0,28 a 102
Ci 7,93+0,27 a 5,00 12,74+ 0,22 a 98

'srednja vrednost = SD (n=3); “brojevi oznaceni razli¢itim slovima u koloni se signifikantno razlikuju
kada se koristi Duncan-ov test viSestrukih intervala, (p<0,05). Ob-Oblacinska, Ma-Marela, Ci-
Cigancica.
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Tabela 4.24.Sadrzaj mikroelemenata (ug/100 g svezeg voéa)* u uzorcima visnje.

Metal Sorta Koli¢ina u Doda- Odredeno Rikaveri

vitnje uzorku t0 (%)

Fe Ob 807,99 £3,52ab> 300  1150,22 + 3,22ab 105
Ma 848,26 + 9,63b 300 1198,76 + 9,08b 106

Ci 630,66 + 4,28c 300 940,88 + 3,98c 102

Cu Ob 99,29 + 1,23a 30 124,22 +1,08a 95
Ma 68,09 + 3,14b 30 97,10 + 2,86b 98

Ci 55,56 + 4,20c 30 84,66 + 3,80c 98

Zn Ob 71,69 + 1,20a 30 103,06 + 1,08a 102
Ma 53,46 +2,35b 30 85,66 +1,88b 104

Ci 65,09 + 2,63c 30 96,50 + 2,22¢ 102

Mn Ob 55,86 + 1,82a 30 84,22 + 2,02a 97
Ma 42,47 +2,36b 30 73,44 + 2,56b 102

Ci 46,19 +1,28b 30 77,20 £ 1,68b 102

Cr Ob 10,59 £+ 0,32a 5 14,88 +0,22a 93
Ma 6,86 £ 0,17b 5 11,48 £0,24b 9

Ci 6,09 + 0,09b 5 10,98 +0,19b 98

Cd Ob 0,09 +0,01a 1 1,10 £0,03a 111
Ma 0,06 + 0,00b 1 1,07 £0,05b 117

Ci 0,39 +0,02c 1 1,42 £0,03c 108

Co Ob 1,43 £0.03a 3 4,34 £ 0.04a 94
Ma 1,23 £0,02b 3 4,22 +0,08b 99

Ci 6,96 + 0,05¢c 3 10,08 +0,12c 102

Pb Ob 3,46 + 0,28a 3 6,58 + 0,22a 103
Ma 6,93 £ 0,62b 3 10,08 £ 0,58b 102

Ci 7,19 £0,42b 3 10,48 £ 0,48b 104

Ni Ob 6,06 £ 0,33a 3 8,88 £0,28a 97
Ma 2,93+£0,21b 3 6,12 £ 0,22b 106

Ci 6,06 £0,41a 3 9,40 £0,28b 106

'srednja vrednost + SD (n=3); “brojevi oznaceni razli¢itim slovima u koloni se signifikantno razlikuju
kada se koristi Duncan-ov test viSestrukih intervala, (p<0,05). Ob-Obla¢inska, Ma-Marela, Ci-
Cigancica.

Mikroelementi imaju veoma vaznu ulogu u mnogim procesima. Oni imaju znacajnu
ulogu u razmeni materija, a uticu i na obrazovanje proteina i ugljenih hidrata i njihove
transformacije u plodovima, porast plodova, ubrzavaju obrazovanje vitamina C i fotosintezu.
Iz tabele 4.24. se vidi da su visSnje bogat izvor esencijalnih elemenata kao Sto su: gvozde,
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bakar, cink 1 mangan. Teski metali, koji mogu imati toksicne efekte, poput olova i
kadmijuma, prisutni su u vrlo malim kolicinama. U pogledu sadrzaja najzastupljenijih
mikroelemenata vi$nje sa naseg podruéja sadrze znatno vise gvozda (762,30 u odnosu na 283
ng/100g sv.v.), manje bakra (74,31 u odnosu na 175 pg/100g sv.v.) i uporedive koli¢ine cinka
(63,41 u odnosu na 70,0 pg/100g sv.v.) u odnosu na visnje iz Madarske.

Zastupljenost makro i mikroelemenata u ispitivanim uzorcima vi$nji prikazana je na
slikama 4.27, 4.28 1 4.29.

a I Na b B Fe
I K [ Cu
[ Cca Il 7n
I Mg [ IMn

[ mikroelementi I ostali
9.4%

84.3%

6.79%

4.91% 0
o 76.5% 5.99%
056700

2.05%

6.08%

Slika 4.27. Zastupljenost makro- (a) i mikroelemenata (b) u Oblacinskoj visnji.

a I Na b I Fe
I K [ Cu
[ ca I 7n
I Vg [IMn
[ Imikroelementi I ostali

81.4% 6.58%

6.34% 82%

5.26%

4.1%
2.1%

5.67%

Slika 4.28. Zastupljenost makro- (a) i mikroelemenata (b) u Mareli.
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9.66%

Slika 4.29. Zastupljenost makro- (a) i mikroelemenata (b) u Cigancici.
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4.1.5. Odredivanje sadrZaja polifenola | antioksidativne aktivnosti
komercijalnih sokova

Konzumiranje vi$nje u svezem stanju je moguce pocetkom leta, kada sazreva, a tokom
godine se u ishrani koristi u zamrznutom stanju ili u vidu mnogobrojnih preradevina, kao $to
su dzemovi, kompoti, sokovi 1 vo¢na vina. S obzirom da se od svih preradevina najvise
koriste sokovi, to su predmet naseg daljeg rada bili komercijalni sokovi od viSanja tri razli¢ita
proizvodaca. Sastav fenolnih komponenti komercijalnih sokova od visanja uporeden je sa
sastavom komercijalnih sokova od crnog grozda i crne ribizle, takode tri razli¢ita
proizvodaca. Prema deklaraciji proizvodaca komercijalni sokovi su sadrzali min. 50, odnosno
52% voca.

Za odredivanje sastava i sadrzaja polifenolnih jedinjenja i antioksidativne aktivnosti
ispitivanih komercijalnih sokova koris¢ene su spektrofotometrijska i HPLC metoda.

4.1.5.1. Spektrofotometrijsko odredivanje polifenola i antioksidativne
aktivnosti komercijalnih sokova

Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja sadrzaja ukupnih fenola u komercijalnim
sokovima viSnje, crne ribizle i crnog grozda, prikazani su u tabeli 4.25. Dobijeni rezultati
preracunati su na zapreminu polaznog uzorka. Najmanji sadrzaj ukupnih fenola odreden je u
komercijalnim sokovima crnog grozda (2182,10 — 2480,17 mg GAE/L), nesto veéi u
komercijalnih sokovima visnje (2329,97 — 2258,77 mg GAE/L), dok je najve¢i odreden u
komercijalnim sokovima crne ribizle (2698,64 — 2813,05 mg GAE/L). Ovo je u skladu sa
rezultatima Piljac-Zegarac i sar. (2009) koji su u komercijalnom soku crne ribizle (sa 25%
voca) odredili znatno ve¢i sadrzaj ukupnih fenola (1919,8 mg/L) u odnosu na komercijalni
sok visnje (sa 40% voca, 1106,2 mg/L), odnosno, rezultatima Bermudez-Soto i Tomas-
Barberana (2004) koji su za komercijalne koncentrat sokove crnog grozda, visnje i crne
ribizle dobili vrednosti od 11600, 13500 i 23400 mg/L fenola.
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Tabela 4.25. Sadrzaj ukupnih fenola (TP), flavonoida (TF) i antocijana (TA) u komercijalnim

sokovima.
Sok Br. TPY(mg GAE/L) TF*(mg CE/L) TA¥(mg C3GE ili
Uzorka mg M3GE/L)

1 2329,97+84,96" abd®,a®  510,10+15,66 a,a 261,61+16,11 a,a

Visnja 2 2480,17+22,15 a,a 580,16+60,20 ab,a  503,18+19,35 b,b
3 2428,43+53,30 ac,a 618,05+7,53 b,b 430,09+17,71 ¢c,c

1 2698,63+43,29 b,a 888,95+16,33 c,a  757,36+49,93 da
Crna 2 2750,07+28,48 b,ab 938,28+13,40cb  871,03+14,09 e,dc
ribizla 3 2813,05+32,21 b,a 975,09+12,87 ¢,b 920,92+10,86 e,c
1 2258,77+52,18 cd,a 405,24+39,55da  256,43+14,10a,a

Crno 2 2182,10+22,64 d,a 322,12+9,27 d,b 148,92+6,21 fb
grozde 3 2250,32+47,74 d,a 378,09+6,77 d,ab 220,65+3,97 af,c

'mg ekvivalenta galne kiseline/L soka; “mg katehin ekvivalenta/L soka; *mg cijanidin-3-glukozid (ili
malvidin-3-glukozid za sokove od crnog grozda) ekvivalenta/L soka; “srednja vrednost + SD (n=3);
*brojevi ozna&eni razli¢itim slovima u koloni (za sve ipitivane sokove) se signifikantno razlikuju kada
se koristi Duncan-ov test vi§estrukih intervala, (p<0,05); ®brojevi ozna¢eni razli¢itim slovima u koloni
za sokove od istog voca se signifikantno razlikuju kada se koristi Duncan-ov test viSestrukih intervala,
(p<0,05).

Rezultati spektrofotometrijsog odredivanja sadrzaja ukupnih flavonoida u ispitivanim
komercijalnim sokovima, takode su prikazani u tabeli 4.25. Statisticki parametri ukazuju na
to da se sokovi vi$nje znatno razlikuju od sokova crne ribizle i crnog grozda. Medutim, ako
se razlike razmatraju na nivou iste vrste soka, razlike su znatno manje izrazene. Ovo
potvrduje podatak, do koji su doSli drugi autori, da je u prvom redu sadrzaj flavonoida
genetski uslovljen. Sli¢ni rezultati su dobijeni za sadrzaj ukupnih antocijana, koji je odreden
spektrofotometrijskom “singl” pH metodom, s tom razlikom $to su sada mnogo viSe izraZzene
razlike izmedu uzoraka sokova jedne vrste voca. Sadrzaj antocijana je dakle mnogo vise
uslovljen uslovima gajenja i vremenom branja vo¢a. Tokom sazrevanja voca, kao §to smo
pokazali, koncentracija antocijana se povecava do pune zrelosti, a pocinje da opada u fazi
prezrelosti. Ova pravilnost vazi za veéinu voca i regiona, s tim Sto maksimalne koli¢ine
antocijana variraju od vrste voca, od klime 1 okruZenja.

Ispitivanja antioksidativne antivnosti ispitivanih komercijalnih sokova (slika 4.30) su
pokazala da najvecu antioksidativnu aktivnost pokazuju sokovi crne ribizle, zatim sokovi
vi$nje 1 na kraju sokovi crnog grozda. Sokovi koji pokazuju znatnu antioksidativnu aktivnost
imaju i veliki sadrzaj ukupnih fenola. Piljac-Zegarac i sar. (2009) su za sok visnje odredili
vrednost od 3,60 mmol TE/L, dok je za komercijalni sok crne ribizle odredena vrednost od
5,68 mmol TE/L.
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Slika 4.30. Antioksidativna aktivnost ispitivanih vrsta komercijalnih sokova. Sokovi oznaceni
razlicitim slovima se signifikantno razlikuju kada se koristi Duncan-ov test visestrukih
intervala (p<0,05).

Da bi se potvrdila veza izmedu antioksidativne aktivnosti sokova i sadrzaja ukupnih
fenola i ukupnih antocijana uradena je korelaciona analiza. Analiza je pokazala visoku
korelaciju izmedu ukupnih fenola (R°=0,992) i ukupne antioksidativne aktivnosti (slika 4.31),
kao i izmedu ukupnih antocijana (R°=0,994) i ukupne antioksidativne aktivnosti (slika 4.32),
Sto je u dobroj saglasnosti sa drugih autorima (0,93 i 0,95, Bermudez-Soto i Tomas-Barberan,
2004).
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Slika 4.31. Grafik korelacije sadrzaja ukupnih fenola i ukupne antioksidativne aktivnosti
ispitivanih komercijalnih sokova.
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Slika 4.32. Grafik korelacije sadrzaja ukupnih antocijana i ukupne antioksidativne aktivnosti
ispitivanih komercijalnih sokova.

4.1.5.2. HPLC odredivanje antocijana i hidroksicimetnih kiselina u
komercijalnim sokovima

Za odredivanje antocijana i hidroksicimetnih kiselina HPLC metodom koris¢ena je
metoda direktnog injektovanja predhodno profiltriranih uzoraka komercijalnih sokova.

U tabeli 4.26. prikazani su rezultati odredivanja antocijana HPLC metodom u uzorcima
komercijalnih sokova visnje, crne ribizle 1 crnog grozda. Antocijani prisutni u uzorcima su
identifikovani poredenjem njihovih retencionih vremena i spektara na hromatogramu (slika
4.33) sa retencionim vremenima i spektrima na hromatogramu standard i na osnhovu
literaturnih podataka.

U komercijalnim sokovima viSnje identifikovana su i1 kvantifikovana tri glikozida
cijanidina, i to cijanidin-3-glukozil-rutinozid, cijanidin-3-glukozid i cijanidin-3-rutinozid, s
obzirom da prvi pik, koji je identifikovan kao cijanidin-3-soforozid nije kvantifikovan zbog
malog sadrzaja. U sokovima crvene ribizle identifikovana su i kvantifikovana po dva
glikozida cijanidina i delfinidina, dok su u sokovima crnog grozda pored vitisina A odredeni
glukozidi pet antocijana: delfinidina, cijanidina, peonidina, petunidina i malvidina.
Najzastupljeniji antocijan u soku visnje je cijanidin-3-glukozil-rutinozid (zastupljen sa 79,44
- 83,84%), u soku crne ribizle delfinidin-3-rutinozid (zastupljen sa 52,40 - 54,74%), dok je u
soku crnog grozda najzastupljeniji malvidin-3-glukozid (zastupljen sa 42,66 - 46,04%).
Jakobek i sar. (2007) su odredili da je u prirodnom soku visnje cijanidin-3-glukozil-rutinozid
zastupljen sa 61,4%, dok je u soku crne ribizle delfinidin-3-rutinozid zastupljen sa 43,9% a
cijanidin-3-rutinozid sa 36,0%.
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Slika 4.33. HPLC hromatogram (520nm) u soku a) visnje: cijanidin-3-glukozil-rutinozid (1);
cijanidin-3-glukozid (2); cijanidin-3-rutinozid; b) crne ribizle: delfinidin-3-glukozid (1);
delfinidin-3-rutinozid (2); cijanidin-3-glukozid (3); cijanidin-3-rutinozid (4) i ¢) crnog
grozda: delfinidin-3-glukozid (1); cijanidin-3-glukozid (2); petunidin-3-glukozid (4);
malvidin-3-glukozid (5); delfinidin-3-acetil-glukozid (6); vitisin A (7).
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Tabela 4.26. Sadrzaj antocijana i procenat njihove zastupljenosti u ispitivanim
komencijalnim sokovima .

Sok Sadrzaj’ mg/L (%)
Visnja 1 2 3
Cy-3-glukozil- 186,79+0,98(79,44) 227,88+1,03 (83,02) 208,64+1,72 (83,84)
rutinozid?
Cy-3-glukozid 6,44+0,08 (2,74) 6,43+0,05 (2,34) 7,58+0,21 (3,05)
Cy-3-rutinozid® 41,89+0,92 (17,82) 40,18+0,08 (14,64) 32,64+0,52 (13,11)
Ukupno 235,12 (100,00) 274,49 (100,00) 248,85 (100,00)
Crnaribizla 1 2 3
Dp-3-glukozid® 55,22+1,17 (12,67) 48,52+1,08 (10,06) 68,52+1,35 (13,36)

Dp-3-rutinozid® 238,49+1,37(54,74) 252,68+2,01(52,40) 272,36%1,75(53,12)
Cy-3-glukozid 17,63+0,11 (4,06) 22,35x0,15 (4,64) 18,93+0,09 (3,69)
Cy-3-rutinozid® 124,30+0,96(28,53)  158,65+0,88 (32,90) 152,92+1,05 (29,83)
Ukupno 435,64 (100,00) 482,20 (100,00) 512,73 (100,00)
Crno grozde
Dp-3-glukozid® 16,64+0,32 (17,64) 15,32+0,18 (16,59) 17,82+0,22 (16,89)

Cy-3-glukozid®
Pt-3-glukozid®
Pn-3-glukozid®
Mv-3-glukozid
Mv-3-acetil-
glukozid®
Vitisin A?

Ukupno

6,51+0,05 (6,90)
12,50+0,21 (132)
14,21+0,35 (15,09)
40,24+0,58 (42,66)
1,03+0,03 (1,09)
3,18+0,10 (3,37)

94,31 (100,00)

3,48+0,07 (3,76)
13,680,16 (14,81)
13,99+0,17 (15,15)
42,52+0,47 (46,04)

0,98+0,01 (1,06)

2,39+0,09 (2,59)

92,36 (100,00)

5,69+0,11 (5,39)
15,830,22 (15,01)
12,62+0,32 (11,96)
48,35+0,63 (45,82)
1,52+0,05 (1,44)
3,68+0,07 (3,49)

105,51 (100,00)

'srednja vrednost + SD (n=3); °‘mg cijanidin-3-glukozid ekvivalenta/L soka; >mg malvidin-3-glukozid

ekvivalenta/L soka.
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Na slici 4.34 su dati hromatogrami komercijalnih sokova visnje, crne ribizle i1 crnog
grozda snimljeni na 320 nm. Rezultati identifikacije i kvantitativnog odredivanja
hidroksicimetnih kiselina HPLC metodom u ispitivanim komercijalnim sokovima prikazani
su u tabeli 4.27. Rezultati pokazuju da najveci sadrzaj hidroksicimetnih kiselina imaju sokovi
vi$nje. Za crvene sokove najces¢e se HPLC metodom odreduju antocijani, tako da je u
literaturi prisutno veoma malo podataka za sastav i sadrzaj hidroksicimetnih kiselina u njima.
Videli smo, da hidroksicimetne kiseline koje su prisutne u grozdu, prisutne su i u vinu, a iz
podataka tabele 4.27 mozemo zakljuciti da su prisutne i u soku crnog grozda. Isto vazi i za
ekstrakt viSnje i sok viSnje (tabela 4.21 i tabela 4.27). Kako nije odredivan hemijski sastav
crne ribizle, da bi se uporedili podaci koristiCe se literatura. Nasi rezultati pokazuju da
komercijalni sokovi crne ribizle sadrze: neohlorogensku, kafenu, p-kumarnu i ferulnu
kiselinu. Hakkinen i sar. (1999a) su u crnoj ribizli identifikovali i kvantifikovali p-kumarnu,
kafenu i ferulnu kiselinu, dok su Chrzanowski i sar. (2007) pored p-kumarne, kafene i ferulne
kiseline nasli 1 hlorogensku kiselinu.
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Slika 4.34. HPLC hromatogram (320nm) u soku a) visnje: neohlorogenska kiselina (1);
derivat p-kumarne kiseline (2); p-kumarna kiselina (3); ferulna kiselina (4); b) crne ribizle:
neohlorogenska kiselina (1); kafena kiselina (2); p-kumarna kiselina (3); ferulna kiselina (4)

i C) crnog grozda: t-kaftarna kiselina (1); t-kutarna kiselina (2); kafena kiselina (3); p-

kumarna kiselina (4); ferulna kiselina (5).
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Table 4.27. Sadrzaj hidroksicimetnih kiselina i procenat njihove zastupljenosti u ispitivanim
komencijalnim sokovima.

Sok Sadrza® mg/L (%)
Visnja 1 2 3
NeoEilsoerlciJg:pska 65,12+1,08 (80,47) 78,39+1,32 (83,80) 58,32+1,05 (76,93)
p-kumarr)a k;selina 11,76+0,09 (14,53) 12,52+0,12 (13,38) 14,28+0,18 (18,83)
p-kunf:rrrzzaliiselina 3,05+0,05 (3,78) 1,58+0,05 (1,70) 2,360,02 (3,12)
Ferulna kiselina 0,99+0,01 (1,22) 1,05+0,02 (1,12) 0,85+0,02 (1,12)
Ukupno 80,92 (100,00) 93,54 (100,00) 75,81 (100,00)
Crna ribizla 1 2 3
Neoh_lorqgeznska 3,12+0,06 (34,51) 5,83+0,07 (38,45) 3,32+0,10 (33,9)
Kaflgﬁae Ill?selina 4,28+0,11 (47,34) 6,38+0,18 (42,08) 3,69+0,12 (37,01)
p-kumarna kiselina 1,0740,07 (11,85) 2,03+0,05 (13,40) 1,91+0,08 (19,17)
Ferulna kiselina 0,57+0,02 (6,30) 0,92+0,05 (6,07) 1,0540,03 (10,53)
Ukupno 9,04 (100,00) 15,16 (100,00) 9,97 (100,00)
Crno grozde 1 2 3
t-kaftarna kiselina’ 6,93+0,17 (33,94) 7,32+0,18 (36,09) 6,52+0,09 (28,81)
t-kutarna kiselina? 1,86+0,03 (9,11) 2,08+0,07 (10,25) 1,53+0,10 (6,76)
Kafena kiselina 0,76+0,09 (3,72) 0,66+0,09 (3,25) 1,05+0,06 (4,64)
p-kumarna kiselina 10,41+0,38 (50,98) 9,63+0,65 (47,50) 12,75+0,89 (56,35)
Ferulna kiselina 0,46+0,03 (2,25) 0,59+0,07 (2,91) 0,78+0,09 (3,44)
Ukupno 20,42 (100,00) 20,28 (100,00) 22,63 (100,00)

Isrednja vrednost = SD (n=3); “mg ekvivalenta hlorogenske kiseline/L soka; mg ekvivalenta p-
kumarne kiseline/L soka; 3mg ekvivalenta kafene kiseline/L soka.
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4.1.6. Odredivanje sadrzaja polifenola i antioksidativne aktivnosti
voc¢nih vina

U ovom delu bi¢e prikazani rezultati odredivanja ukupnih fenola i ukupne
antioksidativne aktivnosti spektrofotometrijskom metodom, kao 1 sadrzaja antocijana,
flavonola i hidroksicimetnih kiselina odredenih HPLC metodom u vo¢nim vinima od viSanja.
Sastav 1 antioksidativna aktivnost voc¢nih vina od viSanja uporedi¢e se sa sastavom 1
antoksidativnom aktivnos$¢u vo¢nih vina od kupina 1 malina.

4.1.6.1. Spektrofotometrijsko odredivanje polifenola i antioksidativne
aktivnosti voénih vina

Rezultati spektrofotometrijskih odredivanja ukupnih fenola 1 ukupne antioksidativne
aktivnosti u 12 uzoraka vo¢nih vina prikazani su u tabeli 4.28. Rezultati pokazuju da je
najveéi sadrzaj ukupnih fenola u voénom vinu od kupine (uzorak 1). Najmanji sadrzaj uocen
je u vo¢nom vinu od malina (uzorak 2). Svi ispitivani uzorci vo¢nih vina od viSanja se
medusobno znacajno razlikuju (p<0,5), dok uzorci 1 1 4 voénih vina od kupina i uzorci 1 1 3
vo¢nih vina od malina ne pokazuju znacajne razlike u pogledu sastava ukupnih fenola.

U pogledu sadrzaja ukupnih fenola nasa ispitivanja su pokazala da vazi niz: vo¢na vina
od kupina > voéna vina od viSanja > vo¢na vina od malina. U literaturi se mogu naci razli¢iti
podaci u pogledu sadrzaja polifenola. Za vo¢ne sokove postavljen je niz: sok visnje > sok
kupine > sok maline (Jakobek i sar. 2007a), a za voca: kupina > vi§nja > malina. (Jakobek i
sar., 2007b). Tukben i sar. (2010) su ispitivali 5 sorti malina i 4 sorti kupina i pri tome
utvrdili da znatno veéi sadrzaj ukupnih fenola ima kupina, §to je u skladu sa naSim
rezultatima.

Analiza antioksidativne aktivnosti ispitivanih voénih vina, uradena koris¢enjem DPPH
radikala ukazuje da se antioksidativna aktivnost kre¢e od 3,91 do 17,74 mmol TE/L, i da je

najmanja kod vo¢nog vina od malina (uzorak 2) a najveca kod voénog vina od kupina
(uzorak 1).
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Tabela 4.28. Sadrzaj ukupnih fenola (TP) i antioksidativne aktivnosti (TAA) u voénim vinima.

Vino Broj TP! (mg GAE/) TAA® (mmol TE/I)
uzorka
Visnja
komercijalno 1 2250,20+56,66° a* 13,17+0,20 a
komercijalno 2 1533,20+15,15 b 4,58+0,53 b
domace 3 2037,77£19,35 ¢ 12,52+0,78 a
domace 4 2651,87+32,10 d 16,89+0,51 ¢
Kupina
komercijalno 1 2836,17+44,71a 17,74+0,95 a
komercijalno 2 1607,93+43,54 b 10,36+0,38 b
domace 3 2176,07+25,78 ¢ 12,06+0,53 b
domace 4 2752,03£33,93 a 17,41+0,51 a
Malina
komercijalno 1 1466,47+14,18 a 7,91+0,82 a
komercijalno 2 1051,90£10,58 b 3,91+0,15b
domace 3 1490,40+10,06 a 6,05+0,13 c
domace 4 1405,40£30,38 c 7,10+0,18 ac

'mg ekvivalenta galne kiseline/L voénog vina; “mmol troloks ekvivalenta/L vo¢nog vina; “srednja
vrednost + SD (n=3); “brojevi oznaleni razli¢itim slovima u koloni (vina od iste vrste voca) se
signifikantno razlikuju kada se koristi Duncan-ov test visestrukih intervala, (p<0,05).

Analiza korelacije izmedu sadrzaja ukupnih fenola i antioksidativne aktivnosti Svih
ispitivanih voénih vina pokazuje da je koeficijent korelacije 0,960 (slika 4.35). Medutim,
analiza korelacije izmedu sadrzaja ukupnih fenola i ukupne antioksidativne aktivnosti vo¢nih
vina od viSanja pokazuje bolju korelaciju (R%*=0,975) u odnosu na voéna vina od kupine (R*=
0,972) i vo¢na vina od maline (R2= 0,857), sto se moze videti na slikama 4.36, 4.37 i 4.38.
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Slika 4.35. Grafik korelacije sadrzaja ukupnih fenola i ukupne antioksidativne aktivnosti
ispitivanih voc¢nih vina.
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Slika 4.36. Grafik korelacije sadrzaja ukupnih fenola i ukupne antioksidativne aktivnosti
ispitivanih vo¢énih vina od visanja.
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Slika 4.37. Grafik korelacije sadrzaja ukupnih fenola i ukupne antioksidativne aktivnosti
ispitivanih voénih vina od kupina.
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Slika 4.38. Grafik korelacije sadrzaja ukupnih fenola i ukupne antioksidativne aktivnosti
ispitivanih voc¢nih vina od malina.
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4.1.6.2. HPLC odredivanje antocijana, flavonola i hidroksicimetnih kiselina
u voénim vinima

Za voéna vina od visanja, kupina i malina je karakteristicno prisustvo antocijana,
jedinjenja koja daju karaktetisticnu boju ovih vina. Njihov sadrzaj je odreden HPLC
metodom i prikazan u tabeli 4.29. Na slici 4.39 dati su hromatogrami za vo¢na vina od
visanja, kupina i malina sa identifikovanim antocijanima. Podaci u tabeli 4.29 pokazuju da je
cijanidin-3-glukozil-rutinozid najzastupljeniji antocijanin u vo¢nim vinima od visanja, dok je
cijanidin-3-soforozid identifikovan jedino u domac¢im vocnim vinima (uzorci 3 i 4). U
uzorcima 1,3 i 4 vo¢nih vina od kupina najzastupljeniji je cijanidin-3-glukozid, dok je u
uzorku 2 dominantno prisustvo cijanidin-3-ksilozida. U svim ispitivanim uzocima voc¢nih
vina od malina predominantan je cijanidin-3-soforozid. I drugi autori su nasli da su u kupini
prisutni samo derivati cijanidina i da je najzastupljeniji cijanidin-3-glukozid sa 90% (u
odnosu na ukupan sastav antocijana) (Jakobek i sar., 2007a), odnosno sa 53% (Fan-Chiang i
sar. 2005). Medutim, na osnovu literaturnih podataka mozemo zakljuciti da je sastav
antocijana maline veoma razli¢it. U ispitivanim uzorcima vo¢nih vina od malina nadeni su
samo derivati cijanidina. Jakobek i sar. (2007a) i De Ancos i sar. (1999) su pored cijanidin-3-
soforozida, koji je najzastupljeniji i cijanidin-3-glukozida nasli i pelargonidin-3-soforozid,
dok su Goiffon i sar. (1999) pored derivata cijanidina nasli i derivate malvidina i delfinidina.

Analiza korelacije izmedu sadrzaja monomernih antocijana odredenih HPLC metodom
1 ukupne antioksidativne aktivnosti odredene spektrofotometrijskom metodom pokazuje
najveéi korelacioni koeficijent za voéna vina od maline (R?= 0,985, slika 4.42), zatim sledi
korelacioni koeficijent za voéna vina od kupine (R?*= 0,929, slika 4.41), i na kraju za voéna
vina od visnje (R*= 0,569, slika 4.40). Takode, analiza korelacije izmedu sadrzaja ukupnih
monomernih antocijana i antioksidativne aktivnosti svih ispitivanih vo¢nih vina pokazuje
zadovoljavajuci koeficijent korelacije i on iznosi 0,840 (slika 4.43).
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Tabela 4.29. Sadrzaj antocijana i procenat njihove zastupljenosti u ispitivanim voénim

vinima.
Vino Sadrzaj’ mg/l (%)
Visnja 1 2 3 4
Cy.-3-soforozid nd® nd 9,1+0,7(3,6) 8,5+0,4(3,1)
Cy-3-G-rutinozid ~ 208,5+1,3(74,2) 86,8+1,2(80,8) 196,1+1,6(77,8)  215,3+1,7(76,6)
Cy-3-rutinozid 72,340,9(25,8) 20,6+0,8(19,2) 46,9+0,9(18,6) 57,3+1,2(20,3)
Ukupno? 80,8+2,2(100,0) 107,4+2,0(100,0)  252,1+3,2(100,0)  281,1+3,3(100,0)
Kupina 1 2 3 4
Cy-3-glukozid 403,8+2,0(86,7) 35,440,2(20,3) 209,3+0,7(80,6) 305,7+1,8(87,7)
Cy-3-rutinozid nd 39,3+0,5(22,5) nd nd
Cy- 3-ksilozid 61,9+1,1(13,3) 99,7+1,1(57,2) 50,3+0,4(19,4) 42,8+0,4(12,3)
Ukupno? 465,743,1(100,0)  174,4+1,8(100,0) 259,6+1,1(100,0)  348,5+2,2(100,0)
Malina 1 2 3 4
Cy-3-soforozid 178,9+1,5(69,5) 91,8+1,6(88,9) 153,7+1,2(73,0) 201,5+1,0(83,8)
Cy-3-glukozid 45,8+0,3(17,8) 3,5+0,1(3,4) 38,2+0,4(18,1) 14,340,5(5,9)
Cy-3-rutinozid 32,8+0,3(12,7) 7,910,2(7,7) 18,5+0,3(8,9) 24,5+0,3(10,3)
Ukupno® 257,5+2,1(100,0)  103,2+1,9(100,0) 210,4+1,9(100,0)  240,3+1,8(100,0)

'srednja vrednost + SD (n=3); “mg cijanidin-3-glukozid ekvivalenta/L voénog vina; “nije odredeno.
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Slika 4.39. HPLC hromatogram u voénom vinu od (a) visanja: cijaniding-3-soforozid (1),
cijanidin-3-glukozil-rutinozid (2) i cijanidin-3-rutinozid (3); (b) kupina: cijanidin-3-glukozid
(1), cijanidin-3-rutinzid (2) i cijaniding-3-ksilozid (3); (c) malina: cijanidin-3-soforozid (1),
cijanidin-3-glukozid (2) i cijanidin-3-rutinzid (3).
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Slika 4.40. Grafik korelacije sadrzaja ukupnih monomernih antocijana i ukupne
antioksidativne aktivnosti vocnih vina od visanja.
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Slika 4.41. Grafik korelacije sadrzaja ukupnih monomernih antocijana i ukupne
antioksidativne aktivnosti vo¢nih vina od kupina.
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Slika 4.42. Grafik korelacije sadrzaja ukupnih monomernih antocijana i ukupne
antioksidativne aktivnosti vocnih vina od malina.
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Slika 4.43. Grafik korelacije sadrzaja ukupnih monomernih antocijana i ukupne

antioksidativne aktivnosti.
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Tabela 4.30. Sadrzaj flavonola u ispitivanim vocnim vinima.

Vino Sadrzaj® mg/I

Visnja 1 2 3 4
Kvercetin 3,74+0,22 1,13+0,12 2,63+0,22 3,05+0,18
Kemferol 2,76+0,18 0,82+0,08 1,58+0,18 2,16+0,16
Ukupno 6,51+0,20 1,95+0,10 4,21+0,20 5,21+0,17

Kupina 1 2 3 4
Kvercetin 4,0740,28 3,87+0.19 4,9040.32 4,72+0,19
Kemferol 0,45+0,05 0,30+0.05 0,40+0,05 0,85+0,07
Ukupno 4,5240,16 4,1740,12 5,30+0,18 5,57+0,13

Malina 1 2 3 4
Kvercetin 0,98+0,05 1,20+0,09 1,32+0,08 1,80+0,08
Kemferol nd? nd nd nd
Ukupno 0,98+0,05 1,20+0,09 1,32+0,08 1,80+0,08

Isrednja vrednost = SD (n=3); “nije odredeno.

U tabeli 4.30 su prikazani rezultati odredivanja flavonola (mg/L) HPLC metodom u
uzorcima vo¢énih vina. HPLC analiza ukazuje na prisustvo kvercetina 1 kemferola u voénim
vinima od viSanja i kupina, odnosno kvercetina u voé¢nim vinima od malina. Miricetin nije
identifikovan u svim ispitivanim uzorcima vo¢nih vina. Najveci sadrzaj flavonoida zabelezen
je u uzorcima voc¢nih vina od kupina, zatim slede vo¢na vina od visanja i na kraju voéna vina
od malina. Isti niz u pogledu sadrzaja flavonola u kupini, vi$nji i malini nasli su i drugi autori
(Jakobek i sar., 2007).

Rezultati identifikacije i kvantifikacije hidroksicimetnih kiselina u ispitivanim voénim
vinima prikazani su u tabeli 4.31. Rezultati pokazuju da najveci sadrzaj hidroksicimetnih
kiselina imaju vo¢na vina od viSanja (73.84 — 98.81 mg/L), dok su slicnog sadrzaja vo¢na
vina od kupina (6.42 — 30.94 mg/L) i vo¢na vina od malina (9.41 — 28.13 mg/L).
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Tabela 4.31. Sadrzaj hidroksicimetnih kiselina u ispitivanim vocénim vinima.

Vino Sadrzaj’ mg/I
Visnja 1 2 3 4
Neohlorogenska® 74,64+1,02 60,44+0,90 58,50+0,65 60,72+0,82
Kafena 13,79+0,38 11,52+0,32 12,83+0,42 9,85+0,30
p-Kumarna 10,38+0,29 1,88+0,22 9,63+0,18 7,38+0,25
Ferulna nd® nd nd nd
Ukupno 98,81+0,56 73,84+0,48 80,96+0,42 77,95+0,46
Kupina 1 2 3 4
Neohlorogenska® 12,39+0,40 1,79+0,18 13,55+0,23 17,82+0,52
Kafena 7,62+0,36 3,83+0,28 9,86+0,25 8,32+0,35
p-Kumarna 1,0840,15 0,80+0,06 2,08+0,12 3,01+0,22
Ferulna nd nd 2,68+0,09 1,79+0,10
Ukupno 21,08+0,30 6,42+0,17 28,17+0,17 30,94+0,30
Malina 1 2 3 4
Neohlorogenska” 22,82+0,83 nd 12,38+0,45 10,63+0,36
Kafena 5,31+0,16 2,9940,12 7,38+0,52 6,82+0,24
p-Kumarna nd nd 1,08+0,15 1,85+0,20
Ferulna nd 6,42+0,18 3,28+0,18 1,05+0,16
Ukupno 28,13+0,50 9,41+0,15 24,12+0,32 20,35+0,24

'srednja vrednost = SD (n=3); “mg ekvivalenta hlorogenske kiseline/L voénog vina; “nije odredeno.
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4.1.7. Odredivanje sadrZaja polifenola i antioksidativne aktivnosti
crvene ribizle

Za odredivanje sadrzaja fenolnih jedinjenja kori$¢ena je suva crvena ribizla gajena na
trima razli¢itim podrucjima: Niska Banja, Beograd i Velika Plana. Ekstrakcija je vrSena
prema proceduri datoj u delu 3.3.1.1. u razli¢itim rastvarac¢ima: aceton:voda:HCI (80:19:1),
etanol:voda:HCI (80:19:1) 1 metanol:voda:HCI (80:19:1). Za odredivanje sadrzaja ukupnih
fenola, ukupnih flavonoida 1 antioksidativne aktivnosti pripremljenih ekstrakata koris¢ene su
spektrofotometrijske metode. Za odredivanje sadrZaja pojedina¢nih antocijana, flavonola,
flavan-3-ola i hidroksicimetnih kiselina kori§¢ena je HPLC metoda.

4.1.7.1. Spektrofotometrijsko odredivanje polifenola i antioksidativne
aktivnosti crvene ribizle

U tabeli 4.32 prikazani su rezultati spektrofotometrijskog odredjivanja fenola,
flavonoida 1 antioksidativne aktivnosti ekstrakta crvene ribizle. Ekstrakcija je vrSena u
razli¢itim rastvaracima. Dobijeni rezultati preraCunati su na masu polaznog uzorka, odnosno
suvog voca.

Sadrzaj ukupnih fenola u ekstraktu, kao i sastav ekstrakta u velikoj meri zavisi od naina
ekstrakcije, kao i tipa i polarnosti rastvarac¢a. Keindnen (2003) je koristio rastvarace: aceton,
methanol i etanol, kao apsolutne i u smesi sa vodom (80% etanol, methanol i aceton). Isti
autor je pokazao da je ekstrakcija rastvara¢ima koji sadrze vodu efikasnija od ekstrakcije
apsolutnim rastvratima. Takode, mnogi autori su pokazali da se efikasnost ekstrakcije
povecava u prisustvu 0,1% HCI (Seeram i sar., 2006) ili 2% HCI (Jakobek i sar., 2007b). 1z
gore navedenih razloga za ekstrakciju fenolnih jedinjenja iz uzoraka suve crvene ribizle, a u
daljem radu i uzoraka suve maline, koriS¢ena je smeSa 80% rastvaraca (metanola, etanola ili
acetona) + 19% vode + 1% HCI.

Sadrzaj ukupnih fenola u acetonskim ekstraktima suve crvene ribizle krece se od 6,15
mg GAE/g suvog voca (su.v.) u crvenoj ribizli — Velika Plana do 12,68 mg GAE/g su.v. u
crvenoj ribizli — Beograd. Pantelidis i sar. (2007) su za dve sorte crvenih ribizli nasli da
sadrze 11,151 11,93 mg GAE/g su.v.
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Tabela 4.32. Sadrzaj ukupnih fenola (TP), flavonoida (TF) i antioksidativne aktivnosti (TAA)

ekstrakata crvene ribizle u razlicitim rastvaracima.

TP' (mg GAE/g

Crvena ribizla

Crvena ribizla

Crvena ribizla

suvog voca) Niska Banja Beograd Velika Plana
Metanol 3,4740,11% a°,a° 3,96+0,10 a,b 3,26+0,06 a,ac
Etanol 3,91+0,14 b,a 6,57+0,09 b,b 3,05+0,10 ab,c
Aceton 7,46x£0,09 c,a 12,68+0,04 c,b 6,15+0,12 c,c

TF?(mg CE/g suvog

Crvena ribizla

Crvena ribizla

Crvena ribizla

voca) Niska Banja Beograd Velika Plana
Metanol 1,34+0,07 a,a 1,85+0,13 a,b 1,25+0,08 a,ac

Etanol 1,45+0,07 ab,a 1,84+0,07 ab,b 1,42+0,09 ab,ac
Aceton 2,13+0,08 c,a 2,61+0,09 c,b 1,99+0,14 c,ac

TAA® (umol TE/g

Crvena ribizla

Crvena ribizla

Crvena ribizla

suvog voca) Niska Banja Beograd Velika Plana
Metanol 24,71+0,30 a,a 30,42+0,79 a,b 22,47+0,62 a,c
Etanol 23,22+0,41 ab,a 48,64+0,41 b,b 17,53+1,51 b,c
Aceton 61,11+1,09 c,a 104,63+4,62 c,b 44,11+1,73 c,C

'mg ekvivalenta galne kiseline/g suvog voéa; “mg katehin ekvivalenta/g suvog voéa; mmol
troloks ekvivalenta/g suvog vocéa; *srednja vrednost + SD (n=3); “brojevi oznadeni razli¢itim
slovima u koloni (za jednu grupu jedinjenja , za jedan uzorak u razliCitim rastvaratima) Se
signifikantno razlikuju kada se koristi Duncan-ov test viSestrukih intervala, (p<0,05); °brojevi
oznaceni razli¢itim slovima u redu (za jednu grupu jedinjenja , za razli¢ite uzorke u istom rastvracu)
se signifikantno razlikuju kada se koristi Duncan-ov test viSestrukih intervala, (p<0,05).

Koris¢enjem Duncan-ovog testa visestrukih intervala (tabela 4.32) jasno se uocavaju
razlike u sadrzaja ukupnih fenola u uzorcima crvenih ribizli gajenih na razli¢itim lokacijama,
a takode 1 istog uzorka crvene ribizle ekstrahovane razli¢itim rastvaraéima. Dobijeni rezultati
pokazuju da je najefikasniji rastvara¢ aceton. Ovaj podatak je u saglasnosti sa rezultatima
Kahkonen-a i sar. (2001), koji su odredivali sadrzaj fenola u jabuci, borovnici, brusnici i
malini u ekstraktima metanola i acetona, ili sa rezultatima Alothmana-a i sar. (2009), koji su
ispitivali sadrzaj fenola u tropskom vocu u ekstraktima metanola, etanola i acetona.

Prikazani rezultati sadrzaja ukupnih flavonoida u ektraktima razli¢itih rastvaraca crvene
ribizle, pokazuju da njihov sadrzaj dosta varira u zavisnosti od lokaliteta i upotrebljenog
rastvaraca za ekstrakciju. Tako je najveca koli¢ina flavonoida zabeleZena u uzorcima sa
lokaliteta Beograda i u ekstraktu acetona (tabela 4.32). Ovi rezultati su u skladu sa
rezultatima Alothman i sar. (2009) koji su dokazali da je aceton najbolji rastvara¢ za
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ekstrakciju flavonoida juznog voca, ali je suprotno rezultatima Jagtap i sar. (2010) koji su
pokazali da su metanol i etanol bolji estragensi od acetona.

Dobijene vrednosti za antioksidativnu aktivnost su u intervalu od 44,11 do 104,63
umol TE/g su.v. Najveéu antioksidativnu vrednost pokazuje crvena ribizla - Beograd, sledi
crvena ribizla — Niska Banja i na kraju crvena ribizla — Velika Plana (tabela 4.32). Jakobek i
sar. (2007b) su za crvenu ribizlu odredili vrednost antioksidativne aktivnosti od 13,73 umol
TE/g su.v. Rezultati su uporedivi sa naSim rezultatima, s obzirom da je odnos masa suvog
voca/masa svezeg voca najces¢e od 0,1 do 0,2. Takode, najvece vrednosti su zabelezene u
acetonu kao rastvaracu za ekstrakciju, $to je u skladu sa rezultatima drugih autora (Alothman
i sar., 2009).

4.1.7.2. HPLC odredivanje antocijana, flavonola, flavan-3-ola i
hidroksicimetnih kiselina u crvenoj ribizli

Kao $to se moze videti sa hromatograma (slika 4.44) jasno se uoCavaju izrazeni
pikovi za: cijanidin-3-soforozid (1), cijanidin-3-glukozil-rutinozid (2) i cijanidin-3-glukozid.

U tabeli 4.33. prikazani su rezultati odredivanja antocijana (mg/100g suvog voca)
HPLC metodom u uzorcima crvene ribizle na 520 nm u ekstraktima metanola, etanola i
acetona. Pokazalo se da se antocijani najbolje ekstrahuju sistemom metanol + voda +
kiselina, Sto je u saglasnosti sa rezultatima drugih autora za crvena voca (Kajdzanovska i sar.
2011). 1z tabele 4.33. se mozZe uociti da je u ekstraktima crvene ribizle najzastupljeniji
cijanidin-3-glukozil-rutinozid. Sadrzaj ukupnih monomernih antocijanina u ispitivanim
uzorcima crvene ribizle se kretao od 54,48 mg/100 g su.v. do 111,75 mg/100 g su.v. u
metanolnom ekstraktu. Kéhkonen i sar. (2001) su u nasli da crvena ribizla sadrzi 113 mg /100
g su.v. antocijana.
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Slika 4.44. HPLC hromatogram antocijana (520 nm) u metanolnom ekstraktu uzorka crvene
ribizle iz Beograda: cijanidin-3- soforozid (1), cijanidin-3-glukozil-rutinozid (2), cijanidin-3-
glikozid (3).

Tabela 4.33. Sadrzaj (mg/100g suvog voca)™* antocijana u ekstraktima crvenih ribizli u
razlicitim rastvaracima.

Voce Rastvara¢ Cy-3- Cy-3- Cy-3- Ukupno
soforozid glukozil- glukozid
rutinozid

Crvena Metanol ~ 35,81+0,45  6556+1,02  10,380,02  111,75%0,50
ribizla Etanol 22,92+0,86  39,37+1,09  522+0,01  67,51%0,65
Niska Banja — aceton 12,21+0,38  44,20£0,99  577+0,07  61,58+0,48
Crvena Metanol 7,38t0,29  40,55+0,85  6,55:0,08  54,48+0,41
ribizla Etanol 567+0,22  34,320,78  4,55:0,11  44,54+0,37
Beograd Aceton 4,10£0,18  22,81+0,69  4,98+0,23  31,89%0,37
Crvena Metanol 4,43t0,10  22,87+053  545:0,62  32,750,42
ribizla Etanol 3,680,290  1350:0,28  4,32:0,18  21,50:0,25

VelikaPlana = acoton 2424009  532+0,17  256%052  10,300,26

'srednja vrednost = SD (n=3); “mg cijanidin-3-glukozid ekvivalenta/100 g suvog voéa.

U tabeli 4.34 su prikazani rezultati odredjivanja flavonola (mg/100g suvog voca)
HPLC metodom u uzorcima crvene ribizle na 360 nm. Na slici 4.45 je dat hromatogram za
uzorak ektrakta crvene ribizle na 360 nm. HPLC analiza ekstraka crvene ribizle je ukazala na
prisustvo kvercetina i kemferola. Miricetin nije identifikovan u ispitivanim uzorcima crvene
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ribizle. Neki autori (Maatta i sar., 2003; Hakkinen i sar., 1999b) su nasli da crvena ribizla
sadrzi kvercetin, miricetin 1 kemferol, pri ¢emu je najzastupljeniji kvercetin, dok su drugi
autori (Hakkinen i sar., 1999b) pronasli samo kvercetin.

Tabela 4.34. Sadrzaj (mg/100g suvog voéa)* flavonola u ekstraktima crvenih ribizli u
razlicitim rastvaracima.

Voce Rastvarac Kvercetin Kemferol Ukupno
Crvenaribizla Metanol 2,53+0,12 0,57+0,05 3,10+0,08
Niska Banja Etanol 2,28+0,17 0,54+0,07 2,82+0,12

Aceton 7,47+0,32 1,62+0,09 9,09+0,20

Crvena ribizla Metanol 5,92+0,35 0,63+0,05 6,55+0,20
Beograd Etanol 3,83+0,28 0,47+0,02 4,30£0,15
Aceton 8,71+0,45 1,72+0,11 10,43+0,28

Crvenaribizla Metanol 8,45+0,62 1,92+0,10 10,37+0,36
Velika Plana Etanol 6,79+0,48 1,26+0,05 8,05+0,26
Aceton 8,63+0,37 2,53+0,07 11,1640,22

'srednja vrednost + SD (n=3).

U acetonskom ekstraktu crvene ribizle — Niska Banja odreden je najmanji sadrzaj
ukupnih flavanola (9,09 mg/100 g su.v.), gde je udeo kvercetina iznosio 82,17 % od ukupne
mase flavanola, dok je u istom ekstraktu crvene ribizle — Velika Plana odreden najveci
sadrzaj ukupnih flavanola (11,16 mg/100 g su.v.) sa udelom kvercetina od 77,33 %.
Kéhkonen i sar. (2001) su u acetonskom ekstraktu crvene ribizle nasli sadrzaj od 9,5 mg/100
g su.v. flavanola.

Kvalitativnom HPLC analizom ekstrakta crvene ribizle odredeno je prisustvo
katehina i epikatehina uz upotrebu fluorescentnog detektora (slika 4.46). U tabeli 4.35.
prikazani su rezultati odredjivanja flavan-3-ola (mg/100g suvog vo¢a) HPLC metodom u
uzorcima crvene ribizle na 275/322nm (Aex/Aem)-

Sadrzaj ukupnih flavan-3-ola u acetonskim ekstraktima se kretao od 139,28 do
165,65 mg/100 g su.v., pri ¢emu je ekstrakt crvene ribizle — Beograd bio najbogatiji flavan-3-
olima, dok je ekstrakt crvene ribizle — Velika Plana imao najmanji sadrzaj.
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Slika 4.45. HPLC hromatogram flavanola (360 nm) u metanolnom ekstraktu uzorka
crvene ribizle iz Beograda: kvercetin (1), kemferol (2.)

U tabeli 4.36 prikazani su rezultati odredjivanja hidroksicimetnih kiselina (mg/100g
suvog vo¢a) HPLC metodom u uzorcima crvene ribizle na 320 nm. Na slici 4.47 je dat
hromatogram za metanolni ekstrat crvene ribizle.
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Slika 4.46. HPLC hromatogram flavan-3-ola (275/322nm ,Jex/Aem) U metanolnom
ekstraktu uzorka crvene ribizle iz Beograda: katehin (1), epikatehin (2).
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Tabela 4.35. Sadrzaj (mg/100g suvog voca)' flavan-3-ola u ekstraktima crvenih ribizli u

razlicditim rastvaracima.

Voce Rastvaraé Katehin Epikatehin Ukupno

Crvenaribizla Metanol 52,32+0,82 69,12+0,98 121,44+0,90
Niska Banja Etanol 37,58+0,78 53,31+0,85 90,89+0,81
Aceton 60,92+1,05 82,03+0,83 142,95+0,94

Crvena ribizla Metanol 58,63+0,62 64,62+1,10 123,25+1,17
Beograd Etanol 43,72+0,69 47,13+0,97 90,85+0,83
Aceton 67,50+0,46 98,47+0,56 165,97+0,51

Crvenaribizla Metanol 50,87+0,32 55,78+0,45 106,65+0,38
Velika Plana Etanol 45,92+0,17 48,92+0,37 94,84+0,27
Aceton 59,45+0,28 79,83+0,28 139,28+0,28

Isrednja vrednost + SD (n=3).

Tabela 4.36. Sadrzaj (mg/100g suvog voca)* hidroksicimetnih kiselina u ekstraktima crvenih

ribizli u razlicitim rastvaracima.

Voce Rastvara¢ Kafena p-Kumarna Ferulna Ukupno
kiselina kiselina kiselina

Crvena Metanol 122009 2,34x012  243%0,14  599+0,12
ribizla Etanol 0,42:0,06 092007 095005  2,29+0,06
Niska Banja Aceton nd 2,13#0,09  1,12+0,06  3,25+0,07
Crvena Metanol 173012  3,03t0,08 162007  6,38+0,09
ribizla Etanol 1,35¢0,08  1,15:0,05 1284011  3,78+0,08
Beograd Aceton 152+0,05  2,92+0,11 1,590,222  6,0340,13
Crvena Metanol  2,38+021 2,73t0,13 4124028  9,23+0,21
ribizla Etanol 105£0,17 089008  189:0,15  3830,13
Velika Plana Aceton 0,98:0,09  1,08+0,07 245017 4512011

'srednja vrednost + SD.
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Slika 4.47. HPLC hromatogram hidroksicimetnih kiselina (320 nm) u metanolnom ekstraktu
uzorka crvene ribizle iz Beograda: kafena kiselina (1), p-kumarna kiselina (2) i ferulna
kiselina(3).

Hidroksicimetne Kiseline prisutne u uzorcima crvenih ribizli su identifikovane
poredenjem njihovih retencionih vremena i spektara sa retencionim vremenom i spektrom
standarda za kafenu, p-kumarnu i ferulnu kiselinu.

Rezultati pokazuju da najveci sadrzaj hidroksicimetnih kiselina imaju crvene ribizle sa
lokacije Velike Plane (9,23 mg/100 g su.v.), dok najmanji sadrzaj imaju crvene ribizle sa
lokacije Niske Banje (5,99 mg/100 g su.v.). Najzastupljenija komponenta u metanolnim
ekstraktima crvenih ribizli sa podru¢ja NiSke Banje i Beograda je p-kumarna Kiselina, koja
¢ini od 39,1 do 47,5 % ukupnih hidroksicimetnih kiselina. Medutim, najzastupljenija
komponenta u metanolnom ekstraktu crvene ribizle sa podru¢ja Velike Plane je ferulna
kiselina, koja ¢ini 44,3 % ukupnih hidroksicimetnih kiselina. Dobijeni rezultati su u skladu sa
literaturnim podacima (Maatta i sar., 2003).
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4.1.8. Odredivanje sadrZaja polifenola | antioksidativne aktivnosti
maline

Za odredivanje sadrzaja polifenolnih jedinjenja koriS¢ena je suva malina gajena na
trima razli¢itim podrucjima: Velika Plana, Niska Banja i Vlasina. Ekstrakcija je vrSena prema
proceduri datoj u delu 3.3.1.1 u razli¢itim rastvaraéima aceton:voda:HC1 (80:19:1),
etanol:voda:HCI (80:19:1) 1 metanol:voda:HCI (80:19:1). Za odredivanje sadrzaja ukupnih
fenola, ukupnih flavonoida i antioksidativne aktivnosti pripremljenih ekstrakata koris¢ene su
spektrofotometrijske metode. Za odredivanje sadrzaja pojedinac¢nih antocijana, flavonola 1
hidroksicimetnih kiselina koriS¢ena je HPLC metoda.

4.1.8.1. Spektrofotometrijsko odredivanje polifenola i antioksidativne
aktivnosti maline

U tabeli 4.37 prikazani su rezultati spektrofotometrijskog odredjivanja fenola,
flavonoida i antioksidativne aktivnosti ekstarakta suve maline. Ekstrakcija je vrSena u
razli¢itim rastvara¢ima. Dobijeni rezultati prera¢unati su na masu polaznog uzorka. Rezultati
pokazuju da je pri odredivanju ukupnih fenola, ukupnih flavonoida i ukupne antiokidativne
aktivnosti najbolje ekstrakciju vrsiti sistemom aceton:voda:HCI (80:19:1).

Analizom dobivenih rezultata moZe se uociti da se sadrzaj ukupnih fenola u analiziranim
uzorcima suve maline menja u zavisnosti od podrucja na kojem je gajena malina i krece se od
14,36 mg GAE/g su.v. u acetonskom ekstraktu maline sa podruc¢ja Niske Banje do 16,73 mg
GAE/g su.v. u acetonskom ekstraktu maline sa podrucja Vlasine. Nasi rezultati su uporedivi
sa literaturnim podacima. SadrZaj polifenola u 4 sorte malina gajenih u Grckoj krece se od
10,52 do 24,94 mg/g su.v. (Pantelidis i sar., 2007), odnosno u tri sorte malina gajenih u
Finskoj kreée se od 27,3 do 29,9 mg/g su.v. (K@hkonen i sar., 2001).

Ukupni flavonoidi u acetonskim ekstraktima se krecu od 5,23 do 5,99 mg/g su.v., sa
procentnom zastupljeno$¢u od 33,53 do 37,81% u odnodu na sadrzaj ukupnih fenola.

Ispitivanje antioksidativne aktivnosti ekstrakata uzoraka suve maline gajenih na tri
razlicita podrucja su pokazala da ova vrednost u acetonu iznosi 97,5 pmol TE/g su.v. i veéa je
od antioksidativne aktivnosti suve ribizle (69,95 pmol TE/g su.v.), §to je u saglasnosti sa
literaturnim podacima (Jakobek i sar., 2007b).
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Tabela 4.37. Sadrzaj ukupnih fenola (TP), flavonoida (TF) i antioksidativne aktivnosti (TAA)
ekstrakata maline u razlicitim rastvaracima.

TP (mg GAE/g suvog Malina Malina Malina
voca) Velika Plana Niska Banja Vlasina
Metanol 14,65+0,13" a°,a° 13,90+0,30 b,a 15,62+0,13 c,a
Etanol 9,82+0,08 ac,b 8,97+0,11 b,b 9,92+0,09 c,b
Aceton 15,84+0,08 a,c 14,36+0,13 b,c 16,73+0,09 c,c
TF? (mg CE/g suvog Malina Malina Malina
voca) Velika Plana Niska Banja Vlasina
Metanol 4,95+0,11 ac,a 4,62+0,12 b,a 51840,11c,a
Etanol 4,36+0,18 ac,b 3,69+0,09 b,b 4,12+0,07 c,b
Aceton 5,99+0,15a,c 5,23+0,13 b,c 5,61+0,08 c,c
TAAZ (umol TE/g suvog Malina Malina Malina
voca) Velika Plana Niska Banja Vlasina
Metanol 90,62+2,25a,a 85,37£2,19 b,ac 96,94+0,25 c,a
Etanol 57,62+1,17 ac,b 53,28+0,37 b,b 56,36+0,63 c,b
Aceton 100,48+1,03 a,c 86,50+0,69 b,c 105,52+1,03 c,c

'mg ekvivalenta galne kiseline/g suvog voca; “mg katehin ekvivalenta/g suvog vo¢a; *mmol
troloks ekvivalenta/g suvog vocéa; *srednja vrednost + SD (n=3); brojevi oznadeni razli¢itim
slovima u koloni (za jednu grupu jedinjenja , za jedan uzorak u razliCitim rastvaraCima) Se
signifikantno razlikuju kada se koristi Duncan-ov test viSestrukih intervala, (p<0,05); °brojevi
oznaceni razli¢itim slovima u redu (za jednu grupu jedinjenja , za razli¢ite uzorke u istom rastvracu)
se signifikantno razlikuju kada se koristi Duncan-ov test viSestrukih intervala, (p<0,05).

4.1.8.2. HPLC odredivanje antocijana, flavonola i hidroksicimetnih kiselina u
malini

Kao $to se moze videti sa hromatograma (slika 4.48) jasno se uocavaju izrazeni pikovi
za: cijanidin-3-soforozid (1) i cijanidin-3-glukozid (2).
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Slika 4.48. HPLC hromatogram antocijana (520 nm) u metanolnom ekstraktu uzorka maline
iz Niske Banje: cijanidin-3- soforozid (1), cijanidin-3-glukozid (2).

Iz tabele 4.38. se moze uoéiti da je u ekstraktima maline najzastupljeniji cijanidin-3-
soforozid. Ovaj podatak je u skladu sa rezultatima drugih autora (Seeram i sar., 2006).
Sadrzaj ukupnih antocijanina u ispitivanim uzorcima maline se kretao od 29,1 mg/100 g su.v.
do 42,8 mg/100 g su.v. u metanolnom ekstraktu. Kéhkdnen i sar. (2001) su za tri sorte malina
odredili da sadrze od 170 do 298 mg/100 g su.v. Nasi rezultati ukazuju na znatno manji
sadrzaj antocijana u uzorcima suve maline, Sto moze biti posledica uslova gajenja ali 1
postupka pripreme suvog voca.

Tabela 4.38. Sadrzaj (mg/100g suvog voéa)' antocijana u ekstraktima maline u razlicitim
rastvaracima.

Uzorak Rastvara¢ Cy-3- Cy-3-glukozil- Ukupno
soforosid rutinozid

Malina Metanol 28,4+0.32 11,5+0.09 39,9+0.20
Velika Etanol 24,1+0.27 9,7+0.08 33,8+0.17
Plana Aceton 10,8+0.18 5,9+0.02 16,7+0.10
Malina Metanol 22,3+0.42 6,8+0.04 29,1+0.23
Niska Etanol 22,0+0.45 6,2+0.04 28,2+0.24
Banja Aceton 8,6+0.09 3,3+0.03 11,9+0.06
Malina Metanol 30,5+0.17 12,3+0.07 42,8+0.12
Vlasina Etanol 28,5+0.38 11,8+0.06 40,3+0.22
Aceton 12,2+0.12 6,5+0.03 18,7+0.07

Isrednja vrednost + SD (n=3).
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Slika 4.49. HPLC hromatogram flavanola (360 nm) u metanolnom ekstraktu uzorka
maline iz Niske Banje: kvercetin (1), kemferol (2).

U tabeli 4.39 prikazani su rezultati odredjivanja flavanola (mg/100g suvog voca)
HPLC metodom u uzorcima maline na 360 nm. Na slici 4.49 je dat hromatogram za uzorak
ektrakta maline na 360 nm. HPLC analiza ekstraka crvene ribizle je ukazala na prisustvo
kvercetina i kemferola. Miricetin nije identifikovan u ispitivanim uzorcima maline.

Tabela 4.39. Sadriaj (mg/100g suvog voca)' flavanola u ekstraktima maline u razlicitim

rastvaracima.

Uzorak Rastvara¢ Kvercetin Kemferol Ukupno
Malina Metanol 17,22+0,92 1,21+0,12 18,4340,52
Velika Etanol 16,48+0,95 1,13+0,28 17,61+0,61
su Plana Aceton 20,23+0,72 1,92+0,35 22,15+0,53
Malina Metanol 19,45+0,88 0,56+0,09 20,01+0,48
Niska Etanol 20,35+0,72 0,47+0,07 20,82+0,36
Banja Aceton 25,56+0,65 1,23+0,09 26,79+0,37
Malina Metanol 14,82+0,73 0,48+0,05 15,3040,39
Vlasina Etanol 15,03+0,47 0,32+0,02 15,35+0,24
Aceton 19,30+0,98 0,63+0,03 19,93+0,50

Isrednja vrednost + SD (n=3).
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U acetonskom ekstraktu maline — Vlasina odreden je najmanji sadrzaj ukupnih
flavanola (19,93 mg/100 g su.v.), gde je udeo kvercetina iznosio 96,8% od ukupne mase
flavanola, dok je u istom ekstraktu maline — Niska Banja odreden najveéi sadrzaj ukupnih
flavanola (26,79 mg/100 g s.v.) sa udelom kvercetina od 95,41%. Veoma male koli¢ine
kemferola, pored predominantnog kvercetina odredili su Hakkinen i sar. (1999a), dok ve¢ina
autora (Hakkinen i sar. (1999b), identifikuje i kvantifikuje samo kvercetin, i njegov sadrzaj je
reda veli¢ine od 15 do 30 mg/100 g su.v.

U tabeli 4.40 prikazani su rezultati odredjivanja hidroksicinamicnih kiselina (mg/100g
suvog vo¢a) HPLC metodom u uzorcima maline na 320 nm. Na slici 4.50 je dat hromatogram
za ekstrat maline.

mAU

14

Slika 4.50. HPLC hromatogram hidroksicimetnih kiselina (320 nm) u metanolnom ekstraktu
uzorka maline iz Niske Banje: kafena kiselina (1), p-kumarna kiselina (2) i ferulna
kiselina(3).

Rezultati pokazuju da najveci sadrzaj hidroksicimetnih kiselina imaju maline sa lokacije
Velike Plane (23,44 mg/100 g su.v.), dok najmanji sadrZaj imaju maline sa lokacije NiSke
Banje (5,99 mg/100 g su.v.). Kahkonen i sar. (2001) su nasli da maline sadrze od 16 — 30
mg/100 g su.v. Najzastupljenija hidroksicimetna kiselina u metanolnim ekstraktima malina je
ferulna kiselina, koja ¢ini od 40,56 do 45,22% ukupnih hidroksicimetnih kiselina prisutnih u
suvoj malini. Jakobek i sar. (2007b) su takode u uzorcima maline odredili prisustvo kafene

kiseline, p-kumarne kiseline i ferulne kiseline, pri ¢emu je najzastupljenija ferulna kiselina sa
oko 36,5%.
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Tabela 4.40. Sadrzaj (mg/100g svog voca)® hidroksicimetnih kiselina u ekstraktima maline u
razlicitim rastvaracima.

Uzorak Rastvara¢ Kafena p-kumarna Ferulna Ukupno
kiselina kiselina kiselina

Malina Metanol 6,39+0,38 7,1820,12 9,8720,42 23,44+0,31
Velika Etanol 6,05+0,72 5,23+0,17 9,4320,38 20,71+0,42
Plana Aceton 3,85+0,47 3,42+0,23 5,84+0,22 13,11+0,31
Malina Metanol 2,3820,09 8,11%0,28 8,6620,18 19,1520,18
Nigka Etanol 2,30%0,12 6,3820,37 8,61+0,47 17,29+0,32
Banja Aceton 1,85+0,08 4,14+0,23 6,05:0,32  12,04+0,21
Malina Metanol 5,73%0,62 7,5320,19 9,0520,15 22,31+0,32
Vlasina Etanol 5,68+0,48 6,98+0,38 8,85+0,38 21,51+0,41
Aceton 4,93+0,23 5,12+0,42 6,230,17 16,280,27

Isrednja vrednost + SD (n=3).
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4.2. ISPITIVANJE KINETIKE DEGRADACIJE FENOLNIH
JEDINJENJA HIDROKSIL RADIKALIMA

Odrzivost kvaliteta voca i proizvoda od vocéa je od velikog interesa, zbog njihove
Siroke upotrebe, §to podrazumeva sacuvati njihova antioksidativna svojstva i sac¢uvati ih od
procesa oksidacije. Direktna oksidacija izmedu kiseonika i fenola se ne moze odigrati ili je
ekstremno spora u Kiselim sredinama, uglavnom zbog nepovoljnih termodinamickih uslova.
Medutim, pojedini prelazni metali, naro¢ito gvozde 1 bakar mogu promeniti reakcione
mehanizme, smanjujuc¢i slobodnu energiju reakcije 1 povecavajuci brzinu reakcije. Stoga Fe 1
Cu mogu odigrati vaznu ulogu u prevazilazenju nepovoljnih termodinamickih uslova 1
doprineti oksidaciji voca, vina, sokova (Danilewicz, 2003).

Hidroksil radikali i druge kiseoni¢ne reaktivne vrste, uz veoma vaznu ulogu bakra i
gvozda u inicijaciji neenzimske oksidacije, mogu biti osnova za razumevanje oksidacije
fenolnih jedinjenja prisutnih u vocu i proizvodima od voca. U tu svrhu ispitana je:

kinetika degradacije antocijana crvenih vina,

Kinetika degradacije malvidin-3-glukozida i malvidin-3-acetil-glukozida crvenih vina,
Kinetika degradacije katahina i epikatehina crvenih vina,

kinetika degradacije polifenola belih vina,

kinetika degradacije antocijana cedenog soka visnje 1

kinetika degradacije antocijana cedenog soka crvene ribizle i maline

o ks whRE

hidroksil radikalima koji nastaju u sistemu Cu/H,O, u Kiseloj sredini pri pH=3,5 koji je
podesen vinskom kiselinom.

4.2.1. Kineticko-spektrofotometrijsko ispitivanje reakcije
degradacije antocijana crvenih vina

Kineti¢ko-spektrofotometrijska metoda se moze primeniti za ispitivanje Kinetike
reakcije degradacije antocijana crvenih vina. Proucavanje kinetike degradacije antocijana
crvenih vina obuhvata odredivanje kinetickih i termodinamickih parametara proucavanog
sistema, a u cilju razrade nove kineticko-spektrofotometrijske metode za odredivanje
antocijana u crvenim vinima, razvoj i validaciju metode.

Za ispitivanje Kinetike degradacije antocijana u crvenom vinu uzeto je mlado vino
Vranac (Rubin-Krusevac).

178



4.2.1.1. Kineticke i termodinamicke karakteristike sistema

U vidljivom delu apsorpcionog spektra crvenog vina uoCava se apsorpcioni
maksimum na 520 nm, koji odgovara antocijanima (slika 4.51, kriva 1). Dodatkom H,0;
dolazi do oksidacije antocijana u vinu, §to dovodi do smanjenja apsorpcionog maksimuma
(slika 4.51, kriva 2). Ako se uz istu koncentraciju vodonik peroksida dodaju i Cu(ll) joni,
proces oksidacije vina se znatno ubrzava (slika 4.51, kriva 3), pa se stoga moze re¢i da Cu(ll)
joni pokazuju kataliticko dejstvo u pomenutoj reakciji oksidacije, zbog intenzivnog stvaranja
hidroksil radikala, saglasno jedna¢ininama 2.53 i 2.54 u delu 2.3.3.

18
16

14 -

0.6
04 -

02

400 500 600 ) nm

Slika 4.51. Apsorpcioni spektar: 1) vodenog rastvora vina, 2) vodenog rastvora vina+H,0,,
3) vodenog rastvora vina+H,0,+Cu(ll). Koncentracije reaktanata u rastvoru: Antocijani —
0.269:10" mol/L; H,0,— 0.098mol/L; Cu(ll) — 1,232-:10"mol/L, pH=3,5; t= 22 +0,1°C
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Slika 4.52. Promena apsorbance rastvora sa vremenom za razlicite temperature: m- 22°C:
¢-27°C: A-32°C; ¥-37°C. Koncentracije reaktanata u rastvoru: Antocijani — 0,179:10°
mol/L; H,0,— 0.098mol/L; Cu(ll) — 1,232:10“mol/L, pH=3,5.

Oksidacijom antocijana u crvenom vinu u kiseloj sredini (pH=3,5, podeSen vinskom
kiselinom), nestaje crvena boja vina i zbog toga je moguce primeniti spektrofotometrijski
postupak za pracenje reakcije, odnosno meriti promena apsorbancije rastvora u funkciji
vremena odigravanja reakcije na 520 nm. Za obradu kinetickih podataka primenjena je
diferencijalna varijanta tangensne metode (Perez-Bentito i Silva, 1988), jer je zavisnost
izmedu apsorbance rastvora i vremena (t) odigravanja reakcije linearna u toku prvih 40-60
min po meSanju reakcionih komponenti, a nagib kineticke krive prema apscisi (tgo) je
proporcionalan brzini reakcije (slika 4.52). Za vino Vranac (Rubin, KruSevac) pH-
diferencijalnom metodom je odredeno da sadrzi 442,35 mg (M3GE/L) monomernih
antocijana, odnosno 0,896 mol/L.

U cilju ispitivanja kinetike i1 termodinamickih karakteristika reakcije degradacije
antocijana hidroksil radikalima koji nastaju u sistemu Cu(11)/H,0,, neophodno je prvo pratiti
zavisnosti brzine reakcije od koncentracije svih reaktanata (H,O,, Cu(ll), antocijana u vinu
Vranac) i temperature.

Uticaj koncentracije vodonik peroksida na brzinu reakcije degradacije antocijana u vinu
prikazan je na slici 4.53. 1z slike 4.53 se vidi, da izmedu brzine reakcije (nagib kineticke
krive prema apscisi) i koncentracije vodonik peroksida postoji linearna zavisnost, te je
reakcija prvog reda u odnosu na koncentraciju H,O, za ispitivani interval koncentracije od
0,049 do 0,490 mol/L. Za dalji rad je koris¢en rastvor H,O, koncentracije 0,098 mol/L.

180



0.40

0.35

0.30

0.25 1

tgax10?

0.20

0.15

0.10 ~

00 01 02 03 o4 0.5
¢ (H,0,) mol/L

Slika 4.53. Zavisnost brzine reakcije od koncentracije H,O,. Koncentracije reaktanata u
rastvoru: Antocijani - 0.179-10mol/L; Cu(ll) - 1,232:10™mol/L; pH=3,5; t =22 +0,1°C.

Zavisnost brzine reakcije od koncentracije Cu(ll) jona je prikazana na slici 4.54. 1z ove
slike se moze videti da postoji linearna zavisnost izmedu brzine reakcije i koncentracije
Cu(ll) jona te je zbog toga reakcija prvog reda u odnosu na koncentraciju Cu(ll) jona, za
ispitivani interval od (0,615-6,150)-10" mol/L. Za dalji rad je koris¢en rastvor Cu(Il) &ija je
koncentracija u reakcionoj smesi 1,232-10™ mol/L.

Ispitivanja zavisnosti brzine reakcije degradacije antocijana u vinu od temperature
reakcione smese (slika 4.55), su pokazala da brzina reakcije raste sa povecanjem temperature.
Medutim, ako se predstavi zavisnost promene apsorbance rastvora sa vremenom pri razli¢itim
temperaturama, pri istim koncentracionim uslovima reaktanata (slika 4.50), uocava se da se
sa povecanjem temperature znatno smanjuje vremenski interval u kome postoji linearna
zavisnost izmedu apsorbance rastvora i vremena odigravanja reakcije. Zato je najbolje vrsiti
merenja i ispitivati kinetiku degradacije antocijana hidroksil radikalima pri temperaturama
manjim od 30°C, kada jo$ uvek u dovoljno dugom vremenskom intervalu postoji linearnost
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Slika 4.54. Zavisnost brzine reakcije od koncentracije Cu(ll). Koncentracije reaktanata u
rastvoru: Antocijani - 0.179-10mol/L; H,0, - 0,098 mol/L; pH=3,5; t =22+ 0,1°C.
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Slika 4.55. Zavisnost brzine reakcije od temperature. Koncentracije reaktanata u rastvoru:
Antocijani — 0.179-10°mol/L; H,0, — 0,098 mol/L; Cu(ll) — 1,232-10mol/L; pH=3,5.
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Slika 4.56. Zavisnost brzine reakcije od koncentracije antocijana. Koncentracije reaktanata u
rastvoru: H,O; — 0,098 mol/L; Cu(ll) — 1,232:10™“mol/L; pH=3,5, t = 22 + 0,1°C.

Zavisnost brzine reakcije degradacije od koncentracije antocijana u reakcionoj smesi
prikazana je na slici 4.56. Razli¢ite koncentracije antocijana su dobijene odmeravanjem
razli¢itih zapremina vina od 0,5 do 3,0 ml. Ukupna zapremina reakcione smese je 10 ml.
Brzina reakcije linerano raste sa poveanjem zapremine vina, odnosno koncentracije
antocijana u reakcionoj smesi, te je reakcija +1 reda u odnosu na koncentraciju antocijana.
Slika 4.56. pokazuje ovu zavisnost, pri cemu je odredeno da odse¢ak prave na osu tgo iznosi
0,026-10%.

Na osnovu predhodno iznetih rezultata postavljena je kineticka jednacina za reakciju
degradacije antocijana crvenih vina hidroksil radikalima u kiseloj sredini (pH=3,5) pri
koncentraciji H,0, od 0,049 do 0,490 mol/L i Cu(Il) od 0,615-10™ do 6,150-10* mol/L.

dc

at k- CH,0, * Ccu(1n) * Cantocijani 4.1

Na osnovu poslednje jednacine izraCunate su Kkonstante brzine reakcije degradacije
antocijana u crvenom vinu Vranac, uzimaju¢i vrednost molarne mase od 493 g/mol i
molarnog apsorpcionog koeficijenta od 28 000 dm®mol™“cm™za malvidin-3-glukozid (tabela
4.41), kao komponente ¢iji je sadrZzaj dominantan u odnosu na sadrZaj svih ostalih antocijana
prisutnih u crvenim vinima (tabela 4.14).
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Tabela 4.41. Konstante brzine reakcije degradacije antocijana u crvenom vinu hidroksil
radikalima na razlicitim temperaturama.

t°C k:, mol’dm™®min?
22 23,49+0,005"
27 33,91+0,007
32 49,630,010
37 70,31+0,009

Isrednja vrednost + SD (n=5).

Ukoliko se predstavi logaritam konstante brzine reakcije u funkciji recipro¢ne vrednosti
apsolutne temperature dobija se prava prikazana na slici 4.57, iz Cijeg nagiba se moze
izracunati energija aktivacije E, primenom jednacine (2.2):

E.=tgo - 19,14 [kJmol™] 4.2

4.4 5
4.2 1
4.0 1

3.8 4

Ink

3.6 4

3.4 1

3.2 1

3.0

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T '
322 324 326 328 330 332 334 336 338 3.40
3
1/Tx10

Slika 4.57. Zavisnost In k od reciprocne vrednosti apsolutne temperature.

Ostali termodinamigki parametri, promena entalpije (AH"), promena entropije (AS"),
promena slobodne energije (AG) i pK" vrednost aktiviranog kompleksa izradunati su
primenom slede¢ih jednacina:

AH =E,-nRT 4.3
gde je n — molekularnost,
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odnosno,

AH =E,—RT zareakcije u rastvorima

AS”=19,14 (log k — log T -10,3178 + AH/19,14 T) 4.4
AG* _ AH* _ T AS* 45
pK* = AG'719,14T 4.6

Vrednosti izracunatih termodinamickih parametara aktiviranog stanja, primenom
jednacina 4.2 — 4.6 prikazane su u tabeli 4.42.

Tabela 4.42. Termodinamicki parametri aktiviranog kompleksa reakcije degradacije
antocijana u crvenom vinu hidroksil radikalima na 295K.

Ea AH AS” AG pK”
(kImol™) (kdmol™) (JK™mol™) (kImol™)
56,37 53,91 -35,52 64,39 11,40

4.2.1.2. Validacija kineti¢ko-spektroforometrijske metode za odredivanje
antocijana crvenih vina

Validacija metode izvrSena je odredivanjem intervala linearnosti, limita detekcije,
limita kvantifikacije, ta¢nosti i preciznosti metode.

Linearnost

Uticaj antocijana na brzinu reakcije pracen je pri predhodno odabranim uslovima
odigravanja reakcije pri temperature od 22°C. Razli¢ite koncentracije antocijana dobijene su
odmeravanjem razli¢itih zapremina vina Vranac, ¢ije su koncentracije odredene metodom
unutradnjeg standarda (Kastelan-Macan, 2003). Tangens ugla odsecka odreden je na osnovu
zavisnosti prikazane na slici 4.56, i on iznosi 0,026-102. Koncentracija antocijana u datoj
zapremini crvenog vina odredena je na osnovu zavisnosti date na slici 4.58, i na osnovu
jednacine:

tgoy,, —t80ygs, . c 4.7

C, =
X tgo tgo

uz.+st.” ©%uz.

gde je: c.- koncentracija antocijana u uzorku
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Cst.- koncentracija dodatog standarda (Mv-3-G)
tg oC,qs.- tanges o< odsecka kalibracione prace za c=0
tg o« - tangens « uzorka

tg X4+t~ tangens o« uzorka sa standardom

tga st.

tgo st.+uz.

tg ayz

tgo uz.+ods.

Cx : Cst.

Slika 4.58. Graficki prikaz metode unutrasnjeg standarda.

Metodu unutra$njeg standarda za odredivanje komponenti u uzorcima vina koristili su i
drugi autori (Kordis-Krapez i sar. 2001). Na osnovu izracunatih vrednosti za antocijane u
reakcionoj smesi, dobivena je linearna zavisnost brzine reakcije od koncentracije antocijana u
intervalu od 21,92 do 131,52 pg/ml (slika 4.59), koja se moze predstaviti jedna¢inom:

tga = 0,001356 - ¢« + 0,02641 4.8

r=0,998 s,=0,0025
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Slika 4.59. Zavisnost brzine reakcije od koncentracije antocijana. Koncentracije reaktanata u
rastvoru: Cu(ll) — 1,232:10* mol/L ; H,0, — 0,098 mol/L; pH=3,5, t =22 +0,1°C.

Limit detekcije i limit kvantifikacije

Limit detekcije (c.) i limit kvantifikacije (Cq) izraunat je na osnovu jednadina 2.46 i
2.47.

Dobijene vrednosti su 6,08 1 18,44 pg/ml.
Preciznost i tacnost metode odredivanja antocijana U crvenim vinima

Preciznost metode je odredena odmeravanjem iste zapremine vina (1,0 ml) bez i sa
dodatkom M3G (20,0; 30,0 1 50,0 pg/ml) iz pet ponavljanja. Za svaku reakcionu smesu
izraCunata je relativna standardna devijacija (RSD). Rezultati dobiveni statistickom obradom
podataka dati su u tabeli 4.43.

Tabela 4.43. Preciznost odredivanja antocijana u crvenim vinima.

Dodato Mv-3-G Ukupno antocijana RSD (n=5)
(ng/ml) (ng/ml) %
0 43,36 3,88
20,0 63,13 2,34
30,0 73,16 2,99
50,0 93,36 2,43
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Tacnost metode je definisana odnosom odredene i dodate koncentracije standardnog
rastvora Mv-3-G u istoj zapremini vina iz pet merenja. Izracunata je relativna greska, a

rezultati prikazani u tabeli 4.44.

Tabela 4.44. Tacnost odredivanja antocijana u crvenim vinima.

Dodato Mv-3-G odredeno Mv-3-G RG
(ng/ml) (ng/ml) %
20,0 20,34 5,35
40,0 40,66 3,73
60,0 60,40 2,16

Rezultati iz tabela 4.43 i 4.44 pokazuju da se antocijani u crvenim vinima predlozenom
kinetickom metodom mogu odredivati sa zadovoljavaju¢om preciznoS¢u i tacnoscu.

Primena metode za odredivanje antocijana

PredloZena metoda je primenjena za odredivanje sadrzaja antocijana u crvenim vinima.
Dobijeni rezultati su uporedeni sa rezultatima koji su dobijeni HPLC metodom. Rezultati
odredivanja antocijana u crvenim mladim vinima prikazani su u tabeli 4.45.

Tabela 4.45. Odredivanje sadrzaja (mg/L)** antocijana u crvenim vinima kineticko-
spektrofotometrijskom i HPLC metodom.

Vino Kineticko- HPLC
spektrofotometrijska metoda t- test® F- test®
metoda
Vranac- 355,74+6,63 349,79+2,77 1,79 5,39
Aleksandrovac
Crnogorski 462,81+5,95 457,81+2,83 1,69 4,41
Vranac
Makedonsko 399,76+6,00 394,21+2,85 1,87 4,43
crveno

'srednja vrednost = SD (n=5); “mg malvidin-3-glukozid ekvivalenta/L vina; ‘tabelarne F- i t-

vrednosti pri 95%-nom nivou poverenja su 6,39 i 2,306.
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Vrednosti F-testa i Studentovog t-testa pokazale su da nema znacajnije razlike u
rezultatima dobijenim kinetiCko-spektrofotometrijskom i HPLC metodom za sve uzorake
(Feksp.< Frap. 1 teksp.< tab.), pa se moze zakljuciti da se razradena kineticko-spektrofotometrijska
metoda moZze uspesno primeniti za oredivanje sadrzaja antocijana u crvenim vinima.
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4.2.2. Ispitivanje kinetike reakcije degradacije antocijana crvenih
vina HPLC metodom

Efekat temperature (Verbeyst i sar., 2010, Ahmed i sar., 2004) i H,0, (Ozkan i sar.,
2002) na stabilnost antocijana je dobro ispitan. Medutim, istovremeni efekat Cu(II), H2O; i
temperature na stabilnost antocijana do sada nije ispitivan, a takode i uticaj pomenutih faktora
na stabilnost najzastupljenih antocijana u vinu malvidin-3-glukozida i malvidin-3-acetil-
glukozida. U daljem radu pracena je promena sadrzaja malvidin-3-glukozida (Mv-3-G) i
malvidin-3-acetl-glukozida (Mv-3-AG) sa vremeom pod uticajem Cu(ll), H,O; | temperature
HPLC metodom.

4.2.2.1. Validacija HPLC metode za odredivanje MV-3-G

Pri validaciji HPLC metode za odredivanje Mv-3-G vrSeno je odredivanje slede¢ih
parametara: intervala linearnosti, limita detekcije, limita kvantifikacije, tacnosti i preciznosti.

Linearnost

Odredena je linearnost povrSine pika za Mv-3-G prema njegovoj koncentraciji.
Rastvori za linearnost su injektovani tri puta. Rastvori standarda za linearnost odgovaraju
sadrzaju od 2,0 do 150 mg/L. Na slici 4.60 prikazana je linearna zavisnost odgovora pika
Mv-3-G (povrsina pika) prema njegovoj koncentraciji (R?=0,999, nagib prave = 3,207)

Limit detekcije i limit kvantifikacije

Limit detekcije (c.) i limit kvantifikacije (Cq) izraunati su na osnovu jednacina 2.46 i
2.47. Standardna devijacija y-odsecka regresione linije za kalibracionu pravu koja pokriva
podrucje od 2,0 do 150 mg/L je 0,508 za Mv-3-G. Ova vrednost je kori§¢ena kao standardna
devijacija odgovora. Izracunata vrednost za c_ je bila 0,52 mg/L, dok je za cq iznosila 1,58
mg/L.
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Slika 4.60. Linearna zavisnost povrsine pika od koncentracije Mv-3-G.

Preciznost i tacnost HPLC metode

Preciznost 1 tatnost HPLC metode odredene su za prvu koncentraciju sa kalibracione
prave iz pet uzastopnih merenja (1) i pet merenja iste koncentracije Mv-3-G u toku jednog
meseca sa vremenskim razmakom od 5 dana (2) pri istim uslovima i na istom aparatu (tabela
4.46). Relativna standardna devijacija u prvom slucaju iznosi 3,80, a u drugom 7,58%.

Tabela 4.46. Preciznost i tacnost HPLC metode.

Odmereno  Nadeno(l) Nadeno(2) RSD(1) RSD(2) (X-w/p) - (X-pw/p) -
p(pg/ml) x+SD! x+SD* % % 100 (1) 100 (2)
pg/ml pg/ml % %
2,0 1,99+0,08 2,05+0,16 3,80 7,58 -0,10 +2,62

'srednja vrednost = SD (n=5).
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4.2.2.2. Kineticke i termodinamicke karakteristike sistema

Mlado crveno vino Vranac (Rubin, Krusevac), koje je koriséeno za ispitivanje kinetike
degradacije antocijana spektrofotometrijskom metodom, kori$éeno je i za ispitivanje kinetike
degradacije individualnih antocijana, tac¢nije malvidin-3-glukozida i malvidin-3-acetil-
glukozida, najzastupljenijih antocijana HPLC metodom. HPLC metodom je odredeno da
vino Vranac sadrzi 281,31 mg/L Mv-3-G i 44,36 mg/L Mv-3-AG.

Da bi se pratila promena antocijana HPLC metodom bio je potreban znatno duzi
vremenski period (oko 180 min) u odnosu na spektrofotometrijsku metodu, pa je to bio razlog
smanjenja pocetnih koncentracija H,O; i Cu(ll) jona i snimanja HPLC hromatograma u toku
prvih 35 min po inektiranju. Pocetne koncentracije Mv-3-G i Mv-3-AG odredene su na
osnovu povrsine pikova ovih komponenti crvenog vina istog razblazenja (1:2), odnosno
140,65 mg/L Mv-3-G i 22,18 mg/L Mv-3-AG, §to odgovara koncentraciji od 2,85-10™ mol/L,
odnosno 4,49-10° mol/L preracunato na molarnu masu Mv-3-G.

U cilju izucavanja kinetike degradacije antocijana snimljeni su hromatogrami sistema
vino, vino+H;0; i vino+H,0,+Cu(ll) u 35 min nakon pripremanja reakcionog rastvora.
Dobijeni hromatogrami prikazani su na slici 4.28. Sa prikazanih hromatograma se uoc¢ava da
se povrSine pikova za Mv-3-G (pik 1) i Mv-3-AG (pik 2) smanjuju u prisustvu H,0,, §to
ukazuje na proces njihove oksidacije pod uticajem ovog oksidansa (slika 4.61, hromatogram
2). Kada se reakcionoj smesi pored vodonik peroksida dodaju i Cu(II) joni, uoceno je da se
proces oksidacije znatno ubrzava (slika 4.61, hromatogram 3), $to ukazuje na Kkataliti¢ki
efekat Cu(ll) jona u reakciji stvaranja hidroksil radikala.

Pra¢enjem promene povrsine pikova, odnosno koncentracije Mv-3-G i Mv-3-AG sa
vremenom u sistemu koji sadrzi vino, H20, 1 Cu(Il) jone, uoCeno je linearno smanjenje
koncentracije sa vremenom u toku prvih 120-180 min odigravanja reakcije degradacije
(4.62), pa se mogla primeniti metoda inicijalne brzine. U cilju ispitivanja Kinetike degradacije
Mv-3-G i Mv-3-AG, ispitan je uticaj koncentracije reaguju¢ih komponenata i temperature na
brzinu reakcije degradacije. pH reakcionih smesa bio je 3,5 (podeSen vinskom kiselinom).

Zavisnost brzine reakcije od koncentracije vodonik-peroksida u intervalu od 4,90 do
24,48 mmol/L prikazana je na slici 4.63. Brzine reakcija rastu sa povecanjem koncentracije
ovog reaktanta, te su obe reakcije +1 reda u odnosu na H,O, u ispitivanom intervalu
koncentracija. Dalja merenja su vr$ena pri koncentraciji H,O, od 14,69 mmol/L.
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Slika 4.61. Hromatogram antocijana reakcione smese 35 min nakon pripremanja: (1)
vino+voda; (2) vino+H,0,+voda; (3) vino+ H,O,+Cu(ll)+voda. Pik 1- Mv-3-G, pik 2 —-Mv-
3-AG. Koncentracije reaktanata u rastvoru: Mv-3-G -2,85-10*mol/L ili Mv-3-AG - 4,49-10°

mol/L; Cu(ll) - 1,85-10°mol/L; H,0, - 14,69-10°mol/L; pH=3,5; t =25 + 0,1°C.
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Slika 4.62. Promena apsorbance rastvora sa vremenom za razlicite temperature: m- 25°C:
¢-30°C; A-35°C; ¥-40°C; a) za Mv-3-G, b) za Mv-3-AG. Koncentracije reaktanata u
rastvoru: Mv-3-G -2,85-10" mol/L ili Mv-3-AG - 4,49-10° mol/L; Cu(ll)- 1,85-10® mol/L;
H,0, -14,69-10mol/L; pH=3,5.
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Slika 4.63. Zavisnost brzine reakcije od koncentracije H,O, za Mv-3-G (a) i Mv-3-AG (b).
Koncentracije reaktanata u rastvoru: Mv-3-G - 2,85 -10™mol/L ili Mv-3-AG - 4,49 -10
*mol/L; Cu(ll) - 3,08-10mol/L; pH=3,5; t = 25 +0,1°C.

Uticaj koncentracije Cu(ll) na brzinu reakcije degradacije Mv-3-G i Mv-3-AG hidroksil
radikalima je posmatran u intervalu od 0,615 - 10™ do 3,08 - 10 mol/L (slika 4.64). Brzina
reakcija raste sa povecanjem koncentracije ovog reaktanta. Reakcije su +1 reda u odnosu na
Cu(ll) u ispitivanom intervalu koncentracija. Koncentracija Cu(ll) od 1,85 - 10 mol/L je
odabrana za dalji rad.
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Slika 4.64. Zavisnost brzine reakcije od koncentracije Cu(ll) za Mv-3-G (a) i Mv-3-AG (b).
Koncentracije reaktanata u rastvoru: Mv-3-G - 2,85-10*mol/L ili Mv-3-AG - 4,49-10"mol/L;
H,0, - 14,69-10°mol/L; pH=3,5; t= 25+ 0,1°C.

Uticaj koncentracije M3G 1 M3AG (odmeravanjem razlicitih zapremina vina u reakcionu
smesu koja je termostatirana na zadatoj temperaturi) na brzinu reakcije degradacije pracen je
pri predhodno odabranim uslovima: ¢(H20,) = 14,69 mmol/L; c(Cu(ll)) = 1,85-10° mol/L; t
=25 + 0,1°C. Dobijena je linearna zavisnost u intervalu koncentracija od 1,425-10* do 2,850
.10 mol/L za Mv-3-G i 2,245-10” do 4,490-10°mol/L za Mv-3-AG (slika 4.65).

Brzine ispitivanih reakcija prac¢ene su pri odabranim uslovima na Cetiri temperature:
25, 30, 35 i 40°C. Dobijene zavisnosti ¢ = f (t) su za temperature od 25 i 30°C linearne u
celom ispitivanom vremenskom intervalu (slika 4.62), dok se na temperaturama od 35 i 40°C
ovaj interval smanjuje. Graficke zavisnosti brzine reakcije degradacije Mv-3-G i Mv-3-AG
od temperature prikazane su na slici 4.66.
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Slika 4.65. Zavisnost brzine reakcije od koncentracije Mv-3-G (a) i Mv-3-AG (b).
Koncentracije reaktanata u rastvoru: Cu(Il) - 1,85-10°mol/L; H,0; - 14,69-10"°mol/L;
pH=3,5; t= 251 0,1°C.
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Slika 4.66. Zavisnost brzine reakcije od temperature za Mv-3-G (a) i Mv-3-AG (b).
Koncentracije reaktanata u rastvoru: Mv-3-G - 2,85-10*mol/L ili Mv-3-AG - 4,49-10"mol/L;
H,0; - 14,69:10°mol/L; Cu(ll) - 1,85-10°mol/L ; pH=3,5; t=25+0,1°C.

Na osnovu predhodno dobijenih zavisnosti brzina reakcija degradacije Mv-3-G i Mv-3-
AG od koncentracije svakog reaktanta pojedinacno, kao i odredivanog reda reakcije u odnosu

na koncentraciju svakog reaktanta pojedina¢no, mogu se postaviti kineti¢ke jednacine ovih
procesa.

dc

5 = KM3G " CH,0, * Ccu(i) " CMv-3-G 4.9
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dc

BT Km3aG * CH,0, ° Ccu(in) " CMv—-3-AG

4.10

za interval koncentracija: H20; = (4,90 - 24,48) - 10 mol/L; Cu(ll) = (0,615 — 3,08) - 10”
mol/L; Mv-3-G = (1,425 - 2,850) -10™ mol/L, odnosno Mv-3-AG = (2,245 - 4,490) -10°
5

mol/L.

gde je: -dc/dt — promena koncentracije antocijana; kmsc | Kmsac konstante brzine reakcije
degradacije Mv-3-G, odnosno Mv-3-AG.

Na osnovu kinetickih jednacina (4.9 1 4.10) izraCunate su konstante brzine reakcija na
Cetiri razli¢ite temperature (tabela 4.47).

Tabela 4.47. Konstante brzine reakcija degradacije Mv-3-G i Mv-3-AG u crvenom vinu
hidroksil radikalima na razlicitim temperaturama.

t°C k' (Mv-3-G) mol“dm®min™ k' (Mv-3-AG) mol“dm™®min?
25 0,951 x 10* 0,976 x 10*
30 1,316 x 10°* 1,369 x 10*
35 1,884 x 10* 1,895 x 10*
40 2,547 x 10* 2,649 x 10

‘srednja vrednost (n=5)

Energije aktivacije, a potom i ostali termodinamicki parametri reakcija degradacije
antocijana u crvenom vinu hidroksil radikalima odredeni su na osnovu vrednosti nagiba
pravih prikazanih na slici 4.67.
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Slika 4.67. Zavisnost In k od reciprocne vrednosti apsolutne temperature za Mv-3-G (a) i Mv-
3-AG (b).
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Vrednosti izra¢unatih termodinamickih parametara reakcija degradacije aktiviranog
kompleksa, primenom jednacina 4.2-4.6, date su u tabeli 4.48.

Tabela 4.48. Termodinamicki parametri reakcija degradacije Mv-3-G i Mv-3-AG u crvenom
vinu hidroksil radikalima na 298K.

sistem Ea AH AS” AG” pK”
(kImol™) (dmol™)  (Kmol™)  (kimol?)
MVv-3-G+H,0,+Cu(ll) 57,70 55,22 16,59 60,16 10,55
Mv-3-AG+H,0,+Cu(ll) 57,74 55,26 16,94 60,31 10,57
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4.2.3. Ispitivanje kinetike reakcije degradacije flavan-3-ola crvenih
vina HPLC metodom

Katehini 1 njegovi polimeri su glavni nosioci ukusa crvenih vina. Izvori gorcine i
astrigencije su pre svega monomeri katehina (Singleton i sar., 1992). Mlada crvena vina
bogatija su monomernim anrocijanima, a siromasnija u taninima. Po misljenju mnogih autora
ta vina su bolji izvor antioksidanata od starih vina (Pellegrini i sad., 1998). Takode, mnogi
autori tvrde da je korelacija izmedu sadrzaja antocijana 1 antioksidativnog potencijala crvenih
vina niska (Burns i sar., 2000), a kao snazni antioksidanti navode se katehin, epikatehin i
proantocijanidoli (Anis i sar., 2002). Ispitivanjem antioksidativnog delovanja epikatehina
konstatovano je da epikatehin pod dejstvom slobodnih radikala biva konvertovan u jedinjenja
slicna antocijanima, koja takode imaju antioksidativnu funkciju. Slika 2.32 prikazuje reakciju
oksidacije katehina kiseonikom u prisustvu Cu(Il) jona. Mi smo takode ispitivali kinetiku
degradacije katehina i epikatehina da bi se potvrdilo da su oni dobri ,,hvataci slobodnih
radikala, ta¢nije hidroksil radikala koji nastaju u sistemu Cu(II)/H,0O,. Mlado crveno vino
Vranac je koriS¢eno za ispitivanje kinetike degradacije katehina i1 epikatehina. HPLC
metodom je odredeno da vino Vranac sadrzi 25,60 mg/L katehina i 18,24 mg/L epikatehina.

4.2.3.1. Validacija HPLC metode za odredivanje katehina i epikatehina

Pri validaciji HPLC metode za odredivanje katehina i epikatehina vrseno je odredivanje
slede¢ih parametara: intervala linearnosti, limita detekcije, limita kvantifikacije, taénosti i
preciznosti.

Linearnost

Odredena je linearnost povrSine pika za katehin i epikatehin prema njihovoj
koncentraciji. Rastvori za linearnost su injektovani tri puta. Rastvori standarda za linearnost
odgovaraju sadrzaju od 1,0 do 30,0 mg/L za katehin i za epikatehin. Na slici 4.68 prikazana je
linearna zavisnost povriine pika katehina (R?=0,999, nagib prave = 4,598) i epikatehina
(R?=0,998, nagib prave = 4,639) prema njegovoj koncentraciji.

Limit detekcije i limit kvantifikacije

Limit detekcije (c.) i limit kvantifikacije (Cq) izraunati su na osnovu jednacina 2.46 i
2.47. Standardna devijacija y-odsecka regresione linije za kalibracionu pravu koja pokriva
podrucje od 1,0 do 30 mg/L je 0,320 za katehin 1 0,393 za epikatehin. Ove vrednosti su
koris¢ene kao standardne devijacije odgovora. Izracunate vrednosti za ¢ i Cq Su 0,23 i 0,69
pg/ml za katehin, odnosno 0,28 10,85 pg/ml za epikatehin.
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Slika 4.68. Zavisnost povrsine pika od koncentracije katehina (a) i epikatehina.

Preciznost i taénost HPLC metode

Preciznost i tacnost HPLC metode odredene su za jednu koncentraciju sa kalibracione
prave iz pet uzastopnih merenja (1) i pet merenja iste koncentracije katehina, odnosno
epikatehina u toku jednog meseca sa vremenskim razmakom od 5 dana (2) pri istim uslovima
i na istom aparatu (tabela 4.49). Relativna standardna devijacija u prvom slu¢aju iznosi 2,18 i
2,54, a u drugom 4,43 1 4,57%.

Tabela 4.49. Preciznost i tacnost HPLC metode.

Odmereno  Nadeno(l) Nadeno(2) RSD(1) RSD(2) (X-w/p) - (X-pw/p) -
p(pg/ml) x+SD! x+SD* % % 100 (1) 100 (2)
pg/ml pg/ml % %
Katehin
5,0 5,03+0,11  5,08+0,22 2,18 4,43 +0,52 +1,60
Epikatehin
5,0 4,96+0,11  5,02+0,23 2,54 4,57 -0,8 +0,40

'srednja vrednost + SD (n= 5).
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4.2.3.2. Kineticke i termodinamicke karakteristike sistema

Za obradu kinetickih podataka primenjena je metoda inicijalne brzine. Promena
koncentracije katehina i epikatehina sa vremenom pracena je tokom 160 min nakon
pripremanja reakcione smese, prema postupku datom u delu 3.3.5.2. Dobijene zavisnosti
c=f(t) su linearne $to se moze videti na slici 4.69.

U cilju ispitivanja Kkinetike degradacije katehina i epikatehina hidroksil radikalima
(pH=3,5 podesen vinskom kiselinom) bilo je potrebno odrediti uslove odigravanja reakcije. U
tu svrhu prac¢ena je promena brzine reakcije degradacije od koncentracije svakog reaktanta
pojedina¢no (H,O,, Cu(ll), katehina, tj. epikatehina).

Na slici 4.70 se zapaza da su brzine reakcije degradacije katehina i epikatehina linearne
u celom ispitivanom intervalu koncentracija vodonik peroksida, tako da su obe reakcije +1
reda. Za dalji rad odabrana je koncentracija H.0, od 14,69 - 10° mol/L.
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Slika 4.69. Promena koncentracije katehina (a) i epikatehina sa vremenom za razlicite
temperature: m- 25°C; 4-35°C. Koncentracije reaktanata u rastvoru: katehin - 4,39 -10°
*mol/L ili epikatehin - 3,13 -10"°mol/L); Cu(ll) - 1,85-10°mol/L; H,0, - 14,69-10°mol/L;

pH=3,5.
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Slika 4.70. Zavisnost brzine reakcije od koncentracije H,O, za katehin (a) i epikatehin (b).
Koncentracije reaktanata u rastvoru: katehin - 4,39 -10"mol/L ili epikatehin - 3,13 -10°
*mol/L); Cu(ll) - 3,08-:10°mol/L; pH=3,5; t= 25+ 0,1°C.

Ispitivanjem uticaja Cu(ll) jona na brzinu degradacije katehina i epikatehina (slika
4.71), vidi se da su zavisnosti brzina reakcija linearne u celom ispitivanom intervalu
koncentracija bakra, tako da su obe reakcije +1 reda. Za dalji rad je odabrana koncentracija
bakra od 1,85 - 10 mol/L.

o

3

a
1

0.8

o
~
o

0.7

o

o

a
1

0.6

o

o

o
1

0.5

vx10’ min™
vx10’ min™

o
o
o

0.4 4

o
o
<]

0.3

o
~
&

0.2

T T T T T T |
005 010 015 020 025 020 035 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35
4
c(Cu(ll))x10* mol/L c(Cu(I1))x10"mol/L

Slika 4.71. Zavisnost brzine reakcije od koncentracije Cu(ll) za katehin (a) i epikatehin (b).
Koncentracije reaktanata u rastvoru: katehin - 4,39 -10°mol/L ili epikatehin - 3,13 -10°
*mol/L; H,0; - 14,69-10°mol/L; pH=3,5; t= 25+ 0,1°C.

Pri odabranim uslovima odigravanja reakcije, pra¢ena je zavisnost brzine reakcija
degradacije od koncentracije katehina i epikatehina (odmeravanjem razli¢itih zapremina vina
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u reakcionu smesu). Na slici 4.72 je prikazana zavisnost brzine reakcije od koncentracije
katehina, odnosno epikatehina.
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Slika 4.72. Zavisnost brzine reakcije od koncentracije katehina (a) i epikatehina (b).
Koncentracije reaktanata u rastvoru: Cu(Il) - 1,85-10°mol/L; H,0, - 14,69-10"°mol/L;
pH=3,5; t= 251 0,1°C.

Na osnovu prikazanih zavisnosti izmedu brzina reakcija degradacije katehina 1
epikatehina hidroksil radikalima, od koncentracije svakog reaktanta pojedinacno, postavljene
su odgovaraju¢e kineticke jednaCine za oba procesa. Kineticke jednaCine za reakciju
degradacije katehina, odnosno epikatehina su sledece:

dc

T ke - CH,0, " Ccu@n " Cc 4.11
dc
T Kgc - CH,0, " Ccu(ll) " CEC 4.12
gde su:

dc/dt — promena koncentracije katehina, odnosno epikatehina

ke, kec — konstanta brzine reakcije degradacije katehina, odnosno epikatehina.

Na osnovu kinetickih jedna¢ina (4.11 ,4.12) izraCunate su konstante brzine reakcija na
Cetiri razli¢ite temperature (tabela 4.50).
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Tabela 4.50. Konstante brzine reakcija degradacije katehina i epikatehina u crvenom vinu
hidroksil radikalima na razlicitim temperaturama.

t°C ke Kec:

25 4.29-10° 7.27-10°
30 5.91-10° 9.58.10°
35 8.08-10° 12.35.10°
40 10.45-10° 16.38-10°

'srednja vrednost (n=5).

Energije aktivacije reakcija degradacije katehina 1 epikatehina odredene su na osnovu
vrednosti nagiba pravih prikazanih na slici 4.73.
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Slika 4.73. Zavisnost In k od reciprocne vrednosti apsolutne temperature za katehin (a) i

epikatehin (b).

Vrednost izraCunatih termodinamiCkih parametara aktiviranog kompleksa reakcija
degradacije katehina i epikatehina hidroksil radikalima, primenom jedna¢ina 4.2 — 2.6, date
su u tabeli 4.51.
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Tabela 4.51. Termodinamicki parametri aktiviranih kompleksa reakcija degradacije katehina
i epikatehina u crvenom vinu hidroksil radikalima na 298 °C.

sistem Ea AH’ AS” AG” pK”
(kImol™) (kJmol™) (JK™mol™) (kImol™)

katehin+H,O,+Cu(ll) 45,219 42,743 -31,88 52,243 9,16

epikatehin+H,0,+Cu(ll) 41,42 38,941 140,25 50,938 8,93
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4.2.4. Kineti¢ko-spektrofotometrijsko ispitivanje reakcije
degradacije fenolnih jedinjenja belih vina

Proizvodnja belih vina zahteva velike napore da bi se izbegli kontakti sa kiseonikom
koji mogu biti Stetni u smislu promene boje (potamnjivanje, brovingovanje) i eventualno
moze ugroziti kvalitet vina.

Potamnjivanje je ozbiljan problem u proizvodnji belih vina. Potamnjivanje je rezultat
serije sloZzenih reakcija oksidacije koje se deSavaju za vreme faze obrade 1 prerade, starenja 1
skadiStenja, Sto doprinosi povecanju intenziteta braon boje. Ove reakcije mogu biti enzimske
i neenzimske. Neenzimska oksidacija moZze da se dogodi u odsustvu aktivne polifenolne
oksidaze, rezultuju¢i pojavu vise ili manje intenzivne braon boje 1 ,,drvenaste® arome zbog
formiranja pigmenata visoke molekulske mase reakcijama prikazanim na slici 2.31. Ovaj
fenomen se smatra pozeljnim u sluc¢aju desertnih vina, ali je zato nepozeljan u slucaju mladih
vina, penusastih i zrelih crvenih vina.

Dobro je poznato da reakcije koje dovode do brovingovanja belih vina zavise od
polifenolnog sastava, ali su podjednako vazni 1 faktori koji uti¢u na oksidaciju polifenola kao
Sto su prelazni metali i prisustvo SO, i askorbinske kiseline.

Najvaznija polifenolna jedinjenja u belim vinima, u smislu kvaliteta i sposobnosti
uCestvovanja u oksido-redukcionim reakcijama, su flavanoli i hidroksicinamati. Posebno
kafena kiselina, kaftarna kiselina, kao i katehin, epikatehin i njihovi derivati za koje je
ustanovljeno da daju izvestan broj oksidacionih proizvoda, mogu se smatrati potencijalnim
agensima brovingovanja. Dokaz ovih tvrdnji su rezultati Clarka i Scollary-ja (2002), koji su
navedeni u delu 4.1.5. Takode, Kallithraka i sar. (2009b) su proucavali promenu sastava
belih grckih vina tokom starenja u boci 1 primenom ubrzanog testa brovingovanja tokom 12
dana na temperaturi od 55°C. Pri tome su HPLC metodom ustanovili da se koncentracija
katehina tokom 9 meseci starenja u boci (odnosno tokom 12 dana testa ubrzanog
brovingovanja) smanji za 42,3% (odnosno 5,8%), epikatehina za 87,6(34,3), kaftarne kiseline
za 33,0 (4,6), ali se istovremeno povecava apsorbancija na 420 nm usled nastajanja
reakcionih proizvoda. Tokom ubrzanog brovingovanja ustanovljeno je da ovaj proces
brovingovanja prati bifazni tok, prvo naglim povecanjem i kasnije smanjenjem za 3 dana, a
zatim sledi linearno povecanje apsorbancije na 420 nm za 10 dana (Salaha i sar., 2008).
Sli¢an tok procesa ustanovili su Perez-Zuniga i sar. (2000) testom ubrzanog brovingovanja u
toku 40 dana na 45°C za $est Spanskih belih vina.

Brovingovanje belih vina ima uticaja i na organolepticke karakteristike vina i na njihov
antioksidativni status. Ipak, za vina proizvedena u Srbiji, proces brovingovanja nije ispitan.
Za ispitivanje procesa brovingovanja belih srpskih vina u ovom radu koristi¢en je test
ubrzanog brovingovanja hidroksil radikalima, koji do sada u ovu svrhu nije koris¢en.
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4.2.4.1. Kineticke i termodinamicke karakteristike sistema

Brzina reakcije brovingovanja belih vina pracena je spektrofotometrijski merenjem
promene apsorbancije na 420 nm tokom 40 min po pripremanju reakcione smese, po
postupku datom u delu 3.3.5.1. Ukupna zapremina reakcione smeSe je 5 ml. Dobijene
zavisnosti A = f (t) =za razliCite koncentracije vina nisu linearne u celom ispitivanom
vremenskom intervalu (slika 4.74) ve¢ pokazuju dvofazni smer: pocetni period od 20 min
karakteristiCan je po porastu i smanjenju potamnjivanja, odnosno apsorbancije na 420 nm a
posle toga se uocCava linearno povecanje apsorbance, §to je u skladu sa rezultatima gore
pomenutih autora. Za obradu kinetickih podataka primenjena je diferencijalna varijanta
tangensne metode za vremenski period od 20 do 40 min odigravanja reakcije.
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Slika 4.74. Promena apsorbance rastvora sa vremenom za zapremine belog vina: m- 1 ml;
e-2 ml; A-3 ml. Koncentracije reaktanata u rastvoru: Cu(ll) - 1,232:10™mol/L; H,O, - 0,098
mol/L pH=3,5; t=25+0,1°C.

U cilju ispitivanja kinetike brovingovanja belih vina, pracen je uticaj koncentracije
svih reaktanata (H.O,, Cu(ll), belog vina Smederevka) i temperature na brzinu ispitivane
reakcije pri pH=3,5 (podesen vinskom kiselinom).

Kako su mnogi autori (Salacha i sar. 2008; Sioumis i sar., 2005) potvrdili visok stepen
korelacije izmedu konstante brzine reakcije brovingovanja i sadrZaja ukupnih polifenola belih
vina, to se 1 sadrzaj polifenola belih vina moze dovesti u direktnu vezu sa procesom
razvijanja braon boje belih vina. To je omoguéilo da proces brovingovanja belih vina
hidroksil radikalima bude iskoris¢en za razradu Kineticko-spektrofotometrijske metode za
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odredivanje ukupnih fenola belih vina, dovode¢i u direktnu zavisnost brzinu reakcije od
sadrzaja ukupnih fenola belih vina.

Zavisnost brzine reakcije od koncentracije vodonik-peroksida u intervalu od 0,098 do
0,294 mol/L prikazana je na slici 4.75. Brzina reakcije linearno raste u celom ispitivanom
intervalu koncentracija. Koncentracija H,O, od 0,098 mol/L je odabrana za dalji rad.
Reakcija je +1 u odnosu na H,O; u ispitivanom intervalu koncentracija.

1.34

tgax10°®

O.;I.O O.;I.S 0.‘20 0.‘25 O,ISO
C(H,0,) mol/L

Slika 4.75. Zavisnost brzine reakcije od koncentracije H,O,. Koncentracije reaktanata u
rastvoru: V(vina) = 3 ml; Cu(ll) - 1,232-:10*mol/L; pH=3,5; t= 25+ 0,1°C.

Uticaj koncentracije Cu(ll) jona na brzinu reakcije je posmatran u intervalu od 1,232-10°
* do 3,696-10 mol/L (slika 4.76). Brzina reakcije raste sa pove¢anjem koncentracije ovog

reaktanta te je reakcija +1 reda u odnosu na Cu(ll) u ispitivanom intervalu koncentracija.
Koncentracija 1,232-10™ mol/L je odabrana za dalji rad.

Radi ispitivanja uticaja koncentracije polifenolnih jedinjenja na brzinu reakcije u

reakcionu smesu su odmeravane razli¢ite zapremine belog vina (slika 4.77). Zavisnost brzine
reakcije od koncentracije polifenola je linearna, tako da je reakcija +1 reda.
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Slika 4.76. Zavisnost brzine reakcije od koncentracije Cu(ll). Koncentracije reaktanata u
rastvoru: V(vina) = 3 ml; H,O, - 0,098 mol/L; pH=3,5; t=25+0,1°C.
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Slika 4.77. Zavisnost brzine reakcije od zapremine belog vina. Koncentracije reaktanata u
rastvoru: H,0, - 0,098 mol/L, Cu(ll) - 1,232:10* mol/L; pH=3,5; t= 25+ 0,1°C.

Na osnovu prikazanih zavisnosti izmedu brzine reakcije degradacije belih vina hidroksil
radikalima, od koncentracije svakog reaktanta pojedinacno, postavljena je kineticka
jednacina procesa:

dc

Fri k- CH,0, " Ccu(n) * Cpolifenoli 413
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Pri ¢emu je sadrzaj polifenola u reakcionoj smesi (odgovarajue zapremine belog vina
Smederevka bez H,0, i Cu(Il) jona) odreden spektrofotometrijski pomocu Folin-Ciocalteu
reagensa i on se kretao u intervalu od 0,143-10 do 1,14-10"° mol GAE/L.

Brzina ispitivane reakcije prac¢ena je pri odabranim uslovima odigravanja reakcije na
Setiri temperature: 25, 30 35 i 40°C. Graficka zavisnost brzine reakcije od temperature
prikazana je na slici 4.78.
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Slika 4.78. Zavisnost brzine reakcije od temperature. Koncentracije reaktanata u rastvoru:
Polifenoli — 0,86-10mol/L; H,0, - 0,0979 mol/L, Cu(ll) = 1,232.10* mol/L; pH=3,5; t=
25 +0,1°C.

Konstante brzine reakcije izraCunate su na osnovu kineticke jednacine 4.13 za Cetiri
razli¢ite temperature (tabela 4.52), i to su uslovne konstante brzine s obzirom da su
nepoznate vrednosti molarne mase reakcionog proizvoda (tacnije reakcionih proizvoda) i
molarnog apsorpcionog koeficijenta.

Tabela 4.52. Uslovne konstante brzine reakcije degradacije polifenolnih jedinjenja belih
vina hidroksil radikalima na razlicitim temperaturama.

t°C kY, mol’dm®min®
25 5,96-10"
30 8,09-10*
35 10,66-10*
40 12,79-10*

Isrednja vrednost (n=5).
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Energija aktivacije reakcije izracunata je na osnovu vrednosti nagiba prave prikazane na
slici 4.49, i ona iznosi 40,02 kJmol™.
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Slika 4.79. Zavisnost In k od reciprocne vrednosti apsolutne temperature.

4.2.4.2. Validacija kineti¢ko-spektroforometrijske metode za odredivanje
ukupnih polifenola belih vina

Validacija metode izvrSena je odredivanjem intervala linearnosti, limita detekcije,
tacnosti i preciznosti metode.

Linearnost

Uticaj polifenola na brzinu reakcije pracen je pri predhodno odabranim uslovima
odigravanja reakcije pri temperaturi od 25°C. Razli¢ite koncentracije polifenola dobijene su
odmeravanjem razli¢itih zapremina belog vina, ¢ija je koncentracija odredena metodom
unutrasnjeg standarda, galne kiseline od 40 pg/ml. Koncentracija polifenola u odmerenoj
zapremini vina odredena je na osnovu zavisnosti date na slici 4.58 a na osnovu jednacine
(4.7), 1 izrazena kao mg GAE/L. Tangens ugla odsecka odreden je na osnovu zavisnosti
prikazane na slici 4.77, i on iznosi 0,4-10°,

Na osnovu izracunatih vrednosti za polifenole u reakcionoj smesi, dobijena je linearna
zavisnost u intervalu koncentracija fenola od 23,01 do 194,11 ug/ml (slika 4.80), koja se
mozZe koristiti za odredivanje polifenola u belim vinima.
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Slika 4.80. Zavisnost brzine reakcije od koncentracije polifenola. Koncentracije reaktanata u
rastvoru: Cu(ll) — 1,232:10* mol/L ; H,0, — 0,098 mol/L; pH=3,5; t =25 +0,1°C.

Kalibraciona kriva na 25°C se moze prikazati jedna¢inom, koja je dobijena metodom
najmanjih kvadrata.

tga = 0,00145 - ¢, + 0,408
r=0,999

4.14
So = 0,00298

Limit detekcije i limit kvantifikacije
Limit detekcije (c.) i limit kvantifikacije (Cq) izraunati su na osnovu jednacina 2.46 i
2.47 ioni iznose 6,77 120,51 pg/ml

Preciznost i tacnost metode

Preciznost metode je odredena odmeravanjem iste zapremine vina (0,5 ml) bez i sa

dodatkom galne kiseline (70,0 1 170,0,0 pug/ml) iz pet ponavljanja. Za svaku reakcionu smesu

izraCunata je relativna standardna devijacija (RSD). Rezultati dobijeni statistickom obradom
podataka dati su u tabeli 4.53.
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Tabela 4.53. Preciznost odredivanja polifenola u beliim vinima.

Dodato GA Ukupno polifenola RSD (n=5)
(ng/ml) (ng/ml) %
0 23,01 3,85
70,0 97,81 1,79
170,0 194,11 2,49

Tacnost metode je definisana odnosom odredene 1 dodate koncentracije standardnog
rastvora galne kiseline u istoj zapremini vina iz pet merenja. [zraCunata je relativna greska, a
rezultati prikazani u tabeli 4.54.

Tabela 4.54. Tacnost odredivanja polifenola u belim vinima.

Dodato GA Odredeno GA RG
(ng/ml) (ng/ml) %
30,0 34,20 4,92
60,0 66,27 2,66
90,0 97,03 1,52

Rezultati iz tabela 4.53 i 4.54 pokazuju da se polifenoli u belim vinima predloZzenom
kinetickom metodom mogu odredivati sa zadovoljavajuom preciznoSéu 1 tacnoscu.
Medutim, iako je relativna greska manja od 4,92%, mozemo uociti da su vrednosti za sadrzaj
galne kiseline uvecane za oko 10%. Razlog tome je razli¢ito ponaSanje fenolnih komponenti
u belom vinu u odnosu na galnu kiselinu kada reaguju sa hidroksil radikalima. Galna kiselina
verovatno lakSe podleze procesu oksidacije hidroksil radikalima, pa otuda 1 ve¢e vrednosti za
brzine reakcija u reakcionim smeSama gde preovladava prisustvo galne kiseline.

Primena metode za odredivanje polifenola

PredloZena metoda je primenjena za odredivanje sadrzaja polifenola u belim vinima.
Dobijeni rezultati su uporedeni sa rezultatima dobijenih spektrofotometrijskom metodom
koriS¢enjem Folin-Ciocalteu reagensa i galne kiseline kao standarda. Rezultati odredivanja
polifenola u belim vinima prikazani su u tabeli 4.55.
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Tabela 4.55. Odredivanje sadrzaja (mg/L)"* ukupnih fenola u belim vinima kineticko-
spektrofotometrijskom i pH-diferencijalnom metodom.

Vino Kineti¢ko- pH-diferencijalna t-test® F-test®
spektrofotometrijska metoda
metoda
Chardonny 365,23+7,38 372,63+11,52 1,19 2,43
Medas beli 405,38+8,33 412,78+9,21 1,33 1,22
Zupski rizling 348,82+7,11 350,72+8,78 0,38 1,52
Smederevka 285,62+7,30 291,36+7,84 1,19 1,15

Isrednja vrednost + SD (n=5); “mg ekvivalenta galne kiseline/L vina; *tabelarne F- i t-
vrednosti pri 95%-nom niou poverenja su 6,39 i 2,306.

Vrednosti F-testa i Studentovog t-testa pokazale su da nema znacajnije razlike u
rezultatima dobijenim za sadrzaj ukupnih fenola u belim vinima koris¢enjem kineti¢ko-
spektrofotometrijske metode i standardne spektrofotometrijske metode upotrebom Folin-
Ciocalteu reagensa (Feksp.< Ftab 1 texsp< twp). Dakle, predlozena nova kineticko-
spektrofotometrijska metoda moze se uspesno primeniti za odredivanje sadrzaja ukupnih
fenola u belim vinima.
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4.2.5. Kineti¢ko-spektrofotometrijsko ispitivanje reakcije
degradacije antocijana soka viSnje

U cilju ispitivanja kinetike degradacije antocijana u cedenom soku vi$nje snimljeni su
apsorpcioni spektri sistema sok+voda (0,5 ml cedenog soka, zapremina reakcionog rastvora
je 5 ml), sok+H,0O,+voda i sok+H;0,+Cu(Il)+voda pri pH=3,5 (podesen vinskom kiselinom)
tri minuta od pripremanja reakcione smese (slika 4.81). Na apsorpcionom spektru osnovne
apsorpcione trake antocijana u soku visnje (kriva 1) u prisustvu vodonik peroksida javlja se
Zznatno smanjenje apsorbancije na talasnoj duzini od 520 nm (kriva 2). Smanjenje
apsorpcionog maksimuma na 520 nm se dodatno smanjuje kada se reakcionom sistemu pored
vodonik peroksida doda i Cu(ll). Na osnovu svega izloZzenog, moze se zakljuéiti da reakciju
degradacije antocijana hidroksil radikalima moZe se pratiti snimanjem kineti¢kih krivih
A=f(t) na 520 nm. Promena apsorbancije sa vremenom pracena je tokom 35 min od meSanja
reakcionih komponenta (po proceduri datoj u delu 3.3.5.1) i prikazana na slici 4.82. Dobijene
zavisnosti su linearne u toku prvih 20-25 min odigravanja reakcije, $to je omogucilo primenu
diferencijalne varijante tangensne metode.

et s et e v e o]

Slika 4.81. Apsorpcioni spektar: 1) vodenog rastvora soka visnje, 2) vodenog rastvora soka
visnje + H,O,, 3) vodenog rastvora soka visnje + H,O, + Cu(ll). Koncentracije reaktanata u
rastvoru: V(soka)-0,5 ml; H,O, - 0,059 mol/L; Cu(ll) = 1,848-10“mol/L; pH=3,5; t=25+

0,1°C.
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Slika 4.82. Promena apsorpcionog spektra reakcione smese vodenog rastvora soka visnje +
H,0, + Cu(ll) sa vremenom nakon 1) 1 min; 2) 6 min; 3) 11 mim; 4) 16 min; 5) 21 min.
Koncentracije reaktanata u rastvoru: V(soka)-0,2 ml; H,O; - 0,059 mol/L; Cu(ll) = 1,848:10°
*mol/L; pH=3,5; t = 25 + 0,1°C.

4.2.5.1. Kineticke i termodinamicke karakteristike sistema

Da bi se nasli uslovi odigravanja reakcije degradacije 1 razrade kineticko-
spektrofotometrijske metode za odredivanje antocijana, odnosno cijanidina u soku visnje
ispitan je uticaj temperature, promene koncentracije reaguju¢ih komponenti (H,0,, Cu(ll) i
cijanidina) na brzinu reakcije degradacije.

Uticaj promene koncentracije H,O, na brzinu ispitivane reakcije pracen je u intervalu
od 0,019 do 0,098 mol/L (slika 4.83). Kako je zavisnost linearna u celom intervalu
koncentracije reakcija je +1 reda u odnosu na koncentraciju H,O,. Za dalji rad je odabrana
koncentracija od 0,059 mol/L.
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Slika 4.83. Zavisnost brzine reakcije od koncentracije H,O,. Koncentracije reaktanata u
rastvoru: V(soka) = 0,2 ml; Cu(ll) = 1,232-:10*mol/L; pH=3,5; t =25+ 0,1°C.

Uticaj koncentracije Cu(ll) jona na brzinu reakcije je posmatran u intervalu (0,616-
2,464)-10* mol/L. Brzina reakcije raste sa poveéanjem koncentracije jona bakra do vrednosti
od 1,232-10™ mol/L. U intervalu koncentracije Cu(ll) jona (1,232 — 2.464)-10™* mol/L, brzina
reakcije je konstantna i reakcija je nultog reda u odnosu na ovaj reaktant(slika 4.84).
Koncentracija Cu(ll) od 1,848-10 mol/L je odabrana za dalji rad. lzgled zavisnosti brzine

reakcije od koncentracije Cu(Il) jona potvrduje literaturni podatak da cijanidin-3.glukozid
moze graditi kompleks sa Cu(II) jonima (Smyk i sar.,2008).

2.8
"
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tgax10

2.5+
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2.3
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c(Cu(I1))x10* mol/L

Slika 4.84. Zavisnost brzine reakcije od koncentracije Cu(ll). Koncentracije reaktanata u
rastvoru: V(soka) = 0,2 ml; H,O, - 0,059 mol/L; pH=3,5; t=25+0,1°C
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Zavisnost brzine reakcije od koncentracije antocijana, tacnije cijanidina u reakcionoj
smesi prikazana je na slici 4.85. Razli¢ite koli¢ine cijanidina su dobijene odmeravanjem
razli¢itih zapremina soka od 0,10 do 0,30 ml. Brzina reakcije linearno raste sa poveéanjem
zapremine soka u reakcionoj smesi, te je reakcija +1 reda u odnosu na koncentraciju
cijanidina. Slika 4.85 prikazuje ovu zavisnost, pri ¢emu je odredeno da odsecak ove prave na
osu tga iznosi 0,38-102. Neophodno je posebno obratiti paZnju na ulogu Cu(Il) u procesu
degradacije cijanidin-3-glukozida. Zavisnost prikazana na slici 4.84, ukazuje na moguénost
gradenja kompleksa cijanidin-3-glukozida i Cu(Il) jona, Sto je u saglasnosti sa literaturnim
podacima (Smyk i sar., 2008).
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Slika 4.85. Zavisnost brzine reakcije od antocijana. Koncentracije reaktanata u rastvoru:
V(soka) = 0,2 ml; H,0; - 0,059 mol/L; Cu(ll) = 1,848-10*mol/L; pH=3,5; t= 25+ 0,1°C.

Na osnovu predhodno dobijenih zavisnosti brzine reakcije degradacije od koncentracije
reaktanata pojedina¢no, kao i odredivanog reda reakcije u odnosu na koncentraciju svakog

reaktanta pojedina¢no, moze se postaviti kineti¢ka jednacina za ispitivani proces degradacije
cijanidina u soku visnje:

dc

P k- CH,0, " Cantocijani 4.15
za interval koncentracija:

H,0, = 0,0196 — 0,0979 mol/L

Cu(ll) = (1,232-2,464)-10* mol/L

V(soka) = 0,10 — 0,30 ml
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gde je: -dc/dt = promena koncentracije cijanidina

k = konstanta brzine reakcije

Brzina ispitivane reakcije prac¢ena je pri odabranim koncentracionim uslovima na etiri
temperature: 25, 30, 35 i 40°C. Na osnovu rezultata zavisnosti brzina reakcija od temperature
za zapreminu soka od 0,2 ml dobijen je grafik prikazan na slici 4.86.

5.0 4

4.5

4.0

tgax10’

3.5

3.0

3-8 B — . . . . . .
24 26 28 30 32 34 36 38 40 42

0

t'C

Slika 4.86. Zavisnost brzine reakcije od temperature. Koncentracije reaktanata u rastvoru:
V(soka) = 0,2 ml; H,0, - 0,059 mol/L; Cu(ll) - 1,848-10™ mol/L; pH=3,5.

Na osnovu kineticke jednacine 4.15 izraCunate su konstante brzine reakcije na Cetiri
temperature uzimajuéi u obzir da je molarna masa cijanidin-3-glukozida 449,2 gmol™,
molarni apsorpcioni koeficijent 26 900 dm*mol™cm™ i da je pH-diferencijalnom metodom

odredeno da je koncentracija cijanidina u ovoj reakcionoj smesi 1,4-10°mol C3GE/L (tabela
4.56).

Tabela 4.56. Konstante brzine reakcije degradacije antocijana u soku visnje hidroksil
radikalima na razlicitim temperaturama.

t°C kY, moldm~min®
25 0,67-10°
30 0,85-10°
35 1,03-10°
40 1,21-10°

Isrednja vrednost (n=5).
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Termodinamicki parametri reakcije degradacije cijanidina hidroksil radikalima odredeni
su na osnovu nagiba prave prikazane na slici 4.87.
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Slika 4.87. Zavisnost In k od reciprocne vrednosti apsolutne temperature.

Iz nagiba ove prave izraCunata je energija aktivacije a potom i ostali termodinamicki
parametri, promena entalpije (AH'), promena entropije (AS’), promena slobodne energije
(AG") i pK™ vrednost gradenja aktiviranog kompleksa, primenom jednagina 4.2—4.6. Vrednost
izraCunatih termodinamickih parametara degradacije aktiviranog kompleksa dati su u tabeli
4.57.

Tabela 4.57. Termodinamicki parametri aktiviranog kompleksa reakcije degradacije
antocijana u soku visnje hidroksil radikalima na 295K.

Ea AH" AS AG’ pK”
(kJmol™) (kJmol™) (K mol™) (kJmol™)
30,59 28,12 -115,48 62,53 10,96
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4.2.5.2. Validacija kineti¢ko-spektroforometrijske metode za odredivanje
antocijana soka viSnje

Validacija metode izvrSena je odredivanjem intervala linearnosti, limita detekcije,
tacnosti 1 preciznosti.

Linearnost

S obzirom da koncentracija cijanidina u uzorku viSnje nije poznata, uz razlicite
zapremine soka dodavana je uvek ista koli¢ina standarda, cijanidin-3-glukozida (20,0 pg/ml)
a potom na osnovu jednacine 4.7 izraCunavan sadrzaj cijanidina u reakcionoj smesi. Na slici
4.88 je data kalibraciona kriva koja je linearna u intervalu od 6,60 do 37,80 pg/ml i moze se
primeniti za odredivanje antocijana u uzorcima soka od viSanja.

Ova zavisnost se moze predstaviti jednacinom:
tga = 0,098 - cx + 0,357 416
r=0,989 So = 0,033
Limit detekcije i limit kvantifikacije

Limit detekcije (c.) i limit kvantifikacije (Cq) odredeni su koris¢enjem jednacina 2.46 i
2.47. Dobijene vrednosti su 1,11 13,37 pg/ml
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Slika. 4.88. Zavisnost brzine reakcije od koncentracije antocijana. Koncentracije reaktanata
u rastvoru: Cu(ll) — 1,848-10* mol/L ; H,0, — 0,059 mol/L; pH=3,5; t =25+ 0,1°C.
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Preciznost i tacnost metode odredivanja antocijana u sokovima vi§nje

Preciznost metode je odredena odmeravanjem iste zapremine cedenog soka visnje (0,1
ml) bez i sa dodatkom Cy-3-G (20,0; 30,0) iz pet ponavljanja. Za svaku reakcionu smeSu
izraCunata je relativna standardna devijacija (RSD). Rezultati dobijeni statistickom obradom
podataka dati su u tabeli 4.58.

Tabela 4.58. Preciznost odredivanja antocijana u sokovima.

Dodato Cy-3-G Ukupno antocijana RSD (n=5)
(ng/ml) (ng/ml) %
0 6,60 1,04
20,0 25,16 0,70
30,0 37,80 2,00

Tacnost metode je definisana odnosom odredene i dodate koncentracije standardnog

rastvora Cy-3-G u istoj zapremini vina iz pet merenja. IzraCunata je relativna greSka, a
rezultati prikazani u tabeli 4.59.

Tabela 4.59. Tacnost odredivanja antocijana u sokovima.

Dodato Cy-3-G odredeno Cy-3-G RG
(ug/ml) (ug/ml) %

10,0 10,38 6,38

20,0 20,55 4,76

30,0 29,58 2,92

Rezultati iz tabela 4.58 i 4.59 pokazuju da se antocijani u cedenim sokovima visnje

predloZzenom kinetickom metodom mogu odredivati sa zadovoljavajuom preciznoséu i
tacnosScu.
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Primena metode za odredivanje antocijana

Na osnovu predhodno razradene kineticke metode za odredivanje antocijana, koja se
bazira na reakciji degradacije antocijana vodonik peroksidom u prisustvu Cu(ll) jona i
konstruisane kalibracione krive za odredivanje antocijana u intervalu od 6,60 do 37,80 pg/ml,
metoda je primenjena za odredivanje antocijana u cedenom soku tri sorte viSnji: Marele,
Oblacinske visnje i Cigancice.

Na slici 4.89 je prikazan apsorpcioni spektar soka visnje pri pH=1,0 i pH=4,5, koji je
posluzio za odredivanje sardZaja antocijana u soku visnje pH-diferencijalnom metodom, koja
je koriS¢ena kao uporedna metoda.

Rezultati odredivanja sadrzaja antocijana u cedenim sokovima visnji prikazani su u
tabeli 4.60. Poredenjem standardnih devijacija, i vrednosti F- i t-testa, pri 95%-nom nivou
poverenja 1 za dati broj stepena slobode, uoceno je da izmedu kineticke 1 uporedne
spektrofotometrijske metode ne postoji velika razlika u preciznosti, texsp.< tian. 1 Feksp.< Frab.
Dakle, razradena kineticko-spektrofotometrijska metoda se mozZe uspeSno primeniti za
odredivanje sadrzaja antocijana u cedenim sokovima visnje.
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Slika 4.89. Apsorpcioni spektar cedenog soka visnje pri 1) pH= 1,01 2) pH=4,5.
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Tabela 4.60. Odredivanje sadrzaj (mg/L)*? antocijana u cedenim sokovima visnji kineticko-
spektrofotometrijskom i pH-diferencijalnom metodom.

Sok Kineti¢ko- pH-diferencijalna
spektrofotometrijska metoda t- test? F- test®
metoda
Marela 321,98+4,68 328,68+5,18 2,15 1,22
Cigancica 577,56+6,45 582,35+6,41 1,18 0,97
Oblacinska 595,91+4,97 602,39+5,16 2,02 1,08

Isrednja vrednost = SD (n=5); “mg cijanidin-3-glukozid ekvivalenta/L soka; ‘tabelarne F- i t-
vrednosti pri 95%-nom nivou poverenja su 6,39 i 2,306.
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4.2.6. Kinetc¢ko-spektrofotometrijsko ispitivanje reakcije degradacije
antocijana soka crvene ribizle

U cilju ispitivanja kinetike degradacije antocijana u cedenom soku crvene ribizle
snimljeni su apsorpcioni spektri sistema sok + voda (0,4 ml soka, zapremina reakcionog
rastvora je 5 ml), sok + H,O, + voda i sok + H,O; + Cu(ll) + voda pri pH=3,5 (podesen
vinskom kiselinom) tri minuta od pripremanja reakcione smeSe. Na apsorpcionom spektru
osnovne apsorpcione trake antocijana u soku crvene ribizle (kriva 1, slika 4.90) u prisustvu
vodonik peroksidom javlja se smanjenje apsorbancije na talasnoj duzini od 520 nm (kriva 2).
Smanjenje apsorpcionog maksimuma na 520 nm je znatno izrazenije kada se reakcionom
sistemu pored vodonik peroksida dada i Cu(II), $to ukazuje na kataliti¢ki efekat Cu(II) jona.
Na osnovu svega izlozenog, moze se zakljuciti da se brzina reakcija degradacije antocijana
hidroksil radikalima moze pratiti snimanjem kineti¢kih krivih A=f(t) na 520 nm, tokom 35
min nakon mesanja reakcione smese (slika 4.91). Dobijene zavisnosti su linearne u toku prvih
20-25 min odigravanja reakcije, $to je omogucilo primenu diferencijalne varijante tangensne
metode.

T T T T T
300 400 500 600 700 Talasna duzina,nm

Slika 4.90. Apsorpcioni spektar: 1) vodenog rastvora soka crvene ribizle, 2) vodenog
rastvora soka visnje + Hy0, 3) vodenog rastvora soka visnje + H,0, + Cu(ll).
Koncentracije reaktanata u rastvoru: V(soka)-0,4 ml; H,O, - 0,098 mol/L; Cu(ll) = 1,232:10°
*mol/L; pH=3,5; t =25+ 0,1°C.
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Slika 4.91. Promena apsorpcionog spektra reakcione smese vodenog rastvora soka crvene
ribizle + H,O, + Cu(ll) sa vremenom nakon 1) 1 min; 2) 6 min; 3) 11 min; 4) 16 min; 5) 21
min. Koncentracije reaktanata u rastvoru: V(soka)-0,5 ml; H,O, - 0,098 mol/L; Cu(ll) =
1,232:10"mol/L; pH=3,5;t=25+0,1°C.

4.2.6.1. Kineticke i termodinamicke karakteristike sistema

U cilju optimizacije uslova odigravanja reakcije degradacije 1 razrade kinetiCko-
spektrofotometrijske metode za odredivanje cijanidina u soku crvene ribizle i drugih vrsta
voc¢a u kojima su prisutni samo derivati cijanidina, kao $to je malina, ispitan je uticaj
temperature, promene koncentracije reagujuc¢ih komponenti (H,O,, Cu(ll) i antocijana),
temperature i rastvaraca na brzinu reakcije degradacije.

Uticaj koncentracije H,0; na brzinu ispitivane reakcije pracen je u intervalu od 0,049
do 0,147 mol/L (slika 4.92). Kako je zavisnost linearna u celom intervalu koncentracije
reakcija je +1 reda u odnosu na koncentraciju H,O,. Za dalji rad je odabrana koncentracija od
0,098 mol/L.
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Slika 4.92. Zavisnost brzine reakcije od koncentracije H,O,. Koncentracije reaktanata u
rastvoru: V(soka) = 0,5 ml; Cu(ll) = 1,232:10™mol/L; pH=3,5; t =25+ 0,1°C.

Uticaj koncentracije Cu(ll) jona na brzinu reakcije je posmatran u intervalu (0,615-
1,838)-10™ mol/L. Brzina reakcije raste sa povecanjem koncentracije ovog reaktanta, te je
reakcija +1 reda u odnosu na Cu(ll) u celom ispitivanom intervalu koncentracije (slika 4.93).
Koncentracija Cu(l1) od 1,232-10™ mol/L je odabrana za dalji rad.

3.5 1
3.0 H

2.5

tgax10

2.0

1.5

0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8 2.0
c(Cu(l))x10™ mol/L

Slika 4.93. Zavisnost brzine reakcije od koncentracije Cu(ll). Koncentracije reaktanata u
rastvoru: V(soka) = 0,5 ml; H,O, - 0,098 mol/L; pH=3,5; t=25+0,1°C.

Zavisnost brzine reakcije od koncentracije antocijana u reakcionoj smesi prikazana je
na slici 4.94. Razlic¢ite koli¢ine cijanidina su dobijene odmeravanjem razlic¢itih zapremina
soka od 0,25 do 0,75 ml (zapremina reakcionog suda je 5,0 ml). Brzina reakcije linearno raste
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sa povecanjem zapremine soka u reakcionoj smesi, te je reakcija +1 reda u odnosu na

koncentraciju cijanidina. Slika 4.88 prikazuje ovu zavisnost, pri ¢emu je odredeno da odseCak
ove prave na osu tgo iznosi 0,55-107.

4.0+
3.5
3.0 1
2.5

2.0 1

tgax10?

1.5

1.0

0.54

0.0

0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8
V, ml

Slika 4.94. Zavisnost brzine reakcije od koncentracije antocijana.Koncentracije reaktanata u
rastvoru: H,0; - 0,098 mol/L; Cu(ll) = 1,232:10“mol/L; pH=3,5; t = 25 + 0,1°C.

Na osnovu predhodno dobijenih zavisnosti brzine reakcije degradacije od koncentracije
reaktanata pojedinacno, kao i odredivanog reda reakcije u odnosu na koncentraciju svakog

reaktanta pojedinacno, moze se postaviti kineticka jednacina za ispitivani proces degradacije
antocijana u soku crvene ribizle:

dc

i k- CH,0, " Ccu(ll) " Cantocijani

4.17
za interval koncentracija:
H.0, = 0,0489 — 0,1469 mol/L
Cu(ll) = (0,615-1,838)-10"* mol/L
V(soka) = 0,25 - 0,75 ml
gde je: -dc/dt = promena koncentracije cijanidina

k = konstanta brzine reakcije
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Brzina ispitivane reakcije pracena je pri odabranim koncentracionim uslovima na Cetiri
temperature: 25, 30, 35 i 40°C. Na osnovu rezultata zavisnosti brzina reakcija od temperature
za zapreminu soka od 0,5 ml dobijen je grafik prikazan na slici 4.95.

tgax10®

4,0-
3,8—-
3,6—-
3,4-
3,2-
3,0-
2,8—-
2,6—-

2,44

2,2

24 26 28 30 32 34 36 38 40 42
0

tC

Slika 4.95. Zavisnost brzine reakcije od temperature. Koncentracije reaktanata u rastvoru:
V(soka) = 0,5 ml; H,0, - 0,098 mol/L; Cu(ll) - 1,232:10™ mol/L; pH=3,5.

Na osnovu kineticke jednacine 4.17 izraCunate su konstante brzine reakcije na Cetiri
temperature uzimajuéi u obzir da je molarna masa cijanidin-3-glukozida 449,2 gmol™,
molarni apsorpcioni koeficijent 26 900 dm®mol*cm™ i da je pH-diferencijalnom metodom
odredeno da je koncentracija cijanidina u ovoj reakcionoj smesi 0,339 - 10°mol C3GE/L

(tabela 4.61).

Tabela 4.61. Konstante brzine reakcije degradacije antocijana u soku crvene ribizle hidroksil
radikalima na razlicitim temperaturama.

t°C kY, mol ’dm™® min®
25 2,18-10°
30 2,64-10°
35 3,10-10°
40 3,59-10°

'srednja vrednost (n=5).
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Termodinamicki parametri reakcije degradacije antocijana hidroksil radikalima
odredeni su na osnovu nagiba prave prikazane na slici 4.96.

5.9+
5.8 4

5.7

In k

5.6

5.5

5.4 1

S3t+——T——T7T 7T T T T T 1
318 320 322 324 326 328 330 332 334 336

1/Tx10°

Slika 4.96. Zavisnost In k od reciprocne vrednosti apsolutne temperature.

Iz nagiba ove prave izraCunata je energija aktivacije a potom i ostali termodinamicki
parametri, promena entalpije (AH'), promena entropije (AS’), promena slobodne energije
(AG") i pK~ vrednost gradenja aktiviranog kompleksa, primenom jedna&ina 4.2-4.6. Vrednost
izraCunatih termodinamiCkih parametara aktiviranog kompleksa reakcije degradacije
antocijana u soku crvene ribizle hidroksil radikalima dati su u tabeli 4.62.

Tabela 4.62. Termodinamicki parametri aktiviranog kompleksa reakcije degradacije
antocijana crvene ribizle hidroksil radikalima na 295K.

Ea AH" AS AG’ pK”
(kJmol™) (kJmol™) (K mol™) (kJmol™)
25,76 23,29 -121,92 59,61 10,45

230



4.2.6.2. Uticaj rastvaraca na brzinu reakcije degradacije antocijana hidroksil
radikalima

U ovom radu razmotren je uticaj acetona, etanola i metanola kao rastvaraca i uporeden
sa vodom kao rastvaracem. Ovi rastvaraci imaju sledece vrednosti dialetri¢ne konstante: 20,7
,24,3,32,6178,5 za vodu. Detaljna analiza efekta rastvaraca na brzinu reakcije zahteva Sire
poznavanje teorije teCnosti i upotrebu semimetrijskin metoda, zato su date samo
termodinamicke karakteristike sistema u prisustvu navedenih rastvaraca.

Zavisnost brzine reakcije degradacije cijanidina u soku crvene ribizle pradena je sa
promenom procentnog sastava acetona, etanola i metanola sto je prikazano na slikama 4.97,
4.98 i 4.99, odakle se vidi da brzina reakcije opada sa povecanjem sadrzaja rastvarata u
reakcionoj smesi od 0 do 50%. Zapazeno je da najveée smanjenje brzine reakcije u prisustvu
acetona, tj. rastvaraca najmanje polarnosti.

2.5+
]
2.0 ]
~
9 154 -
>
3
=2
=
n
1.0
]
0.5 ]
T T T T T T
0 10 20 30 40 50

%, viv

Slika 4.97. Zavisnost brzine reakcije od sadrzaja acetona. Koncentracije reaktanata u
rastvoru: V(soka) = 0,5 ml; H,0, - 0,098 mol/L; Cu(ll) - 1,232:10" mol/L; pH=3,5; t = 25 +
0,1°C.
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Slika 4.98. Zavisnost brzine reakcije od sadrzaja etanola. Koncentracije reaktanata u
rastvoru: V(soka) = 0,5 ml; H,0, - 0,098 mol/L; Cu(ll) - 1,232:10™ mol/L; pH=3,5; t = 25 *
0,1°C.
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Slika 4.99. Zavisnost brzine reakcije od sadrzaja metanola. Koncentracije reaktanata u
rastvoru: V(soka) = 0,5 ml; H,0, - 0,098 mol/L; Cu(ll) - 1,232:10" mol/L; pH=3,5; t = 25 *
0,1°C.

Brzina reakcije degradacije pracena je pri sadrzaju od 10% v/v metanola, etanola i
acetona pojedinano, pri istim reakcionim uslovima odigravanja reakcije na Cetiri
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temperature: 25, 30, 35 i 40°C. Na osnovu kineticke jednagine (4.17) izradunate su konstante
brzine reakcije na Cetiri razlic¢ite temperature (tabela 4.63)

Tabela 4.63. Konstante brzine reakcije degradacije antocijana u soku crvene ribizle hidroksil
radikalima na razlicitim temperaturama u razlicitim rastvaracima.

t°C k' (10% aceton) k (10% etanol) k (10% metanol)
mol?dm®min* mol?dm®min* mol?dm®min*

25 1,82-10° 1,89-10° 2,03-10°

30 2,44-10° 2,37-10° 2,47-10°

35 3,02-10° 2,84-10° 2,94-10°

40 3,69-10° 3,51-10° 3,41-10°

'srednja vrednost (n=5).

Termodinamicki parametri akriviranog kompleksa reakcije degradacije odredeni su na
osnovu vrednosti nagiba pravih In k = f(1/T -10°) (slika 4.100, 4.101 i 4.102)(tabela 4.64)

6.0
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5.8—.
57
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1/Tx10°

Slika 4.100. Zavisnost In k od reciprocne vrednosti apsolutne temperature u 10% acetonu.
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Slika 4.101. Zavisnost In k od reciprocne vrednosti apsolutne temperature u 10% etanolu.

T T T
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1/Tx10°

Slika 4.102. Zavisnost In k od reciprocne vrednosti apsolutne temperature u 10% metanolu.

Tabela 4.64. Termodinamicke karakteristike aktiviranog kompleksa reakcije degradacije
antocijana u soku crvene ribizle hidroksil radikalima na 298 K.

Sistem Ea AH" AS” AG” pK”
u 10% kJmol™ kJmol™* JK'mol™ kJmol™
Metalolu 30,78 28,28 -105,86 59,83 10,49
Etanolu 34,73 32,26 -93,10 60,00 10,52
Acetonu 40,23 37,76 -74,86 60,07 10,53
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4.2.6.3. Validacija kineti¢ko-spektrofotometrijske metode za odredivanje
antocijana u soku crvene ribizle i maline

Validacija metode izvrSena je odredivanjem intervala linearnosti, limita detekcije,
tacnosti 1 preciznosti.

Linearnost

S obzirom da koncentracija cijanidina u uzorku soka crvene ribizle nije poznata, uz
razli¢ite zapremine soka dodavana je uvek ista koli¢ina standrada, cijanidin-3-glukozida (10,0
pg/ml) a potom na osnovu jenacine (4.7) izraCunat sadrzaj cijanidina u reakcionoj smesi. Na
slici 4.103 je data kalibraciona kriva koja je linearna u intervalu od 7,64 do 22,87 pg/ml i
moze se primeniti za odredivanje antocijana u uzorcima soka u kojima su prisutni razliciti
derivati cijanidina kao $to je to slucaj sa sokom crvene ribizle i maline.

3.5+
3.0 1

2.5

tgax10”

2.0

1.5

s B e T I e s e e e e BN E s
6 8 10 122 14 16 18 20 22 24

c, ng/ml

Slika 4.103. Zavisnost brzine reakcije od koncentracije antocijana. Koncentracije u
reaktanata u rastvoru: Cu(ll) — 1,232:10“*mol/L ; H,0, — 0,098 mol/L; pH=3,5; t= 25 +
0,1°C.

Ova zavisnost se moze predstaviti jedna¢inom:
tga=0,12033 - cx + 0,575 4,18

r=0,998 So = 0,036
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Limit detekcije i limit kvantifikacije

Limit detekcije (cv) i limit kvantifikacije (Cq) odredeni su koris¢enjem jednacina 2.46 i
2.47. Dobijene vrednosti su 0,98 12,99 pg/ml.

Preciznost i tacnost metode odredivanja antocijana u sokovima crvene ribizle

Preciznost metode je odredena odmeravanjem iste zapremine cedenog soka crvene
ribizle (0,25 ml) bez i sa dodatkom Cy-3-G (8,0; 15,0) iz pet ponavljanja. Za svaku reakcionu
smeSu izraCunata je relativna standardna devijacija (RSD). Rezultati dobijeni statistickom
obradom podataka dati su u tabeli 4.65.

Tabela 4.65. Preciznost odredivanja antocijana u sokovima crvene ribizle.

Dodato Cy-3-G Ukupno antocijana RSD (n=5)
(ng/ml) (ng/ml) %
0 7,64 3,56
8,0 15,24 1,82
15,0 22,87 2,45

Tacnost metode je definisana odnosom odredene i1 dodate koncentracije standardnog
rastvora C3G u istoj zapremini soka iz pet merenja. IzraCunata je relativna greska, a rezultati
prikazani u tabeli 4.66.

Tabela 4.66. Tacnost odredivanja antocijana u sokovima crvene ribizle.

Dodato Cy-3-G odredeno Cy-3-G RG
(ug/ml) (ug/ml) %

5,0 5,12 7,53

10,0 10,21 5,96

15,0 14,93 2,54

Rezultati iz tabela 4.65 i 4.66. pokazuju da se antocijani u cedenim sokovima visnje
predloZzenom kinetickom metodom mogu odredivati sa zadovoljavajuom preciznoséu i
tacnosScu.

Primena metode za odredivanje antocijana

Na osnovu predhodno razradene kineticko-spektrofotometrijske metode za odredivanje
antocijana, koja se bazira na reakciji degradacije antocijana vodonik peroksidom u prisustvu
Cu(Il) jona i konstruisane kalibracione krive za odredivanje antocijana u intervalu od 7,64 do
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22,87 pg/ml, metoda je primenjena za odredivanje antocijana u cedenim sokovima crvene
ribizle i maline gajenih na Vlasini i u NiSkoj Banji.

Na slici 4.104 je prikazan apsorpcioni spektar soka maline pri pH=1,0 i pH=4,5, koji
nam je posluzio za odredivanje sardzaja antocijana u soku maline pH-diferencijalnom
metodom. pH-diferencijalna spektrofotometrijska metoda je koris¢ena kao uporedna metoda.
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Slika 4.104. Apsorpcioni spektar cedenog soka maline pri 1) pH= 1,0 i 2) pH=4,5.

Rezultati odredivanja sadrzaja antocijana u cedenim sokovima crvene ribizle i maline
prikazani su u tabeli 4.67. Poredenjem standardnih devijacija i vrednosti F- i t-testa, pri 95%-
nom nivou poverenja i za dati broj stepena slobode, uoceno je da izmedu kineticke i uporedne
spektrofotometrijske metode ne postoji velika razlika u preciznosti, texsp.< twap. | Feksp.< Frab.
Dakle, razradena kineticko-spektrofotometrijska metoda se moze uspeSno primeniti za
odredivanje sadrZaja antocijana u cedenim sokovima crvene ribizle i maline.
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Tabela 4.67. Odredivanje sadrzaj (mg/L)*? antocijana u cedenim sokovima crvene ribizle I
maline kineticko-spektrofotometrijskom i pH-diferencijalnom metodom.

Sok Kineticko- pH-diferencijalna
sprktrofotometrijska metoda t-test F-test
metoda
Ribizla N.Banja 147,55+2,28 150,80+3,05 1,91 1,79
Ribizla Vlasina 163,58+3,36 168,20+4,50 1,84 1,79
Malina N.Banja 336,60+6,11 340,82+6,33 1,07 1,07
Malina Vlasina 382,65+5,57 386,73+7,08 0,89 0,87

Isrednja vrednost + SD (n=5); 2mg cijanidin-3-glukozid ekvivalenta/L soka; ‘tabelarne F- i t-
vrednosti pri 95%-nom nivou poverenja su 6,39 i 2,306.
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5. DISKUSIJA REZULTATA
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5.1. Kinetika i mehanizam degradacije fenolnih jedinjenja hidroksil
radikalima

Ispitivanja kinetike degradacije fenolnih jedinjenja hidroksil radikalima prikazana u
ovom radu su pokazala da se proces moze predstaviti jedna¢inom:

- za bela vina u kiseloj sredini (pH=3,5) pri koncentraciji H,0, od 0,098 do 0,294
mol/L i Cu(l1) od 1,232-10" do 3,696-10" mol/L:

dc _ K
ax CH,0, " Ccu@n) * Cpolifenoli

gde je dc/dt - povecanje koncentracije reakcionih produkata u belom vinu (A=420 nm),
- za crvena vina u Kiseloj sredini (pH=3,5) pri koncentraciji H,O, od 0,049 do 0,490
mol/L i Cu(l1) od 0,615-10" do 6,150-10" mol/L:
i k- CH,0, " Ccu(ll) * Cantocijani
gde je —dc/dt - smanjenje koncentracije ukupnih antocijana u crvenom vinu (A=520 nm),

- za malvidin-3-glukozid i malvidin-3-acetil-glukozid u crvenim vinima u Kiseloj
sredini (pH=3,5) pri koncentraciji H,0, od 4,90-10° do 24,48-10° mol/L i Cu(ll) od
0,615-10” do 3,080-10° mol/L:

dc

i Kmsg - CH,0, " Ccu(ll) * CMv-3-G

dc

i Kmsag - CH,0, " Ccu(ll) " CMv-3-AG

gde je —dc/dt — smanjenje koncentracije Mv-3-G, odnosno Mv-3-AG u crvenom vinu (
A=520 nm),

- za katehin i epikatehin u crvenim vinima u kiseloj sredini (pH=3,5) pri koncentraciji
H,0, od 4,90-107 do 24,48-10° mol/L i Cu(I1) od 0,615-10" do 3,080-10™ mol/L:

dc

Pl ke - CH,0, " Ccui) " Cc

dc

Pl Kgc - CH,0, " Ccu(il) " CEC

gde je —dc/dt — smanjenje koncentracije katehina, odnosno epikatehina u crvenom vinu
(A=275/322 nm),

- za cedene sokove od visanja u kiseloj sredini (pH=3,5) pri koncentraciji H,O, od
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0,0196 do 0,0979 mol/L i Cu(ll) < 1,232-10* mol/L:

dc

i K" Ch,0, * Ccu(in) * Cantocijani

gde je —dc/dt — smanjenje koncentracije ukupnih antocijana u cedenom soku od viSanja
(A=520 nm),

- za cedene sokove od crvenih ribizli i malina u Kkiseloj sredini (pH=3,5) pri
koncentraciji H,O, od 0,049 do 0,149 mol/L i Cu(ll) od 0,615-10* do 1,838-10"
mol/L:

dc

T k- CH,0, " Ccu(l) * Cantocijani
gde je —dc/dt — smanjenje koncentracije ukupnih antocijana u cedenom soku od crvenih
ribizli i malina (A=520 nm).

Kineticke jednacine pokazuju da su reakcije prvog reda u odnosu na reaktatne:
fenolna jedinjenja, H,O, i Cu(ll) kao katalizatora.

Mnogi slucajevi katalize u rastvorima mogu se objasniti gradenjem kompleksa sa
prenosom naelektrisanja izmedu katalizatora 1 jednog od reaktanta. Nastajanje ovakvih
jedinjenja karakteristino je za aromati¢na jedinjenja (amini, fenoli), pa se mozZe predpostaviti
da se Kkataliticka oksidacija fenolnih jedinjenja u ispitivanim uzorcima vrS§i po ovom
mehanizmu.

Pri nastajanju kompleksa sa prenosom naelektrisanja dolazi do delimi¢nog prelaza
elektrona sa jednog na drugi reaktant, 1 moze se ocekivati da su takvi procesi praceni
povecanjem reakcione sposobnosti reaktanata. Delovanje katalizatora u smislu reakcionog
centra koji polarizuje supstrat je u vezi sa njegovim elektrofilnim osobinama, tj. sa njegovim
ponasanjem kao Luisove kiseline. Osnovni faktori koji uticu na katalitiCki efekat su
jonizacioni potencijal katalizatora i mogucnost gradenja kompleksa sa supstratom.

Za nastajanje kompleksa sa prenosom naelektrisanja neophodno je prepokrivanje ili
slobodne orbitale reaktanta sa slobodnom ili popunjenom orbitalom katalizatora. Prirodno je
ocekivati gradenje takvih kompleksa u prisustvu katalizatora kakav je slucaj sa Cu(Il), koji je
u ovom radu koris¢en.

Prenos elektrona izmedu katalizatora i1 reaktanta moZe proticati po razli¢itim
mehanizmima. Najée$¢e katalizator gradi kompleks sa organskim reagensom. Medutim, u
prisustvu H,O, kao oksidansa mogu nastati prelazni kompleksi tipa katalizator-organski
reagens-oksidans. Nakon prenosa naelektrisanja ovaj kompleks se razara na oksidacione
proizvode i redukovani oblik katalizatora. Redukovani oblik katalizatora dalje reaguje sa
oksidansom. Ovakav mehanizam je mogu¢ ako se proces oksidacije redukovanog oblika
katalizatora odigrava znatno brze od predhodnih.
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Na osnovu literaturnih podataka i1 eksperimentalnih rezultata moguce je predloziti
slede¢i mehanizam katalitickog dejstva Cu(Il) u reakciji oksidacije fenolnih jedinjenja u
ispitivanim uzorcima:

Ky
Ph + Cu?* s [PhCu]
k_4

[PhCu] +H,0, S [PhCuH,0,]
k_;

ks
[PhCuH,0,] - Hinoni + Cu®

2Cu* + H,0, — 2Cu?* + 20H" 5.1

Sto je moguce ako se proces 5.1 odigrava znatno brZze od predhodnih. U ovom slucaju
direktna interakcija organskog reduktora sa vodonik peroksidom je kineticki sprecCena.
Takode je verovatno formiranje prelaznog kompleksa izmedu Cu(I) 1 supstrata unutar koga se
regeneriSe Cu(Il). Verovatnocu ovakve predpostavke potvrduje veliki viSak oksidansa u
odnosu na druge reagense.

Brzina ispitivanih reakcija bi¢e jednaka:
vV = k3 ) [Phcquoz]

Ovde imamo dve prelazne ravnoteze. Koncentracije prelaznih supstanci (aktiviranih
kompleksa) izra¢unavamo iz konstanti ravnoteza:
k4 [PhCu]

Ki = K_; - [Ph]{[Cu?*]—[PhCu]—[PhCuH,0,]} )

_ [PhCquoz]
2 ™ [PhCu]'[H20,]

Ako se uzme da je koli¢ina [PhCu] = X; uporediva sa koli¢inom Cu?*, i da je
[PhCuH,0,] = X, uporedivo po veli¢ini sa [PhCu] , iz jednacine 5.2 nalazimo:

_ K, [Ph]-[cu?*]
1™ 14K, [Ph](1+K,[H,0,])
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_ KK [Ph] - [H,0,] - [Cu®*]
27 14 K,[Ph](1 + K,[H,0,])

Odavde je brzina reakcije jednaka:

] — k3K1K2[Ph]-[H202]-[Cu2+]

vV = k3 [XZ 1+K1[Ph](1+K2[H202D

5.3

Shodno jednacini 5.3, red reakcije u odnosu na oba reaktante Ph i H,0, nije ceo broj.
Medutim, ako je K;[Ph] « 1iK,[H,0,] « 1, brzina reakcije definisana je izrazom:

v = k3K K, [A] - [B] - [C] 5.4

Sto je u saglasnosti sa dobijenim eksperimentalnim podacima. Predlozeni mehanizam pripada
prvom tipu reakcija koje se odigravaju uz obrazovanje prelaznih jedinjenja Arenijusovog tipa
(deo 2.1.3).

5.1.1. Mehanizam degradacije fenolnih jedinjenja belih vina

Rezultati spektrofotometrijske analize predstavljeni u tabeli 4.16 ukazuju da su
varijacije sadrzaja fenolnih jedinjenja belih vina posledica delovanja velikog broja faktora,
koji pored genetskih ukljuuju i1 podrucje kultivisanja grozda kao i1 mnogobrojne faktore
zivotne sredine. Najzastupljenija komponenta belog vina je kaftarna Kkiselina, slede
epikatehin i katehin i druge hidroksicimetne kiseline. Ukoliko bela vina dodu u kontakt sa
kiseonikom promene boju zbog procesa brovingovanja. Brovingovanje belih vina zavisi od
fenolnog sastava, ali su od podjednake vaznosti i faktori koji utiCu na oksidaciju fenolnih
jedinjenja kao S$to su joni prelaznih metala u prisustvu askorbinske kiseline ili H,O,. Kao
rezultat procesa oksidacije fenolnih jedinjenja belih vina nastaju oksidacioni proizvodi, §to se
moze uociti pojavljivanjem novog apsorpcionog maksimuma na 420 nm. Za vina proizvedena
u Srbiji, razvoj brovingovanja nije ispitan. Na$i rezultati su pokazali da  proces
brovingovanja fenolnih jedinjenja hidroksil radikalima koji nastaju u sistemu Cu(l1)/H,0,,
prati bifazni tok, prvo naglim povecanjem i kasnijim smanjenjem, a potom sledi linearno
povecanje sadrzaja oksidacionih produkata. Hipoteza koja moZe objasniti ovakvo ponaSanje
je sledeca: pocetno povecanje sadrzaja oksidacionih proizvoda moze biti pripisano formiranju
hinona nakon oksidacije kaftarne kiseline, supstrat prisutan u najvecoj koli¢ini (tabela 4.19),
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koji zatim moze biti redukovan pomocu SO, koji se dodaje vinu za spre¢avanje procesa
oksidacije, a rezltat je bio trenutno smanjenje i opadanje potamnjivanja. Kasniji proces
polimerizacije uslovljava poveéanje procesa brovingovanja i povecanje apsorpcionog
maksimuma na 420 nm.

Potvrda o predlozenim mehanizmu nadena je u literaturi.

Mauri (2007) je ispitivao kinetiku oksidacije fenola Fentonovim reagensom
(Fe(11)/H202) pri ¢emu je odnos koncentracije Fe(ll) : H2O, iznosio od 1 :5do 1: 1. Za
reakciju oksidacije fenola vodonik peroksidom u prisustvu Fe(ll) kao katalizatora, u model
rastvoru postavio je kineticku jednacinu:

d[Ph
— 40P | [ph] - [Fe(ID)]t® - [1,0,]0¢%
Dakle, reakcija je prvog reda u odnosu na koncentraciju fenola, dok su u odnosu na
koncentracije vodonik peroksida i Fe(ll)-jona redovi pozitivni, §to su i naSa ispitivanje
pokazala, ali suprotno nasim rezultatima redovi reakcije nisu celi brojevi.

Medutim, na$i rezultati su u potpunoj saglasnosti sa rezultatima mnogih autora.
Chunxia i sar. (2005) su postavili slede¢u kineti¢ku jedna¢inu:

v = k [katalizator] - [Ph] - [H,0,]

za reakciju oksidacije fenola vodonik peroksidom u prisustvu sintetisanog katalizatora koji u
svom sastavu pored bakra sadrzi i druge metalne jone kao $to su gvozde 1 aluminijum. Pri
tome su odredili da energija akrivacije ovog procesa iznosi 58,37 kJ/mol. Do sli¢nih rezultata
su dosli Beltan i sar. (2001) koji su proucavali kinetiku oksidacije organskih jedinjenja
Fentonovim reagensom.

Nas§ predlog mehanizma degradacije fenolnih jedinjenja belih vina hidroksil
radikalima predpostavlja moguénost gradenja prelaznih kompleksa tipa [Ph-Cu(ll)] i [Ph-
Cu(I)-H202]. Mogucnost gradenja ovakvih prelaznih jedinjenja je takode potvrdeno u
literaturi. Fenoli i Cu(ll) mogu da grade prelazne komplekse monodentatnog tipa [Cu —
PhO]*, [Cu — PhOH]?*, pri tome mogu nastati mononuklerni i binuklearni kompleksi. pH
ima bitan uticaj na strukturu nagradenog kompleksa. U rastvorima sa pH<7 preovladava
kompleks stehiometrijskog sastava 1:1,

Slika 5.1. Struktura mononuklearnog kompleksa

Dok pri pH>8 mogu nastati binuklearni kompleksi:
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Slika 5.2 . Struktura binuklearnog kompleksa

Kada se u reakcioni sistem pored fenolnih jedinjenja i Cu(ll)-jona nade i vodonik
peroksid postoji moguénost gradenja trojnog kompleksa reduktor-oksidans-katalizator. Za
sistem L (organski supstrat), Fe(ll) i H2O,, Rivas i sar. (2001) su predlozili postojanje
kompleksa:

[Fe(Hy0,)(L)x(Hy0),_1]"+ 5 [Fe(OH), (L) (H;0),_4]

Pri ¢emu je konstanta brzine ove reakcije reda veliine 102 do 10 s, sto je u skladu sa
prirodom helatiraju¢e sposobnosti fero jona. Salem i sar. (1988) su proucavajuci kinetiku
degradacije vodonik peroksida u prisustvu metalnih kompleksa predpostavili postojanje
trojnog kompleksa [Cu?*L,H,0,] **. Kompleks sli¢ne strukture se moze predloZiti za sistem
fenoli — H,O, — Cu(ll).

Mnogobrojne studije koje se bave oksidativnim procesima fenolnih jedinjenja su
dokazale da njihovom oksidacijom nastaju odgovarajuc¢i hinoni. Pri tome su najpodlozniji
oksidaciji difenoli (Toit i sar., 2006). Nastali hinoni stupaju dalje u reakcije polimerizacije
reagujudi ili sa polaznim fenolnim jedinjenjem ili sa drugim fenolnim jedinjenjima, prisutnih
u sistemu pri ¢emu nastaju zuti pigmenti (slika 2.32)

Medutim, hinoni mogu reagovati i sa drugim nefenolnim jedinjenjima (askorbinska
kiselina, sulfiti, amini idr.):
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=

- -
askorbimslka

Iiselma /,//

Slika 5.3. Reakcije hinona sa nefenolnim jedinjenjima

Slika 5.4 pokazuje da se askorbinska kiselina ponasSa kao zastitnik fenolnih jedinjenja od
oksidacije. Njeno delovanje se moZe prikazati slede¢om Semom (Roberds i sar. 1999):

Oksidacija Polimerizacija
FEMOL L ¥ HINON ! y  FUTI PIGMENTI
Redukeija askorhinskom
kiselinom

Slika 5.4. Sema uticaja askorbinske kiseline na oksidaciju fenolnih jedinjenja
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5.1.2. Mehanizam degradacije antocijana crvenih vina

Cilj ispitivanja sastava fenolnih komponenti, metalnih jona i antioksidativne
aktivnosti crvenih sorti grozda i crvenih vina spektrofotometrijskom i HPLC metodom bio je
iznalaZenje uslova i bolje upoznavanje sistema u kojem je ispitana kinetika degradacije
antocijana prisutnih u crvenim vinima. Kinetika degradacije ukupnih antocijana prisutnih u
mladim crvenim vinima ispitana je spektrofotometrijskom metodom, dok je Kkinetika
degradacije pojedinac¢nih antocijana ispitana HPLC metodom.

Rezultati spektrofotometrijske analize predstavljeni u tabeli 4.11 ukazuju da je sadrzaj
monomernih antocijana u crvenim vinima znatno uslovljen staro$¢u vina i da znatno opada sa
vremenom ¢uvanja u boci. Takode, rezultati HPLC analize crvenih vina predstavljeni u tabeli
4.14 ukazuju na visok sadrzaj monomernih antocijana u mladim crvenim vinima. Iz tabele
4.14 se takode moze videti da je najzastupljeniji antocijan u crvenim vinima malvidin-3-
glukozid a da potom sledi njegov derivat malvidin-3-acetil-glukozid. Dakle, najpre je
izvrSena spektrofotometrijska i HPLC analiza mladog vina Vranac (Rubin- KruSevac), a
potom se pristupilo ispitivanju kinetike degradacije antocijana u njemu.

Spektar boje crvenih vina ima maksim na talasnoj duzini A = 520 nm (crvena boja),
zahvaljuju¢i sadrzaju antocijana i njihovih flavilijum jona. Minimum apsorbancije je na
talasnoj duzini A = 420 nm (Zuta boja). Stoga je kinetika degradacije ukupnih antocijana
pracena spektrofotometrijskom metodom na osnovu promene absorbancije rastvora na 520
nm, odnosno kinetika degradacije pojedina¢nih antocijana, tac¢nije malvidin-3-glukozida
pracena je HPLC metodom na osnovu promene povrsine odgovarajucih pikova na A=520 nm.
Proces degradacije antocijana crvenih vina ispitan je u uslovima testa ubrzanog
brovingovanja, odnosno u prisustvu hidroksil radikala, koji nastaje u sistemu Cu(11)/H;0..

Lopes i sar. (2007) su ispitivali kinetiku degradacije malvidin-3-glukozida vodonik
peroksidom i postavili su hipoteticku Semu ovog procesa. Isti autori su zakljucili da se isti
degradacioni proizvodi, ¢iju su strukturu potvrdili NMR metodom, nastaju i U procesu
degradacije malvidin-3-glukozida Fentonovim reagensom. NaSa ispitivanja Kinetike
degradacije antocija spektrofotometrijskom i HPLC metodom pruzaju dovoljno podataka da
se postavi kineti¢ka jednacina ovog procesa. Medutim, u ovom radu nije odredena struktura
reakcionih produkata, pa su iz tog razloga pri predlaganju moguce Seme formiranja
reakcionih proizvoda kori$éeni literaturni podaci(Lopes i sar. 2007) (slika 5.5).

Na osnovu predloZene Seme formiranja reakcionih produkata pri oksidaciji malvidin-
3-glukozida mozemo videti da se, pri pH vrednosti vina (pH 3,5) malvidin-3-glukozid
degradira na 2,4,6-trihidroksibenzaldehid, siringi¢nu kiselinu i 8-B-D-glukopiranozil-2,4-
dihidroksi-6-okso-cikloheksa-2,4-dienil acetatnu Kiselinu. Pri tome ovi degradacioni
proizvodi imaju apsorpcione maksimume na 290 i 330 nm, $to su potvrdili i drugi autori
(Lopaisar., 2007; Alecu i sar., 2008; Furtado i sar., 1993).
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Ispitivanja kinetike degradacije antocijana spektrofotometrijskom i HPLC metodom
dala su mogucnost i za odredivanje termodinamickih parametara. Iz tabele 4.16 se mogu
videti vrednosti ovih parametara odredenih spektrofotometrijskom metodom i oni iznose E,
= 56,37 kimol™*, AH™ = 53,91 kimol*, AS”™ = -35,52 JK'mol™ i AG™ = 64,39 kimol™.
Pozitivan znak za AH™ podrazumeva endotermno stanje izmedu aktiviranog kompleksa i
reaktanata Sto vodi povecanju brzine degradacije sa pove¢anjem temperature. Relativno mala
vrednost za AS~ podrazumeva mali zna¢aj ove funkcije u procesu degradacije, dok njen
negativan znak upucuje na neophodnost njenog povecanja da bi doSlo do formiranja
aktiviranog kompleksa (Kechinski | sar., 2010 ).

Slika 5.5. Hipoteticka Sema formiranja reakcionih produkta pri oksidaciji Mv-3-G.

Proucavanjem referentne literature doslo se do slede¢ih podataka. Cisse i sar., (2009) su
ispitivali kinetiku termicke degradacije antocijana u temperaturnom intervalu od 30 do 90°C
u sedam sokova crvene narandZe, dva soka kupine i Cetiri ekstakta Sipaka. Pomenuti autori su
odredili da je energija aktivacije, entalpija i entropija aktiviranja najmanja kod sokova kupine
(Ea = 36,99 kimol™, AH" = 34,24 kimol™, AS™ = -232 JK'mol™), zatim kod ekstrakta 3ipka
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(Ea=51,12 kJmoI'l, AH" = 48,31 kJmoI'l, AS = -194 JK'lmOI'l), a najveca za sokove crvene
narandze (E, = 66,04 kJmol™, AH" = 63,11 kJmol™, AS™ = -149 JK'mol™). Dalje, ispitujuéi
kinetiku termicke degradacije antocijana u soku borovnice u inervalu od 40 do 80°C,
Kechinski i sar.. (2010) su odredili sledece vrednosti: E, = 80,42 kJmol?, AH" = 77,80 kimol
1 AS"=-43,07 K molt i, AG = 91,3 kimol™. Nase vrednosti za termodinamicke parametre
procesa degradacije antocijana crvenih vina su u saglasnosti sa gore pomenutim rezultatima
drugih autora.

Kinetika termicke degradacije Mv-3-G uglavnom je ispitivana u model rastvorima.
Tseng i sar.(2006) su za model rastvore koje su pripremili rastvaranjem 50 mg Mv-3-G u 1L
0,025 mol/L rastvora vinske kiseline, ¢iji je pH=3,5 podesen 0,1 mol/L rastvorom NaOH,
dobili vrednosti energije aktivacije od 95,39 kJmol™ bez etanola, 102,20 kJmol™ u prisustvu
10%, 101,78 kJmol™ u prisustvu 30% i 95,09 kJmol™ u prisustvu 50% etanola. Radne
temperature su bile 65, 75, 85 i 95°C. U nasem slu¢aju (iznose E, = 57,70 kJmol™, AH™ =
55,22 kdmol™, AS” = 16,59 JK™'mol™ i AG" = 60,16 kJmol™), degradacija Mv-3-G je znatno
ubrzana u prisustvu sistema Cu(ll)/H,O, koji snazno generiSe hidroksil radikale, §to je
potvrdeno znatno nizom vrednoscu energije aktivacije.

Nasi rezultati takode pokazuju da se vrednosti enegije aktivacije 1 otalih
termodinamickih parametara bitno ne razlikuju za Mv-3-G | Mv-3-AG (E.(Mv-3-G)/E,(Mv-
3-AG = 0,999). Sli¢ne rezultate dobili su i Romero i Bakker (2000) koji su ispitivali Kinetiku
degradacije Mv-3-G, Mv-3-AG i Mv-3-CG u model rastvoru pri pH=3,7 i pri tome dobili
sledec¢e odnose: Eo(Mv-3-G)/Eo(Mv-3-AG) = 1,018 i Ey(Mv-3-G)/E,(Mv-3-CG) = 0,852.

Uporedivanjem vrednosti termodinamickih parametara za degradaciju antocijana u
crvenim vinima prikazanim u tabelama 4.16 i 4.22 mozemo uo¢iti da dolazi do promene
znaka u vrednosti za entropiju aktiviranja. Entropija  aktiviranja, odredena
spektrofotometrijskom metodom odnosi se na sve antocijane prisutne u vinu, pa i na
polimerne antocijane koji takode apsorbuju zracenje talasne duzine od 520 nm. Negativne
vrednosti entropije aktiviranja, primenom spektrofotometrijske metode dobili su i drugi
autori. Medutim, primenom HPLC metode za pracenje kinetike degradacije, mogla se ta¢no
odrediti entropija aktiviranja pojedinih antocijana, ta¢nije Mv-3-G i Mv-3-AG. S obzirom da
je dobijena pozitivna vrednost entropije, mehanizam reakcija degradacije Mv-3-G i Mv-3-AG
hidroksil radikalima je disocijativni (Mili¢ i Sovinj, 2000), i kod ovih reakcija gradenju
aktiviranog kompleksa predhodi raskidanje veza u molekulu polaznih supstanci (reaktanata).
Za ovakve reakcije karakteristiCna je pozitivna vrednost entropije aktivacije od oko 20 J mol
'K (Krasnova, 1995).
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5.1.3. Mehanizam degradacije antocijana cedenih sokova od visanja, crvene
ribizle i malina

Nasa ispitivanja hemijskog sastava visnje, crvene ribizle i maline HPLC metodom su
pokazala da ovo voée sadrzi samo derivate cijanidina ( tabela 4.36, 4.41,4.44, 4.53 14.58).

Interakcija izmedu cianidin-3-glukozida i Cu(ll)-jona je dosta prouc¢avana. Smyk i sar.
(2008) su ispitivali interakciju Cu(ll)- jona i Cy-3-G i pri tome dokazali da nastaje kompleks
steheometrijskog odnosa 1:1, sa konstantom disocijacije K= (28.000 + 2600) mol™. Odredili
su i termodinamicke parametre AH* = (88 + 6) kJ mol™ i AS* = (92 % 5) J mol*K™.

Medutim, Esparza i sar. (2004) su predlozili strukturu kompleksa metal-cijanidin-3-
glukozid steheometrijskog sastava 1:2 (slika 5.6):

CJH\

OH

Slika 5.6. Struktura kompleksa metal (Me)-Cy-3-G (R, glukozid)

Sto se ti¢e Seme formiranja reakcionih produkata pri oksidaciji cijanidin-3-glukozida
hidroksil radikalima koji nastaju u sistemu Cu(l1)/H,0, moze se predloziti slicna ovoj za
malvidin-3-glukozida pri ¢emu ¢ée se reakcioni proizvodi razlikovati u istoj meri kolika je
ralika izmedu Mv-3-G i Cy-3-G.

Ispitivanja kinetike degradacije antocijana spektrofotometrijskom metodom u
cedenim sokovima od viSanja i crvene ribizle dala su moguc¢nost i1 za odredivanje
termodinamic¢kih parametara. 1z tabele 4.16 se mogu videti vrednosti ovih parametara
odredenih spektrofotometrijskom metodom za sokove od visanja i oni iznose E,= 30,59
kdmol™, AH" = 28,12 kdmol™, AS™ = -115,48 JK™mol™ i AG™ = 62,53 kJmol™, dok iz tabele
4.62 ove vrednosti za sokove od crvene ribizle iznose E, = 25,76 kJmol™, AH" = 23,29 kJmol
1 AS" = -121,92 JK'mol™ i AG™ = 59,61 kdmol™. Veli¢ina aktivacione entropije daje vaznu
informaciju o mehanizmu kataliticke reakcije i o strukturi aktiviranog kompleksa. Velika
negativna vrednost, koja dostize i do -120 JK'mol™, karakteristi¢na je za reakcije koje
proticu gradenjem kompleksa koji ukljuuje oba reagensa i katalizator istovremeno. U
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ovakvom aktiviranom kompleksu gradenje novih i raskidanje veza u molekulima polaznih
supstanci desava se istovremeno. Za ovakve reakcije karakteristiCna je mala vrednost energije
aktivacije (Krasnova, 1995).

Termicka degradacija cijanidin-3-glukozida je ispitana za temperaturni interval od 70
do 90°Ci pri tome je nadeno da energija aktivacije za proces degradacije cijanidin-3-
glukozida u crvenoj narandzi iznosi 74,6 kJmol™ (Cao i sar., 2009). Ozkan i sar. (2002)
ispitivali su kinetiku degradacije soka visnje vodonik peroksidom i pri tome odredili enetgiju
aktivacije od 47,69 kJmol™ pri koncentraciji H20; od 18,61 mmol/L. Nasi rezultati daju nizu
vrednost energije aktivacije (30,59 kimol™) zbog znatno veée koncentracije H,O, od 58,7
mmol/L ali i u prisustvu 0,132 mmol/L Cu(ll) jona.

Energija aktivacije reakcije degradacije antocijana soka crvene ribizle hidroksil
radikalima iznosi 25,76 kJmol™. Kopjar i sar. (2009) su ispitivali kinetiku degradacije
antocijana soka crvene ribizle za interval temperature od 30 do 90°C i pri tome odredili
vrednost energije aktivacije od 33,08 kimol™.

U soku visnje 1 crvene ribizle prisutni su samo derivati cijanidina. Energije aktivacije
procesa degradacije cijanidina sistemom Cu(I1)/H,0; iznose 30,59 kJmol™ u soku vinje,
odnosno 25,76 kimol™ u soku crvene ribizle. Ove razlike posledica su razli¢itog sastava
sokova. Uticaj matriksa na termodinamicke parametre zapazili su i drugi autori. Ozkan i sar.
(2004) su za degradaciju askorbinske kiseline vodonik peroksidom u razli¢itim sokovima
odredili sledeée energije aktivacije: 21,8 kJmol™ u soku visnje, 26,2 kimol™ u soku grozda,
40,3 kdmol™ u soku narandze i ¢ak 71,0 kJmol™ u soku nara.

Vec¢ina organskih reakcija se odvija u pogodnom rastvaratu. Promenom rastvaraca
mozemo promeniti brzinu reakcije, a kod nekih reakcija i dominantan mehanizam reakcije.
Uticaj rastvara¢a na brzinu hemijske reakcije poti¢e od razlike u stepenu solvatacije pocetnih
reaktanata i aktiviranog kompleksa. Ako se posmatra brzina reakcije pri prelasku od jednog
manje polarnog do drugog viSe polarnog rastvaraca zbog solvatacionih efekata moguca su
dva karakteristicna slucajeva.

- Ako je solvatacija aktiviranog kompleksa dominantnija od solvatacije pocetnih
reaktanata, reakcija ¢e se ubrzati. To znacCi da ¢e se energetska barijera za reakciju
smanjiti.

- Ako su molekuli reaktanta znatno viSe solvatisani od molekula aktiviranog
kompleksa, tada ¢e reakcija biti spora.

Dielektricna konstanta rastvaraca pokazuje koliko je manje medusobno privlacenje
naelektrisanih Cestica u njemu od njihovog privla¢enja u vakuumu. Polarniji rastvarac
ubrzava reakciju u smeru stvaranja Cestica vece polarnosti (Dondur, 1992).

Ako uporedimo podatke za energije aktiviranja u tabelama 4.62 i 4.64 uocicemo da se
reakcija degradacije brZe odvija u vodi i da prisustvo metanola, etanola ili acetona smanjuje
brzinu a samim tim i povecava energiju aktivacije. Veliina povecanja energije aktivacije
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zavisi od polarnosti rastvaraca i najveca je u acetonu kao rastvaracu najmanje polarnosti.
Ovaj podatak u skladu je sa rezultatima drugih autora. Tseng i sar. (2006) su proucavajuci
kinetiku degradacije malvidin-3-glukozida u model rastvoru nasli da uvodenjem 10% etanola
u reakcioni sistem dolazi do poveéanja energije aktivacije za 6,9 kJmol™.

Analizom podataka u tabeli 4.64 moZemo uociti da se uvodenjem metanola, etanola ili
acetona u reakcioni sistem menjaju vrednosti za energije aktiviranja, entalpiju i entropiju, ali
ne i za slogodnu energiju aktiviranja. Energija aktiviranja je Cesto koristan podatak u
aproksimaciji brzine reakcije, medutim brzinu hemijske reakcije definiSe bolje promena
slobodne energije aktiviranja i delimi¢no promena entropije aktiviranja. Kod nekih hemijskih
reakcija dolazi do povecanja promene entalpije aktiviranja, ali odgovaraju¢e povecanje
proizvoda temperature i promene entropije aktiviranja potpuno kompenzuje tu promenu
(Gleston, 1970, st.872; Obradovic i sar. 1987, st. 169).

5.1.4. Mehanizam degradacije flavan-3-ola

Kinetiku degradacije katehina i epikatehina hidroksil radikalima koji nastaju u
sistemu Cu(I1)/H,0, pratili smo u crvenom vinu Vranac (Rubin-Krusevac) HPLC metodom
na osnovu promene povrsine odgovaraju¢ih pikova (275/322 nm, Aex/Aem) fluorescentnim

detektorom. Tabela 4.14 pokazuje da se sadrzaj flavan-3-ola u vinima Vranac kre¢e od
105,36 do 125,36 mg/L.

Kinetiku oksidativne degradacije katehina u prisustvu Cu(II) proucavali su Clark i
Scollary (2002) i pri tome utvrdili da postoji direktna proporcionalnost izmedu brzine
reakcije degradacije i koncentracije Cu(ll)-jona, na osnovu povecanja apsorpcionog
maksimuma na 440 nm. Oszmiamski i sar. (1996) su, takode uocili brojne reakcione produkte
na hromatogramima snimljenim na 280 i 430 nm. Stoga, upros¢enu Semu oksidacije katehina
bi mogli prikazati na sledec¢i nacin (slika5.7):

OH
H
_ % srmreremEnTI
Cuqm)

Slika 5.7. sema oksidacije (+)-katehina hidroksil radikalima.
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Pri tome su mnogi autori, medu kojima su Oszmiamski i sar. (1996) potvrdili postojanje
obojenog ksantilijum katjona medu oksidacionim produktima (slika 5.8).

HO" ™~ O(/C\ o

> oH Y~ “OH
OH HO

OH OH
Slika 5.8 . Struktura ksantijijum katjona

Ispitivanja kinetike degradacije katehina i epikatehina spektrofotometrijskom
metodom u crvenim vinima dala su moguc¢nost i za odredivanje termodinamickih parametara.
Iz tabele 4.25 se mogu videti vrednosti ovih parametara odredenih spektrofotometrijskom
metodom za katehin i oni iznose E,= 45,22 kimol™®, AH = 42,74 kimol™*, AS" = -31,88 JK
'mol™® i AG” = 52,24 kJmol™, dok ove vrednosti epikatehin iznose E, = 41,42 kimol™, AH™ =
38,94 kJmol™, AS™=-40,25 JK'mol™ i AG” = 50,94 kimol™.

Oksidacija katehina i epikatehina je uglavnom proucavana u model rastvorima vina,
tako da se veli¢ine za termodinami¢ke parametre nisu mogle uporediti sa literaturnnim
podacima. Li i sar. (2011) proucavajuci kinetiku termi¢ke degradacije derivata katehina
(epigalokatehina galata) u aju dobili su vrednost za E, od 79,27 kdmol™. Prisustvo vodonik
peroksida i bakra ocigledno moze smanjiti energiju aktivacije i povecati brzinu reakcije, ali
pri tome ne treba zaboraviti uticaj matriksa samog uzorka.

Ulogu bakra u ovom procesu treba posebno istaci, s obzirom da je, pored gvozda bio predmet
mnogih istrazivanja. Osymianski i sar. (1996) su proucavali oksidaciju katehina Fe(II) jonima
u model rastvoru (0,02 mol/L kalijum-hidrogentartarat, 20% v/v etanola, pH=3,7) i pri tome
su uocili da se brzina reakcije povecava sa povec¢anjem koncentracije Fe(Il) jona, a takode i
apsorbancija rastvora na 430 nm. Snimanjem HPLC hromatograma dokazali su prisustvo
reakcionih produkata koji apsorbuju u oblasti 385-414 i 440-460 nm. Dolazi do formiranja
zutih pigmenata koje je znatno ubrzano u prisustvu 20 mg/L Fe(Il) jona. Clark i Scollary
(2002), su ispitivali oksidaciju katehina u prisustvu Cu(ll) jona u model rastvoru (10 g
kalijum-hidrogentartarata u 21 12% etanola, pH=3,20 podesen vinskom kiselinom) i pri tome
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zapazili da se proces stvaranja zutih pigmenata na Amax=440 nm znatno ubrzava u prisustvu
0,6 mg/L Cu(ll) jona. Jimenez-Atienzar i sar. (2004) su proucavali kinetiku katehina u
prisustvu enzima polifenol oksidaze (pH=7) i pti tome takode dosli do podataka da se tokom
oksidacije formiraju zuti pigmenti sa Amax=430 nm, i predlozili da se kinetika oksidacije
katehina ispituje spektrofotometrijski na 430 nm. Kada bi se snimali hromatogrami u duzem
vremenskom periodu i na talasnoj duzini 430-440 nm, pojavili bi se pikovi za reakcione
produkte reakcije. Medutim, na$ cilj nije bio ispitati nastajanje reakcionih produkata, veé
brzinu degradacije katehina i epikatehina prateéi promene povrSine pikova za ove
komponente.
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6. 1ZVOD
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U ovom radu je izvrSeno ispitivanje Kinetike degradacije fenolnih komponenti i
monomernih antocijana u crvenim i belim vinima i cedenim sokovima viSnje i crvene ribizle
spektrohotometrijskom metodom, kao i kinetike degradacije malvidin-3-glukozida, malvidin-
3-acetil-glukozida, katehina i epikatehina crvenih vina HPLC metodom. Radi boljeg
poznavanja sistema u kojima se ispituju procesi degradacije, izvrSeno je i kvantitativno
odredivanje i identifikacija fenolnih komponenata ekstrakata grozda, visnji, crvene ribizle i
maline, kao 1 proizvoda, vina, vo¢nih vina i komercijalnih sokova primenom
spektrofotometrijske i HPLC metode, dok je primenom ICP-OES metode odreden sadrzaja
minerala u grozdu i viSnjama.

Na osnovu prikazanih rezultata proucavanja kinetike ispitivanih reakcionih sistema, a u
cilju predlaganja mehanizma i razrade novih kineticko-spektrofotometrijskin metoda za
odredivanje ukupnih fenola i ukupnih antocijana, mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

- Proucena je kinetika 1 razradena je kinetiCko spektrofotometrijska metoda za
odredivanje ukupnih monomernih antocijana u crvenim vinima, a na osnovu reakcije
njihove degradacije hidroksil radikalima. Brzina reakcije je pracena na 520 nm na
temperaturi od 22°C. Diferencijalna varijanta tangensne metode koriS¢ena je za
obradu kinetickih podataka. Ispitivanjem uticaja svakog reaktanta pojedinacno (H20;,
Cu(ll), crveno vino) postavljena je kineticka jednacina reakcije degradacije, a potom
izraCunate konstante brzine. Iz dobijenih vrednosti konstante brzine na cetiri
temperature izracunati su termodinamicki parametri: energija aktivacije (E,=56,37
kJmol™), aktivaciona entalpija (AH*=53,91 kJmol™), aktivaciona entropija (AS*= -
35,52 JK'mol™) i Gibbs-ova slobodna energija aktivacije (AG*=64,39 kJmol™).
Validacija metode je izvrSena odredivanjem intervala linearnosti, limita detekcije,
limita kvantifikacije, tacnosti 1 preciznosti, koriS¢enjem metode unutrasnjeg
standarda, malvidin-3-glukozida. Relativna standardna devijacija je manja od 3,88%.
Metoda je primenjenja za odredivanje ukupnih monomernih antocijana u mladim
crvenim vinima. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa rezultatima odredivanja HPLC
metodom.

- Proucena je kinetika degradacije najzastupljenijih monomernih antocijana crvenih
vina malvidin-3-glukozida i malvidin-3-acetil-glukozida hidroksil radikalima pri
pH=3,5. Pri validaciji HPLC metode za odredivanje malvidin-3-glukozida odredeni su
slede¢i parametri: linearnost, limit detekcije, limit kvantifikacije, ta¢nost i preciznost.
Linearnost pokriva podrucje od 2 do 150 pg/ml, LOD i LOQ iznose 0,52 1 1,58 pg/ml.
RSD se krece od 3,80 do 7,58%. Brzina reakcije je pracena na odgovaraju¢im
retencinim vremenima za M3G i M3AG UV-Vis detektorom na 520 nm. Za obradu
kinetickih podataka primenjena je metoda inicijalne brzine. Na osnovu zavisnosti
inicijalne brzine od koncentracije reaguju¢ih komponenata postavljene su kineticke
jednacine, na osnovu kojih su izracunate konstante brzine na Cetiri temperature: 25,
30, 35 i 40°C. Iz dobijenih vrednosti konstanti brzina na ovim temperaturama
izracunati su termodinamicki parametri procesa degradacije M3G i M3AG hidroksil
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radikalima. Energija aktivacije za reakcije degradacije M3G i M3AG se veoma malo
razlikuju i iznose: 57,70 i 57,74 kimol™.

Proucena je kinetika degradacije flavan-3-ola crvenih vina, katehina i epikatehina
hidroksil radikalima pri pH=3,5. Pri validaciji HPLC za odredivanje katehina i
epikatehina odredeni su slede¢i parametri: linearnost, limit detekcije, limit
kvantifikacije, ta¢nost i preciznost. Brzina reakcije je pracena na odgovarajuéim
retencinim vremenima za katehin i epikatehin fluorescennim detektorom pri 275/322,
Aex/Aem. LOD 1 LOQ su 0,23 i 0,69 pg/ml za katehin, odnosno 0,28 i 0,85 pg/ml za
epikatehin.Kalibracione prave pokrivaju podru¢je od 1 do 30 pg/ml. Za obradu
kinetiCkih podataka primenjena je metoda inicijalne brzine. Na osnovu zavisnosti
inicijalne brzine od koncentracije reaguju¢ih komponenata postavljene su kineticke
jednacine, na osnovu kojih su izracunate konstante brzine na Cetiri temperature: 25,
30, 35 i 40°C. Iz dobijenih vrednosti konstanti brzina na ovim temperaturama
izraCunati su termodinamicki parametri procesa degradacije katehina i epikatehina
hidroksil radikalima. Energije aktivacije reakcije degradacije za katehin i epikatehin
iznose 45,22 i 42,42 kimol™.

Proucena je kinetika 1 razradena je kineticko spektrofotometrijska metoda za
odredivanje ukupnih fenola u belim vinima, a na osnovu reakcije njihove degradacije
hidroksil radikalima pri pH=3,5. Brzina reakcije je pracena na 420 nm na temperaturi
od 25°C. Diferencijalna varijanta tangensne metode kori$¢ena je za obradu kinetickih
podataka. Ispitivanjem uticaja svakog reaktanta pojedina¢no (H,O,, Cu(ll), belo vino)
postavljena je kineticka jednacina reakcije degradacije, a potom izraCunate uslovne
konstante brzine. Iz dobijenih vrednosti uslovnih konstanti brzine na cetiri
temperature izralunata je energija aktivacije i ona iznosi E,=40,02 kimol™. Validacija
metode za odredivanje ukupnih fenola je izvrSena odredivanjem intervala linearnosti,
limita detekcije, limita kvantifikacije, tacnosti i preciznosti, koris¢enjem metode
unutra$njeg standarda, galne kiseline. Kalibraciona prava je linearna od 23,01 do
194,11 pg GAE/ml. LOD 1 LOQ iznose 6,77 1 20,51 pg/ml. Relativna standardna
devijacija je manja od 3,85%. Metoda je primenjenja za odredivanje ukupnih fenola u
belim vinima. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa rezultatima odredivanja
standardnom spektrofotometrijskom metodom.

Proucena je kinetika i razradena je kineticko spektrofotometrijska metoda za
odredivanje ukupnih monomernih antocijana u cedenim sokovima visnje, a na osnovu
reakcije njihove degradacije hidroksil radikalima pri pH=3,5. Brzina reakcije je
praéena na 520 nm na temperaturi od 25°C. Diferencijalna varijanta tangensne metode
koriS¢ena je za obradu kinetickih podataka. Ispitivanjem uticaja svakog reaktanta
pojedina¢no (H20,, Cu(ll), crveno vino) postavljena je kineticka jednacina reakcije
degradacije, a potom izraCunate konstante brzine. Iz dobijenih vrednosti konstante
brzine na Cetiri temperature izraCunati su termodinamiCki parametri: energija
aktivacije (E,=30,59 kJmol™), aktivaciona entalpija (AH*=28,12 kJmol™), aktivaciona
entropija (AS*= -115,48 JK™mol™) i Gibbs-ova slobodna energija aktivacije
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(AG*=62,53 kImol™). Validacija metode je izvr§ena odredivanjem intervala
linearnosti, limita detekcije, limita kvantifikacije, tanosti 1 preciznosti, koris¢enjem
metode unutras$njeg standarda, cijanidin-3-glukozida. Relativna standardna devijacija
je manja od 2,0%, pri cemu je LOD 1,11 a LOQ 3,37 pg/ml.. Metoda je primenjenja
za odredivanje ukupnih monomernih antocijana u cedenim sokovima tri sorte vicni:
Marela, Cigancica i Oblacinska viSnja. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa
rezultatima odredivanja standardnom spektrofotometrijskom pH diferencijalnom
metodom.

Proucena je kinetika 1 razradena je kineticko spektrofotometrijska metoda za
odredivanje ukupnih monomernih antocijana u cedenim sokovima crvene ribizle i
maline, a na osnovu reakcije degradacije derivata cijanidina hidroksil radikalima pri
pH=3,5. Brzina reakcije je pra¢ena na 520 nm na temperaturi od 25°C. Diferencijalna
varijanta tangensne metode koriS¢ena je za obradu kinetickih podataka. Ispitivanjem
uticaja svakog reaktanta pojedina¢no (H2O,, Cu(ll), crveno vino) postavljena je
kineticka jednaCina reakcije degradacije, a potom izracunate konstante brzine. Iz
dobijenih  vrednosti konstante brzine na Cetiri temperature izraCunati su
termodinamicki parametri: energija aktivacije (E,=25,76 kJmoI'l), aktivaciona
entalpija (AH*=23,29 kJmol™), aktivaciona entropija (AS*= -121,92 JK'mol™) i
Gibbs-ova slobodna energija (AG*=59,61 kJmol™®). Uvodenjem 10% metanola,
etanola 1 acetona u reakcionu smesu, energija aktivacije se povecava na 30,78, 34,73 i
40,23 kJmol™ dok se Gibbs-ova slobodna energija aktivacije bitno ne menja.
Validacija metode je izvrSena odredivanjem intervala linearnosti, limita detekcije,
limita kvantifikacije, tacnosti 1 preciznosti, koriS¢enjem metode unutraSnjeg
standarda, cijanidin-3-glukozida. Relativna standardna devijacija je manja od 3,56%,
pri cemu je LOD 0,98 a LOQ 2,99 ug/ml. Metoda je primenjenja za odredivanje
ukupnih monomernih antocijana u cedenim sokovima crvene ribizle i maline gajenih
na podruc¢ju Niske Banje i Vlasine. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa rezultatima
odredivanja standardnom spektrofotometrijskom pH diferencijalnom metodom.

Ispitivanja kinetike degradacije fenolnih jedinjenja hidroksil radikalima su pokazala
da se procesi mogu prikazati kinetickoj jedna¢inom koja je prvog reda u odnosu na
koncentraciju organskog supstrata, oksidansa i katalizatora. Reakcije se zasnivaju na
redoks procesima u kojima jon katalizatora (Cu*") menja oksidaciono stanje u Cu*
tokom ciklicnog procesa.
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7.SUMMARY
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This work presents the examining of the kinetics of degradation of phenolic compounds
and monomeric anthocyanins in red and white wines and squeezed cherry and red currant
juices using spectrophotometric method, as well as the kinetics of degradation of malvidin-3-
glucoside, malvidin-3-acetyl-glucoside, catechin and epicatechin red wine using HPLC
method. For a better understanding of the system in which the processes of degradation are
examining, the identification and quantification of the phenolic components of extracts of
grape, cherry, red currant and raspberries, as well as wine products, fruit wines and
commercial juices has been performed by spectrophotometric and HPLC methods, while the
mineral content in the grapes and cherries has been determinedby using ICP-OES method.

Based on the presented results of examining the kinetics of the studied reaction systems,
the following conclusions can be deduced in order to propose mechanisms and develop new
kinetic-spectrophotometric method for determination of total phenols and total anthocyanin:

- The kinetics was investigated and the kinetic-spectrophotometric method for the
determination of amounts of total monomeric anthocyanins in the red wines was
developed. It was based on the degradation of the anthocyanins by hydroxyl radicals.
The reaction rate was monitored at 520 nm at the temperature of 22°C A differential
variation of the tangent method was used to process the kinetic data. By examining
the impact of each reactant on the reaction rate, the kinetics equation for reaction was
given on the basis of tga dependence on the reaction compounds concentrations and
the reaction rate constant was calculated for four temperatures. According to the
reaction rate constant values for four temperatures, the thermodynamic parameters
were obtained: activation energy (E,=56.37 kdmol™), activation enthalpy (AH =53.91
kJmol™), activation entropy (AS = -35.52 JK™*mol™) and Gibb's energy (AG =64.39
kJmol™). The mechanism of degradation was discussed. The method was validated for
linearity interval, limits of detection and quantification, precision and accuracy using
the method of external standard (malvidin-3-glucoside). Relative standard deviation is
< 3.88%. The method was applied to determine the total monomeric anthocyanins
amounts in young red wines. The obtained results are in accordance with the HPLC
method results.

- The kinetic degradation of predominant red wine monomeric anthocyanins, malvidin-
3-glucoside and malvidin-3-acetil-glucoside was investigated by hydroxyl radicals in
aqueous solution (pH=3.5). HPLC method was validated for linearity, limits of
detection and quantification, precision and accuracy for determination of malvidin-3-
glucoside. Relative standard deviation for the malvidin-3-glucoside concentration
interval from 2 to 150 pg/ml ranges from 7.58 to 3.80 %. LOD and LOQ are 0.52 and
1.58 pg/ml, respectively. The reaction rate was monitored with UV-Vis detector at the
tr for malvidin-3-glucoside and malvidin-3-acetil-glucoside. An initial method was
used to process the kinetic data. The impact of each reactant on the reaction rate was
examined. The kinetics equation for reaction was given on the basis of initial rate
dependence on the reaction compounds concentrations. The reaction rate constant was
calculated at temperatures 25, 30, 35 and 40°C. According to the reaction rate
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constant values for four temperatures, the thermodynamic parameters were obtained
for malvidin-3-glucoside and malvidin-3-acetil-glucoside. A significant difference in
activation energy (57.70, 57.74 kJmol™) was not found between malvidin-3-glucoside
and malvidin-3-acetil-glucoside. The mechanism of degradation was discussed.

The kinetics of degradation of flavan-3-ols catechin and epicatechin by hydroxyl
radicals in aqueous solution (pH=3.5) was investigated. HPLC method was validated
for linearity, limits of detection and quantification, precision and accuracy for
determination of catechin and epicatechin. The reaction rate was monitored with
fluorescence detector at the tg for catechin and epicatechin. LOD and LOQ for
catechin and epicatechin are 0.23, 0.69 and 0.28, 0.85 ug/ml, respectively. The
intervals of catechin and epicatechin concentrations determinable by HPLC method
cover the area from 1 to 30 pg/ml, respectively. An initial method was used to process
the kinetic data. The impact of each reactant on the reaction rate was examined. The
Kinetics equation for reaction was given on the basis of initial rate dependence on the
reaction compounds concentrations. The reaction rate constant was calculated at
temperatures 25, 30, 35 and 40°C. According to the reaction rate, constant values for
four temperatures, the thermodynamic parameters were obtained for catechin and
epicatechin. The activation energy for catechin and epicatechin are 45.22 and 42.42
kJmol™. The mechanism of degradation was discussed.

The Kinetics was investigated and the kinetic-spectrophotometric method for the
determination of amounts of total polyphenols in white wines was developed. It was
based on the degradation of the polyphenols by hydroxyl radicals. The reaction rate
was monitored at 420 nm at the temperature of 25°C* A differential variation of the
tangent method was used to process the Kinetic data. The impact of each reactant on
the reaction rate was examined. The Kkinetics equation for reaction was given on the
basis of tga dependence on the reaction compounds concentrations. The reaction rate
constant was calculated for four temperatures. According to the reaction rate constant
values for four temperatures, the activation energy (E.=56.37 kdmol™) were obtained.
The mechanism of degradation is discussed. The method was validated for linearity,
limits of detection and quantification, precision and accuracy. The method of external
standard (gallic acid) was used. Under the selected reaction conditions, the
polyphenol concentration varied from 23.01 to 194.11 ug GAE/ml. The method was
applied to determine the amounts of poliphenols in white wines. The obtained results
are in accordance with the spectrophotometric method results.

The Kkinetics was investigated and the Kkinetic-spectrophotometric method for
determining amounts of the total monomeric anthocyanins in sour cherry juices was
developed. It was based on the degradation of the anthocyanins by hydroxyl radicals.
The reaction rate was monitored at 520 nm at the temperature of 25°C" A differential
variation of the tangent method was used to process the kinetic data. The impact of
each reactant on the reaction rate was examined. The Kkinetics equation for reaction
was given on the basis of tga dependence on the reaction compound concentrations.
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The reaction rate constant was calculated for four temperatures. According to the
reaction rate, constant values for four temperatures, the thermodynamic parameters
were obtained: activation energy (E,=30.56 kimol™), activation enthalpy (AH =28.12
kdmol™), activation entropy (AS = -115.48 JK™'mol™) and Gibb's energy (AG =62.53
kdmol™). The mechanism of degradation was discussed. The method was validated
for linearity, limits of detection and quantification, precision and accuracy. The
method of external standard (malvidin-3-glucoside) was used. Relative standard
deviation is < 2.0%. The method was applied to determining the amounts of
monomeric anthocyanins in the sour cherry juices derived from three cultivars:
Oblacinska, Cigancica and Marela. The obtained results are in accordance with the
spectrophotometric pH-differential method results.

The kinetics was investigated and the Kkinetic-spectrophotometric method for
determining the amounts of total monomeric anthocyanins in the red currant and
raspberry juices was developed. It was based on the degradation of the anthocyanins
by hydroxyl radicals. The reaction rate was monitored at 520 nm at the temperature of
25°C" A differential variation of the tangent method was used to process the kinetic
data. The impact of each reactant on the reaction rate was examined. The Kinetics
equation for reaction was given on the basis of tga dependence on the reaction
compounds concentrations. The reaction rate constant was calculated for four
temperatures. According to the reaction rate, constant values for four temperatures,
the thermodynamic parameters were obtained: activation energy (E.=25.76 kJmol™),
activation enthalpy (AH =23.29 kdmol™), activation entropy (AS = -121.92 JK mol™?)
and Gibb's energy (AG'=59.61 kJmol®). The mechanism of degradation was
discussed. The method was validated for linearity, limits of detection and
quantification, precision and accuracy. The method of external standard (malvidin-3-
glucoside) as used. Relative standard deviation is < 3.56%. The method was applied
to determining the amounts of monomeric anthocyanins in red currant and raspberry
juices derived from fruits growing in Niska Banja and Vlasina. The obtained results
are in accordance with the spectrophotometric pH-differential method results.

Investigated Kinetics degradation of phenolic compounds by hydroxyl radicals
sugested that the reaction was first order with respect to phenolics, Cu(ll) and H,0,,
respectively. The reaction rate was first order with respect oxidant, reductant and
catalyst. The reactions are based on redox reactions in which the catalyst is an ion
changes oxidation states during a cyclic proces.
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9.1. Hromatogrami i apsorpcioni spektri standarda

9.1.1 Antocijani
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Slika 9.1. Hromatogram malvidin-3-glukozida.
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Slika 9.2. Apsorpcioni spektar malvidin-3-glukozida na 520nm.
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Slika 9.3. Standard pokoZice grozda (INRA, Montpellier, France).
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Slika 9.4. Razdvajanje antocijana prema polarnosti.
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9.1.2. Flavan-3-oli

mal
35

30
25
20
15

10

5 10 15 20 25 30 min

Slika 9.5. Hromatogram katehina (275/322 nm,Aex/2.em).
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Slika 9.6. Hromatogram epikatehina (275/322 nm,Aex/Aem).
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Slika 9.7. Apsorpcioni spektar katehina.
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Slika 9.8. Apsorpcioni spektar epikatehina.
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9.1.3. Flavonoli
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Slika 9.9. Hromatogram kvercetina na 360 nm.
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Slika 9.10. Apsorpcioni spektar kvercetina.
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9.1.4. Hidroksicimetne kiseline
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Slika 9.11. Hromatogram kafene kiselina na 320 nm.
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Slika 9.12. Hromatogram ferulne kiseline na 320nm.
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Slika 9.13. Apsorpcioni spektar kafene kiseline.
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Slika 9.14. Apsorpcioni spektar ferulne kiseline.
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9.2. Statisticka obrada podataka

Bez obzira na paznju analiticara i preciznost instrumenta, rezultati merenja se uvek
rasipaju. Varijacije u eksperimentalnim podacima normalno su raspodeljene ako ponovljena
merenja daju Gausovu krivu. Postoji jednaka verovatnoca da ¢e merenje biti manje ili vece
od aritmeti¢ke sredine. Sto je pojedina¢no merenje dalje od aritmeticke sredine, manja je
verovatnoéa njegovog ponavljanja. Ako nema sistematske greske i kako se povecava broj
merenja, aritmeticka sredina tezi prema p (tacna vrednost), a standardno odstupanje prema o.
Standardno odstupanje (standardna devijacija) neke metode uobiCajeni je parametar za
odredivanje 1 procenjivanje veli¢ine slucajne greSke 1 mera je ponovljivosti rezultata. Ako je
standadrna devijacija priblizno jednaka aritmetickoj sredini, ponovljivost je loSa, a dobro
ponovljenim smatraju se rezultati ¢ija je standadrna devijacija manja od 1% aritmeticke
sredine.

Za vrlo veliki broj merenja standardna devijacija se izrazava kao:

9.1
Cesto se umesto standardne devijacije koristi varijansa c*.

U eksperimentalnim odredivanjima ne sre¢emo se sa velikim brojem merenja, pa se
postavlja pitanje mogu li se na takva odredivanja primeniti statisticki zakoni. Naime, za mali

broj odredivanja sluzimo se aritmetickom sredinom X , a ne njenom granicnom vrednosS¢u L,
od koje se razlikuje zbog uticaja slucajne greske. Zbog toga za mali broj merenja ne smemo
upotrebiti standardnu devijaciju o, nego njegovu procenu s. Kao $to je aritmeticka sredina
procena prave vrednosti, tako je i s procena standardne devijacije. Kako se na taj nacin u
racunanje unose dve nesigurnosti, potrebno je u imeniocu jedna¢ine umesto broja merenja n
uvstiti broj stepena slobode n-1. broj stepena slobode v oznacava broj nezavisnih odstupanja
merene vrednosti od aritmeticke sredine.

Stoga je izraz za procenu standardne devijacije, koji se naziva i eksterimentalnom
standardnom devijacijom sledeci:

9.2

Bolje je kao meru preciznosti upotrebiti relativnu standardnu devijaciju (RSD):
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RSD == .100
X 9.3

Izraz za interval pouzdanosti merene veliCine je:

yzii

Sl

9.4
gde je t tabelarna vrednost koja se odreduje na osnovu stepena slobode i nivoa pouzdanosti.

Svako ispitivanje temelji se na nekoj pretpostavci koja se moze potvrditi
eksperimentom, ako se dobijene vrednosti sa njom podudaraju, ili, u protivnom odbaciti.
Retka je potpuna podudarnost eksperimentalnih podataka s hipoteti¢kim podacima. Da bi se
ustanovilo da li je razlika izmedu dobijene i referentne vrednosti posledica slucajne ili
sistematske greSke, sprovode se statisticki testovi signifikatnosti. Uz pomo¢ statistickih
testova moze se proceniti da li je dobijena razlika statisticki signifikantna, pa hipotezu treba
odbaciti, ili se rezultat moZe prihvatiti zato Sto je posledica slucajne greske.

Prilikom testiranja postavlja se nulta hipoteza, kojom tvrdimo da nema razlike izmedu
dobijene i referentne vrednosti. Ako se ta predpostavka potvrdi, znaé¢i da je uocena razlika
posledica slucajne greske. Verovatnoca prihvatanja ili odbacivanja hipoteze obi¢no je p=0,05,
Sto znaci da postoji 5%-tna verovatnoca prihvatanja greske ili odbacivanja ispravne hipoteze.
Kada zelimo smanjiti taj rizik, odluCujemo se za 1%-tnu verovatnocu, §to se oznaCava sa
p=0,01.

Pri odabiru testa za reSavanje statistickog problema treba uzeti u obzir prirodu
ispitivanog uzorka, na¢in uzorkovanja i metodu ispitivanja

Poredenje srednjih vrednosti. t-test. Rezultati analize nekog uzorka dobijeni primenom
razli¢itih metoda ili od strane raznih eksperimentatora po pravilu se medusobno donekle
razlikuju 1 nisu jednako precizni, odnosno reproduktivni. Sli¢no kao i u predhodnom slucaju,
1 ovde moZemo metodama matematicke statistike proveriti sa kolikom je verovatnocom
razlika izmedu dveju srednje vrednosti X_1 [ Z dva niza rezultata znacajna, ili je
uzrokovana samo slu¢ajnim greskama. U tu svrhu se obi¢no primenjuje tzv.t-test (Studentov
t-test). Predhodno se mora proveriti da li postoji znafajna razlika izmedu standardnih
devijacija s; i1 s, dva niza rezultata (F-test). Ako je ova razlika znacajna, srednje vrednosti se
ne mogu uporedivati.

Za poredenje srednjih vrednosti pomocu t-testa primenjuje se slede¢a jednacina:

:X1_X2_ n -n,
] n, +n,

t

9.5

gde su x_1 i x_2 = srednje vrednosti dva niza rezultata
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ni iny = brojrezultata u svakom nizu
s = srednja standardna devijacija dva posmatrana niza rezultata.

Srednja standardna devijacija s dva niza rezultata dobija se iz odnosa

306 -+ Y (6 %)

n+n,-2

S

:J(nl—l)-sfﬂnz—l)-ss

n +n,—2 96

gde je (n1+n,-2 )= broj stepena slobode.

Ako je izraCunata vrednost t veca od tabelarne za izabrani nivo poverenja i za dati broj
stepena slobode v, tj.ako je teksp. iz tavele, izmedu dveju srednjih vrednosti  x, i x, postoji

znaCajna razlika. U obrnutom slucaju, razlika medu srednjim vrednostima je beznaCajna,
odnosno uzrokovana samo slucajnim greskama.

Poredenje standardnih devijacija. F-test. F-test se primenjuje za ispitivanje postojanja
znacajne razlike u preciznosti izmedu dva niza rezultata koji su dobijeni npr. primenom dveju
razli¢itih metoda ili od dva razna eksperimentatora. Test se zasniva na poredenju varijansa (
s% i s% ) dva posmatrana niza rezultata. Veli¢ina F je definisana odnosom:

F=

m|m
NP

9.7

i da bi bila veca od jedinice, u brojitelj se, po dogovoru, uvek stavlja veca varijansa. Vrednost
F izracunata iz eksperimentalnih podataka se uporeduje s vrednostima F datim u tabelama za
izabrani nivo poverenja i za dati broj stepena slobode dva niza rezultata. AKo je Feksp> Fiz
wabele, izmedu dva niza rezultata postoji znacajna razlika u preciznosti (Savi¢ i Savié, 1989).

Analiza varijanse (ANOVA). Ako se zele uporediti dve ili vise aritmetiCke sredine,
koristi se analiza varijanse, mo¢na statisticka tehnika, kojom se mogu odvojiti i proceniti
razli€iti uzorci. Realizuje se postavljanjem nulte hipoteze i uporedivanjem aritmetiCkih
sredina tako da se izraCunava procena varijansa unutar uzorka i procena varijansa medu
uzorcima.

U jednosmernoj (one-way, ANOVA) analizi varijanse moze proizi¢i signifikantan
rezultat zato Sto se jedan prosek moze razlikovati od svih ostalih, ili se svi proseci mogu
razlikovati medusobno, §to u ovom slucaju znaci da se elementi prate samo po jednom
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parametru i da elementi iz jedne grupe nisu ni u kakvoj funkcionalnoj zavisnosti od
elemenata iz ostalih grupa (Kastelan-Macan, 2003).

Nulta hipoteza u ovom slucaju glasi: svi uzorci koji se porede poticu iz iste populacije
sa srednjom vredno$éu p i standardnom devijacijom o, uocene razlike poticu samo od
slu¢ajne prirode uzoraka. StatistiCkim testom pokazujemo da li hipotezu treba odbaciti ili ne.
Mada se ANOVA izvodi koriste¢i klasi¢ne softvere, bi¢e prikazani osnovni koraci ove
analize. Uobicajeno se deli na viSe manjih koraka:

- Tabela podataka. Polazi se od nekoliko grupa podataka pri ¢emu svaka grupa (
uzorci) ima svoje elemente (podatke), (pojedini¢na merenja svakog uzorka) koje
zajedno treba prikazati u okviru jedne matrice (tabele) u kojoj ¢e se svaka grupa
indeksirati sa j, a svaki element grupe indeksirati sa i. Koriste¢i indekse moguce je
skupiti sve podatke u zajednicku tabelu, a da se podaci ne pomesaju, s obzirom da
se oznacavaju sa Xji. Tako tre¢e merenje drugog uzorka oznacavamo sa X3.

- Srednja vrednost celog skupa (xs). Sve elemente tabele saberemo i podelimo
ukupnim brojem izvrSenih merenja (anaize):

_ X XiXji 9.8

'xST N
- Ukupni kvadrat odstupanja (Uss) predstavlja disperziju celog skupa:
2
Uss = Zj Zi(in - Xsr) 9.9

- Zbir kvadrata izmedu grupa (uzoraka)(Tss). Za svaku grupu nademo prose¢no
odstupanje:

(xji_xsr)
i o 9.10
Kvadriramo ovu vrednost i pomnoZimo brojem elemenata u grupi:

(xji_xsr) 2
n, (zi n—) 9.11
]

a potom saberemo vrednosti za svaku grupu:

— N n _(in_xsr) 2
Tos = 2jmy (X 9.12
- Zbir kvadrata unutar grupa (Pss). Dobija se iz razlike ukupnog kvadrata
odstupanja (Uss) i zbira kvadrata izmedu grupa (Tss):

Pss= Uss - Tss 9.13
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- Varijansa izmedu grupa (Tys), predstavlja zbir kvadrata izmedu grupa (Tss)
podeljen stepenima slobode izmedu grupa. Broj stepena slobode (df) izmedu grupa
jednak je broju grupa umanjenim za jedan:

T
Tus = ]_ii 9.14
- Varijansa unutar grupa (spz), predstavlja zbor kvadrata unutar grupa (Pss)
podeljen brojem stepena slobode unutar grupa. Ovaj broj stepena slobode (df)
jednak je ukupnom broju elemenata umanjenom za broj kolona:

_ Pss
Sp2 = o 9.15

- F koli¢nik (F test) racunamo tako Sto varijansu izmedu kolona (Tws) podelimo
varijansom unutar kolona (Sp?):

F = Tms 0.16

Izracunato F se uporeduje sa tabelarnim za trazeni nivo pouzdanosti i u slucaju
Fiztacunat > Frabelarno NUItU hipotezu treba odbaciti. Sto je F koli¢nik veci to se grupe
viSe razlikuju.

Kako bi se uporedile srednje vrednosti grupa (uzoraka) mogu se primeniti: test
najmanje znacajne razlike (LSD-test), Takijev test (Tukey-test), Dankenov (Duncan-test),
Njutan-Kelsov (Newman-Keuls) i Seferov (Scheffe test). Svi navedeni testovi su
parametrijski, i u ve¢em stepenu od F-testa su osetljivi na ispunjenje predpostavki da je
raspodela merenja normalna i da su varijanse osnovnih grupa homogene (Cobanovié, 2003).

Karakteristicno za ove testove je da se pri utvrdivanju kriticne vrednosti Kkoristi
ocenjena standardna greska razlike dve aritmeticke sredine i ocenjena standardna greska
aritmeticke sredine, koje su zasnovane na ocenjenoj varijansi pogreske (Sg%). U slu¢aju LSD
testa koristi se standardna greska razlike dve aritmeticke sredine data slede¢im izrazom:

1

S(g—x) = <[ Sp? (i + —) 9.17

Il]' n;

Ukoliko se radi o nejednakom broju ponovljenih analiza.
i,

2S
S(5-5) = 918
Ukoliko se radi o jednakom broju ponavljanja analize, tj. ako jen; =n;=- - - =n.
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U slucaju ostalih testova koristi se standardna greska aritmeticke sredine data
izrazom:

O 9.19

Ukoliko se radi o jednakom broju ponavljanja analize.
Ukoliko je broj ponavljanja analize nejednak, tada se n u izrazu (9.19) zamenjuje
vredno$¢u 1, Koji je dat izrazom:

9.20

"

j
(1/n1)+(1/n2)+"'+(1/n]-)]
gde je j broj uzoraka (grupa) (Kirk, 1968).

- Test najmanje znacajne razlike (LSD test) zasnovan je na utvrdivanju sledece
kriticne vrednosti:

LSDOC = tOC(N—j) S()T]—)Tl) 9.21

U izrazu (76) ton-j) je kriti¢na vrednost z tablice Studentove distribucije. Ovaj test se
koristi kada je F-test znacajan i kada se Zele saciniti uporedenja srednjih vrednosti uzoraka.

- Takijev test je slican LSD testu. Ovaj test ima i naziv HSD (honesty significant
defference) test. U primeni ovog testa utvrduje se sledeca kriti¢na vrednost:

HSDy = qu(jin-j) Sz 9.22

Vrednost g, U izrazu (9.22) utvrduje se iz posebnih tablica po Takiju, u zavisnosti
od broja grupa (uzoraka) i stepena slobode pogreske.

- Dankenov test (vesestruki intervalni test) ima Cestu primenu u prakticnom radu.
Kriti¢na vrednost ovog testa utvrduje se primenom sledeéeg izraza (Montgomery,
1997):

Rp = Tupin-j Sz (2ap=23,...,)) 9.23

Kriti¢na vrednost, 7, iz izraza (9.23) koristi se iz posebnih tablica po
Dankenu, u zavisnosti od stepena slobode pogreske i broja intervala sredina p =
2,3,...J. U primeni ovog testa proseci uroraka se rangiraju prema veli¢ini. Tada se
razlika najveéeg 1 nejmanjeg proseka uporeduje sa najmanje znacajnim intervalom
Rp, itd. Ukoliko je razlika > Rp, ona je statisticki znacajna. Ovaj test je vrlo
efikasan i zbog toga se Cesto koristi.
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5. Milan N. Miti¢, Mirjana V. Obradovi¢, Danijela A. Kosti¢, RuZica J. Mici¢, Dusan
b. Paunovi¢, Phenolic profil and antioxidant capacities of dried red currant from
Serbia, extracted with different solvent, Food Science and Biotechnology, 20(6),
1625-1631, 2011. (IF=0,505).

Radovi saopsteni na skupovima medunarodnim znacaja Stampani u celini M33 (1 bod)

1. Mirjana V. Obradovi¢, Milan N. Mitié¢, Aleksandra A. Pavlovi¢, Snezana B. ToSi¢,
Determination of Heavly Metals in Sour Cherry Using by ICP-OES. 10th
International Multidisciplinary Scientific Geoconferences:SGEM, 2010, Vol I, 467-
470.

2. Milan N. Mitié, Snezana S. Miti¢, Blaga C. Radovanovi¢, Hydroxicinnamic acids in
red Serbian wines from different varieties, XXV™ International Conference on
Polyphenols-Polyphenols Communications 2010, Vol. 2 T5.54.574-575.

Radovi saopSteni na skupovima medunarodnim znacaja Stampani u izvodu M34 (0,5
bodova)

3. Milan N. Miti¢, Mirjana V. Obradovi¢, Catechin in Serbian red wines, 2
Symposium of Chemistry and Environment, Bar, Montenegro, Book of Abstracts, 81,
20009.
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wines from different varieties, 2™ Symposium of Chemistry and Environment, Bar,
Montenegro, Book of Abstracts, 82, 2009.

5. Milan N. Miti¢, Mirjana V. Obradovi¢, Marija Radosavljevi¢, Determination of
antioxidant activity in Serbian white wines, 1% International Congres: Engineering,
materials and management in the processing industry, Jahorina, Republic of Srpska,
Book of Abstracts, 166, 2009.

6. Mirjana V. Obradovi¢, Milan N. Miti¢, Zora B. Grahovac, Determination of total
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8. M. Miti¢, M. Obradovi¢, S. Miti¢, Z. Grahovac, Determination of anthocyanins in
sour cherry of different ripening stages, 8" Symposium «Novel technologies and
economic development», Leskovac, Book of Abstracts, 78, 2009.

Radovi saopsteni na skupovima nacionalnog znacaja Stampani u izvodu M64 (0,2 boda)

9. Milan N. Miti¢, Gordana Z. Mileti¢, HPLC odredivanje anthocijana u crvenom vinu,
XLVII Savetovanje Srpskog hemijskog drustva, Beograd, AH0S, 18, 2009.

10. Milan N. Miti¢, Odredivanje polifenola u belom vinu, XLVII Savetovanje Srpskog
hemijskog drustva, Beograd, AHO09, 19, 2009.
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Radosavljevi¢, Odredivanje antioksidativne aktivnosti viSnje u razliitim fazama
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Objavljeni i saopsteni radovi kandidata koji nisu deo doktorske disertacije:

Rad u medunarodnom ¢asopisu M23 (3 boda)

1.

Kosti¢ Danijela A, Miti¢ Snezana S, Miti¢ Milan N, Zarubica Aleksandra R,
Velickovi¢ Jasmina M, Djordjevi¢ Aleksandra S, Randjelovi¢ Sasa S , Phenolic
contents, antioxidant and antimicrobial activity of Papaver rhoeas L. extracts from
Southeast Serbia, J. Med. Plant. Res., 4(17), 1727-1732, 2010 (M23, IF=0,879)

Ruzica Mici¢, Snezana Miti¢, Aleksandra Pavlovi¢, Snezana Tosi¢, Milan Miti¢,
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environmental water samples, J. Radioanal. Nucl. Chem., 288, 845-850, 2011 (M23,
IF=0,777)

Mitic Snezana S., Kosti¢ Danijela A., Naskovi¢-Doki¢ Danijela C., Miti¢ Milan N.,
Rapid and Reliable HPLC Method for the Determination of Vitamin C in
Pharmaceutical Samples,, Tropical Journal of Pharmaceutical Research, 10, 105-111,
2011 (M23, IF=0,528)

Danijela Kosti¢, Snezana Miti¢, Aleksandra Zarubica, Milan Miti¢, Jasmina
Velickovi¢, Sasa Randelovi¢, Content of trace metals in medicinal plants and water
extracts. Hemijska Industrija, 65(2), 165-170, 2011 (M23, 1F=0,137)

Danijela A. Kosti¢, SneZana S. Miti¢, Gordana Z. Mileti¢, Milan N. Miti¢, Slavica M.
Sunari¢, A Kinetic-Spectrophotometric Method for Determination of Gallic Acid in
Wines, Oxidation Communication, 2011, prihvac¢en za objavljivanje (M23, IF=0,250).

Danijela A. Kosti¢, Snezana S. Miti¢, Danijela C. Naskovi¢-Doki¢, Aleksandra R.
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Danijela A. Kosti¢, Snezana S. Miti¢, Jasmina B. Velickovi¢, Milan N. Miti¢, Sasa S.
Randelovi¢, Content of phenolic compounds, antioxidant and antimicrobial activity of
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(M23, IF=0,528).

Snezana S. Miti¢, Aleksandra A. Pavlovi¢, Snezana B. Tosi¢, Emilija T. Pecev, Milan
N. Miti¢, Milan B. Stojkovi¢, Development and application of method for
clonazepam determination based on ligand-exchange reaction, Tropical Journal of
Pharmaceutical Research, 2011, prihvacen za objavljivanje (M23, IF=0,528).
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Rad u vodeéem casopisu nacionalnog zna¢aja M51 (2 boda)
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Radovi saopSteni na skupovima medunarodnog znacaja Stampani u celini M33 (1 bod)
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Season Vegetables of Souther Serbian Regions, 10th International Multidisciplinary
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Radovi saopSteni na skupovima medunarodnog znacaja Stampani u izvodu M34 (0,5
bodova)
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(M34)
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8. 1. Rasi¢-Misi¢, G. Mileti¢, S. Miti¢, M. Mitié, E. Pecev-Marinkovi¢, A simple method
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