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ABSTRACT

Polyphenols are secondary plant metabolites and important organic compounds present in grapes, must and wine.
The importance of polyphenolic compounds present in grapes is mainly related to the quality of the wine. Those
compounds affect the colour, taste, astringency, bitterness, and potential of wine aging. Therefore, the aim of this
research was to determine and compare quantitative and qualitative changes in low molecular weight polyphenol content
of 11 red grapevine varieties during ripening. Samples were collected periodically from the beginning of vérasion to
the technological maturity. The polyphenolic compounds were analysed with high performance liquid chromatography
(HPLC) with prior lyophilization and extraction. Based on the obtained results, changes in the composition and content
of researched groups of polyphenolic compounds during maturation were determined.
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SAZETAK

Polifenoli su sekundarni biljni metaboliti te vaZni organski spojevi prisutni u grozdu, mostu i vinu. Vaznost polifenolnih
spojeva prisutnih u groZzdu uglavnom je vezana uz kakvocu vina obzirom da utjec¢u na boju, okus, astringenciju, gorcinu te
potencijal starenja vina. Cilj ovog rada je utvrditi i usporediti kvantitativne i kvalitativne promjene sadrzaja polifenola male
molekulske mase u koZzici grozda 11 crnih sorata vinove loze tijekom dozrijevanja grozda. Uzorci su prikupljani periodi¢no
od pocetka Sare do tehnoloske zrelosti. SadrzZaj polifenola u koZici boba utvrden je tekuéinskom kromatografijom visoke
djelotvornosti (HPLC) uz prethodnu liofilizaciju i ekstrakciju. Temeljem dobivenih rezultata utvrdene su promjene sastava
i sadrzaja pojedinih grupa polifenolnih spojeva tijekom dozrijevanja.

Kljucne rijeci: boba grozda, crne sorte, polifenolni spojevi, tekucinska kromatografija
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DETAILED ABSTRACT

Polyphenols are secondary plant metabolites and important organic compounds present in grapes, must and wine.
The importance of polyphenolic compounds in grapes is mainly related to the quality of the wine. Those compounds
affect the colour, taste, astringency, bitterness, and potential of wine aging. Recently, due to numerous research of the
polyphenolic composition of grapes, their nutritional value as well as many positive effects on human health have been
recognized. Their beneficial effect on the organism derives from antioxidant capabilities, chelating activity, and inactivation
of certain enzymes that are attributed to antitumor, antimicrobial, antiallergic, neuroprotective, anti-inflammatory
and many other properties. A large group of polyphenolic compounds such as phenolic acids (hydroxycinnamic and
hydroxybenzoic acid), flavonoid stilbenes (anthocyanins, flavonols and flavan-3-ols) have been found in grape berry.
The largest proportion of polyphenolic compounds in grape berries is contained in the seeds, then skin and pulp.
Phenolic compounds are particularly important in red grape wine production technology, because they greatly affect
the colour and the characteristic taste of wine. Therefore, the aim of this study is to determine the changes that occur
in the polyphenol profile (hydroxycinnamic acids, anthocyanins, flavonols, flavan-3-ols) of 11 red grape varieties during
ripening. The research was set up in a vineyard at the location of experimental station Jazbina, viticultural region Sredisnja
bregovita Hrvatska, subregion Prigorje - Bilogora and vineyard area Zagreb. Samples were collected periodically, from
the beginning of the vérasion to technological maturity. They were adequately stored, lyophilized, and subjected to
extraction. The obtained extracts were analysed with high performance liquid chromatography. Based on the obtained
results, anthocyanins are the most common polyphenol compounds in the skin of the investigated varieties, followed by
flavanol glycosides, flavanol-3-ols and hydroxymethyl acids. The mass fraction of anthocyanin and flavonol glycosides in
berry skin increases from the beginning of the vérasion to the technological maturity, while the mass fraction of flavan-

3-ols, hydroxycinnamic acids and flavonol glycosides decreases by technological maturity.

uvoD

Grozde predstavlja bogat izvor primarnih i sekundarnih
metabolita, a koji utjeCu na njegovu kvalitetu. Jedan
od vaznih sekundarnih metabolita u crnom grozdu
su polifenolni spojevi. Polifenolni spojevi zajedno s
fenolnim kiselinama ¢ine veliku i raznovrsnu grupu biljnih
sekundarnih metabolita, a u grozdu se nalaze u kozici,
mesu i sjemenkama. Glavni predstavnici polifenolnih
spojeva su flavanoidi i stilbeni. Flavanoidi ukljucuju
antocijane, flavonole i flavan-3-ole, te predstavljaju
najznacajniju grupu polifenolnih spojeva u grozdu (Lorrain
i sur., 2013). Fenolne kiseline se dijele prema strukturi
na hidroksibenzojeve i hidroksicimetne kiseline (Garrido
i Borges, 2013), dok stilbeni, fitoaleksini u vinovoj lozi,

ljudsko zdravlje (Flamini i sur., 2013).

Na sastav i sadrZaj polifenola u grozdu utje¢u mnogi
faktori, medu kojima se genotip, odnosno sorta, istice
kao jedan od vaznijih faktora. Drugi faktori su povezani s
okolisnim uvjetima u kojima se vinova loza uzgaja, narocito
svjetlost, temperatura i dostupnost vode. Nadalje, razliciti

agrotehnicki i ampelotehnicki zahvati, kao navodnjavanje,

gnojidba, kontrola prinosa, defolijacija, mogu znacajno
utjecati na sadrzaj polifenola u grozdu (Downey i sur.,
2006).

Polifenolni spojevi imaju vaznu ulogu u kvaliteti crnog
vina te su odgovorni za senzorna svojstva vina (Xia i sur.,
2010). Primjerice, hidroksicimetne kiseline, iako mogu
uzrokovati posmedenje boje u bijelim vinima (Conde i
sur., 2007), u crnim vinima mogu imati pozitivan utjecaj.
Naime, mogu djelovati kao kopigmenti s antocijanima
time utjecudi na stabilnost boje (Zhang i sur., 2015; Zhang
isur.,2017). Nadalje, zahvaljujuci svom antioksidativnom i
antimikrobnom djelovanju, hidroksicimetne kiseline mogu
doprinijeti oCuvanju vina od mikrobioloskog kvarenja
(Pastorkova i sur., 2013; Sabel i sur., 2017). Flavan-3-
oli katehin i epikatehin su glavne strukturne jedinice
tanina i proantocijanidina. Tanini utjeCu na senzorna
svojstva vina, doprinosedi astringenciji, gorcini i osjecaju
suhocée vina (Watrelot i sur., 2020). Medutim, zbog
svojih antioksidativnih, protuupalnih i drugih pozitivnih
svojstava, tanini postaju predmet brojnih istrazZivanja
(Unusan, 2020).
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Stoga je cilj ovoga rada ustanoviti promjene u sadrzaju
pojedinih grupa polifenolnih spojeva kod 11 autohtonih
crnih sorata tijekom dozrijevanja. Uzorci grozda su
prikupljeni na vinogradarsko-vinarskom pokusalistu

'Jazbina', u periodu od pocetka Sare do tehnoloske zrelosti.

MATERIJALI | METODE

Pokusni nasad

IstraZivanje je provedeno 2017. godine na sortama
Babi¢, Dobrici¢, Lasina, Ljutun, Ninc¢usa, Plavac mali crni,
Plavini, RudeZusa, Teran, Tribidrag, Vranac te Merlot
kao standardna sorta. Sorte su posadene u kolekcijskim
nasadima naVinogradarsko vinarskom pokusalistu Jazbina
u Zagrebu. Vinogradarsko vinarsko pokusaliSte Jazbina
je znanstveno-nastavni poligon Agronomskog fakulteta,
a nalazi se na blagim padinama planine Medvednice s
juznom i jugozapadnom ekspozicijom. Najvisa tocka nalazi
se na 302 m nadmorske visine. Pokusni nasad podizan je
od 2001. do 2005. godine na podlozi Vitis berlandieri x
Vitis riparia SO, s razmakom sadnje izmedu redova od
2,1 m, a unutar reda 1,1 m. Uzgojni oblik je jednostrani
kordonac. Sorta Merlot nalazi se nasadu podignutom
2005. godine (sklop 2,1 x 1,2 m) u kojem je uzgojni oblik
dvostrani Guyot. Bobe 11 crnih sorta prikupljene su s
trsova na nacin da su uzete s razli¢itih polozaja na grozdu
kako bi rezultati bili reprezentativni. Za svaku sortu u
pokus je uzeto tri trsa te je sa svakoga trsa uzeto 10 boba
sa tri grozda na trsu, sto ukupno cini 90 boba za svaku
sortu. Prikupljene bobe cCinile su jedan reprezentativan
uzorak koji je podijeljen u tri poduzroka od 30 boba, koja
su ¢inila ponavljanja. Poduzorci su koristeni za odredivanje
mase boba i analize polifenolnih spojeva. Uzorkovanje se
provodilo u razdoblju od pocetka Sare (8. kolovoza 2017.)

pa sve do tehnoloske zrelosti (24. rujna 2017.).

Podaci o dnevnoj temperaturi dobiveni su s
meteoroloske stanice (Pinova Meteo, Pinova d.o.o,
Cakovec, Hrvatska) smjestene u vinogradu, dok su podaci
o UV zracenju dobiveni pomoc¢u Kipp & Zonene UV

radiometra.

Metode analiza

Nakon uzorkovanja bobice su vagane da bi se
utvrdila masa pojedine bobice. KoZice boba (egzokarp)
nakon prikupljanja odvojene od mesnatog dijela bobice
(mezokarp i endokarp) i spremljene u PVC vredicu te
zamrznute u zamrzivacu na -20 °C do trenutka ekstrakcije
i same analize polifenolnih spojeva. Prije analize
polifenolnih spojeva, kozZice boba su liofilizirane. Trajanje
postupaka susenja liofilizacijom ovisi o udjelu vode u
uzorku, a u nasem slucaju kod koZica grozda trajao je 2
do 3 dana. Liofilizator koji je koristen tijekom istraZivanje
je Alpha 1-2 LDPlus (Martin Christ, Njemacka). Nakon
liofilizacije i usitnjavanja uzoraka, postupak ekstrakcije
provodio se prema metodi Tomaz i sur. (2016). U
posudice za ekstrakciju volumena 15 mL izvagano je 160
+ 1 mg usitnjenih koZica, stavljeno je 10 mL ekstrakcijskog
otapala (20% acetonitril, 1% mravlja kiselina, 79% voda,
v/v/v) te mali magneti¢ za mijesanje. Ekstrakcijska smjesa
ostavljena je na magnetskoj mijesalici pri temperaturi
od 50 °C u trajanju od jednog sata. Nakon zavrsetka
ekstrakcije, dobiveni ekstrakt je filtriran primjenom
membranskog filtra (PTFE, 0,45 um). Za svrhu ovoga
istraZivanja dobiveni profiltrirani ekstrakt analiziran je na
tekucinskom kromatografu visoke djelotvornosti - Agilent
1100 series. Kromatograf se sastoji od automatskog
uzorkivaca 1100, detektora s nizom dioda 1100, binarne
pumpe 1100, Agilent 1200 fluorescentnog detektora,
boce za pokretnu fazu i racunala preko kojeg se upravlja
programom za HPLC. U istom programu se nakon analize
obraduju dobiveni podaci. Za razdvajanje pojedinih
polifenola koristila se kolona Luna Phenyl-Hexyl (4,6 x
250 mm; 5 um veli¢ina Cestica (Phenomenex, Torrance,
SAD) uz gradijentno eluiranje koristenjem 0,5% (v/v)
vodene otopine fosforne kiseline kao otapalo A, dok se
kao otapalo B koristila otopina koja sadrzava acetonitril:
vodu: fosfornu kiselinu (50:49,5:0,5; v/v/v) s brzinom
protoka od 0,9 mL/min. Tijekom analize koristio se
volumen ubrizganog uzorka od 20 pL te temperatura
kolone 50 °C. Flavonoli su odredeni pri valnoj duljini od
360 nm te antocijani pri valnoj duljini od 518 nm, a flavan-
3-oli odredeni su primjenom fluorescencijskog detektora
priAex = 225 nmiAem = 320 nm.
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Figure 1. Daily air temperature (°C)

Slika 1. Dnevna temperatura zraka (°C)
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Figure 2. Intensity of UV radiation (W/m?2s)
Slika 2. Intenzitet UV zracenja (W/m2s)
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Za prikaz rezultata koristeni sumaseni udjeli: delfinidin-
3-0-glukozida,
glukozida te malvidin-3-0-glukozida izrazeni kao njihov

cijanidin-3-0O-glukozida, peonidin-3-O-

ukupan zbroj (ukupan maseni udio antocijana); miricetin-
3-0-glukozida,
kvercetin-3-O-glukozida te kemferol-3-O-glukunorida

rutina, kvercetin-3-0O-glukunorida,
izraZzeni kao njihov ukupan zbroj (ukupan maseni udio

flavonol-glikozida) te galokatehina, epigalokatehina,
katehina, epikatehina, procijanidina B1 i B2 izrazeni kao
njihov ukupan zbroj (ukupan maseni udio flavan-3-ola).
Maseni udio kaftarinske, kafeinske, ferulinske, kutarinske,
kumarinske i sinapinske kiseline kao njihov ukupan zbroj

(ukupne hidroksicimetne kiseline).

REZULTATI | RASPRAVA

Kako je ve¢ prethodno navedeno, cilj ovoga rada bio
je prikazati promjenu sadrzaja pojedinih polifenolnih
spojeva u kozicama bobica crnih sorata tijekom razdoblja
od pocetka Sare pa do tehnoloSke zrelosti. Rezultati
su prikazani u mjernoj jedinici mg/kg suhe koZice te u
vremenskom periodu od 8. kolovoza 2017. godine, kada
zapocinje Sara kod pojedinih sorata do 24. rujna 2017.
godine. Iz prikazanih tablica je vidljivo da su 8. kolovoza
prikupljeni uzorci za samo nekoliko sorata poput Merlot-a,
Tribidraga, Lasine, Plavine, Ninc¢use, te Rudezuse, dok kod
sorata kasnijeg razdoblja dozrijevanja, kao Sto su Teran,
Plavac mali, Dobrici¢, Babi¢, Vranac i Ljutun uzorci nisu
bili prikupljeni iz razloga sto period Sare joS nije zapoceo.

Ukupan sadrZaj flavonol-glikozida u koZici boba

Prema rezultatima dobivenim u ovom istraZivanju
vidljivo je da maseni udio flavonol-glikozida blago raste
kod vedine sorata do 23. kolovoza, a zatim se njihov
udio u kozicama bobica grozda kod nekih sorata pocinje
smanjivati, a kod nekih nastavlja rasti prema tehnoloskoj
zrelosti. Stoga, mozemo rec¢i da se rezultati ovoga
istrazivanja djelomi¢no poklapaju s navodima Flamini-a
i sur. (2013) te Downey-a i sur. (2003; 2004). Naime,
Downey i sur. (2003), isto tako, navode da se flavonoli
sintetiziraju u bobici u vrijeme cvatnje, a njihov sadrzaj
raste tijekom dozrijevanja groZzda. Nadalje, Flamini i sur.
(2013) isticu da visoke dnevne temperature (30 do 35

°C) tijekom dozrijevanja bobice grozda mogu negativno
utjecati na ekspresiju gena koji su odgovorni za sintezu
Takoder,
optimalne dnevne temperature za sintezu vecih kolic¢ina

flavonola. prema njihovom istrazivanju,
flavonola u bobicama krec¢u se od 15 do 20 °C, a no¢ne 10
do 20 °C. Isto tako, iako je poznato da je polifenolni sastav
sorata u najvecoj mjeri odreden njihovim genotipom
(Mattivi i sur., 2006), ipak mozemo pretpostaviti da je na
smanjenje masenog udjela flavonolnih spojeva utjecala i
povisena dnevna temperatura, koja je 14. kolovoza 2017.
godine iznosila 28 °C, dok je no¢na iznosila 18 °C, kao i
23. kolovoza 2017. godine kada je dnevna temperatura
iznosila 26 °C, dok je no¢na bila 17 °C. Takoder, iz tablice
1 vidljivo je da sorte Trnjak, Lasina, Dobrici¢, Teran, Plavac
mali crni, Babi¢ te Tribidrag imaju manje masene udjele
ukupnih flavonol-glikozida u odnosu na sortu Merlot.
Stoga se moZe pretpostaviti da grozdovi tih sorta tijekom
dozrijevanja nisu bili izlozeni dovoljnoj koli¢ini sunceve
svijetlosti. Ovakvo opazanje je mozebitna je posljedica
razlic¢itih genotipova, kao i razlicite ekspresije gena za
sintezu navedenih spojeva. No, za razliku od navedenih
sorata maseni udio ukupnih flavonol-glikozida kod sorata
Ljutun i Vranac vedi je nego kod referentne sorte Merlot,
sto je i vidljivo u tablici 1. Nadalje, valja istaknuti da je
najveci maseni udio flavonol-glikozida pronaden 8. rujna
kod sorte Ljutuniiznosi 4683,74 mg/kg suhe mase koZice,
Sto je daleko veci maseni udio u odnosu na prethodno

navedena istrazivanja.

Ukupan sadrZaj flavan-3-ola u koZici boba

U tablici 2 prikazani su rezultati ukupnog masenog
udjela flavan-3-ola u kozicama bobica navedenih sorata.
Maseni udjeli flavan-3-ola kod prvog uzorkovanja (8.
kolovoz 2017.) sorata Merlot, Tribidrag, Lasina, Plavina,
Nincusa i Trnjak daleko su nizi u odnosu na maseni udio
flavonol-glikozida istih sorata u istom periodu. Isto tako, iz
tablice 2 je vidljivo da sorta Babic ima najveci maseni udio
ukupnih flavan-3-ola (971,16 mg/kg suhe mase kozZice) u
pocetku Sare (14. kolovoza), zatim ju slijede sorta Dobrici¢
(813,13 mg/kg suhe mase kozice) te Teran (633,33 mg/
kg suhe mase kozice), dok su sorte Lasina (187,31 mg/

kg suhe kozice), Plavina (243,75 mg/kg suhe mase
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kozice) i Trnjak (254,66 mg/kg suhe mase koZice) imale
najmanje udjele istih spojeva. Tijekom tehnoloske zrelosti
(24. rujan) sorte koje su imale najmanje udjele flavan-3-
ola su Vranac (132,17 mg/kg suhe mase kozice), Lasina
(139,03 mg/kg suhe mase kozice) te Nincusa (139,20
mg/kg suhe mase kozice), dok su sorte Teran (403,77 mg/
kg suhe mase koZice), Ljutun (371,26 mg/kg suhe mase
koZice) te Plavac mali (295,59 mg/kg suhe mase koZice)
imale najvedi udio. Prema Kennedy-u (2006) nakupljanje
flavan-3-ola u kozici bobice zapocinje prije pocetka Sare,
odnosno vec tijekom cvatnje, zatim traje tijekom rane
faze rasta i razvoja bobica te se pocinje smanjivati tijekom

Sare.

Iz rezultata je vidljivo da je najveci sadrzaj flavan-3-ola
kod sorata u prvim tjednima Sare, odnosno u periodu od
8. do 14. kolovoza 2017., a nakon toga navedeni spojevi
pocinju se smanjivati. Stoga, dobiveni rezultati mogu se
poistovjetiti sa rezultatima prethodno navedenog autora.

U odnosu na referentnu sortu Merlot vece udjele flavan-
3-ola imaju sorte Plavac mali crni, Teran, Dobrici¢, Plavina,
Ljutun i Babi¢, dok manje udjele imaju sorte Trnjak,
Vranac, Tribidrag, Nincusa te Lasina.

Nadalje, sorta Babi¢ sadrzi 996,06 mg/kg suhe kozice
flavan-3-ola u pocetku sare, Sto predstavlja ujedno i
najve¢i maseni udio ovih spojeva, dok sorta Nincusa
sadrZi najmanji maseni udio tih spojeva (87,05 mg/
kg suhe mase koZice) nekoliko tjedana prije tehnoloske
zrelosti. Valja istaknuti sortu Tribidrag kod koje se moze
primijetiti nestabilno kretanje sadrzaja flavan-3-ola kroz
period dozrijevanja bobice. Iz navedenih rezultata vidljivo
je da je maseni udio flavan-3-ola kod sorte Tribidrag u
pocetku Sare (8. kolovoz) povisen, zatim se smanjuje do
14. kolovoza, potom se opet poveca, da bi se naposljetku
u periodu tehnoloske zrelosti (24. rujan) opet poceo

smanjivati.

Table 1. Mean values of total flavonol-glycosides (mg/kg dry weight) in analysed grape varieties

Tablica 1. Prosjecne vrijednosti ukupnih flavonol-glikozida (mg/kg suhe mase koZice) u analiziranim sortama

Variety/ Sorta August 8t August 14t August 23t September 8t September 24t
Date/ Datum 8. kolovoza 14. kolovoza 23. kolovoza 8. rujna 24. rujna
Polyphenolic compounds Total flavonol glycosides

Polifenolni spojev Ukupni flavonol glikozidi

Merlot 1581,050* 1324,440¢ 2232,126¢° 3096,054¢ 2569,554¢
Teran 0,000¢ 1025,388¢f n.a. 1622,381¢f 1880,151f
Tribidrag 880,201¢ 946,832f 1471,928¢ 1005,781" 712,218
Plavac mali n.a.** 1259,252¢ n.a. 1588,431f 1664,725¢
Dobrici¢ n.a. 1095,520¢% n.a. 1786,951¢ 851,048
Lasina 2204,397? 2254,6107 2174,708¢ 1731,668¢ 2140,164¢
Plavina 538,483¢ 1131,917¢ 1187,550f n.a. 1006,259"
Babi¢ n.a. 1012,031¢f n.a. 1393,850¢ 957,255k
Nincusa 2184,1852 n.a. 1665,544¢ 2508,539¢ 4413,942°
Vranac n.a. n.a. 1464,509¢ 3550,599° 3024,245°
Trnjak 2141,812? 2030,496° 3009,016° n.a. 2360,153¢
Ljutun n.a. n.a. 4111,6142 4683,7442 2362,133¢
Pr>F <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

*Means with different letters in the same column are significantly different (P<0.05); **n.a. respresents samples that were not yet in vérasion or were

unaivalable

*Prosjecne vrijednosti s razlicitim slovima u istom stupcu se znacajno razlikuju (P<0,05); **n.a. predstavlja uzorke cija Sara nije jos pocela ili uzorci
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Table 2. Mean values of total flavan-3-ols (mg/kg dry weight) in analysed grape varieties

Tablica 2. Prosjecne vrijednosti ukupnih flavan-3-ola (mg/kg suhe mase koZice) u analiziranim sortama

Variety/ Sorta August 8t August 14t August 23t September 8t September 24"
Date/ Datum 8. kolovoza 14. kolovoza 23. kolovoza 8. rujna 24. rujna
Polyphenolic compounds Total flavan-3-ols

Polifenolni spojevi Ukupni flavan-3-oli

Merlot 382,132% 351,878¢ 282,623 260,696¢ 239,265¢
Teran n.a.** 633,331¢ n.a. 344,282¢ 403,7672
Tribidrag 275,330° 169,991¢ 305,994° 158,243¢ 208,260f
Plavac mali n.a. 443,108¢ n.a. 320,268¢ 295,591¢
Dobrici¢ n.a. 813,131° n.a. 371,972° 269,051¢
Lasina 228,472¢ 187,307% 124,313¢ 114,875" 139,035"
Plavina 243,750¢ 366,425¢ 269,705¢ n.a. 191,636f
Babic n.a. 971,159 n.a. 269,705¢ 165,945¢
Nincusa 257,030¢ n.a. 140,303¢ 84,884 139,201"
Vranac n.a. n.a. 146,796¢ 195,117¢ 132,171"
Trnjak 254,660¢ 217,718f 261,856 n.a. 168,412¢
Ljutun n.a. n.a. 894,3192 681,613 371,261°
Pr>F <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

*Means with different letters in the same column are significantly different (P<0.05); **n.a. respresents samples that were not yet in vérasion or were

unaivalable

*Prosjecne vrijednosti s razli¢itim slovima u istom stupcu se znacajno razlikuju (P<0,05); **n.a. predstavlja uzorke cija sara nije jos pocela ili uzorci

nisu bili dostupni

Ukupan sadrZaj antocijana u koZici boba

U tablici 3 prikazani su rezultati ukupnog masenog
udjela antocijana u kozZicama bobica navedenih sorata.
Pokazalo se kako su antocijani najzastupljeniji polifenolni

spojevi u odnosu na druge analizirane spojeve.

Iz tablice 3 vidljivo je da sorta Nincusa sadrzava 61
881,79 mg/kg suhe mase koZice antocijana u koZici
bobice u periodu tehnoloske zrelosti (24. rujan), $to
ujedno predstavlja najve¢i maseni udio tih spojeva. Zatim
ju slijedi sorta Vranac (48 5557,87 mg/kg suhe mase
kozice) i Trnjak (28 972,85 mg/kg suhe mase koZice),
dok sorte Lasina (10 076,95 mg/kg suhe mase koZice),
Babic¢ (10 604,39 mg/kg suhe mase kozice) i Plavina (12
561,12 mg/kg suhe mase koZice) sadrze najmanji maseni
antocijana u istom periodu. Isto tako, u pocetku Ssare,
najmanji udio antocijana sadrZavaju sorte Lasina (113,28
mg/kg suhe mase koZice), Babi¢ (704,71 mg/kg suhe

mase kozice) te Plavac mali crni (2 255,95 mg/kg suhe
mase koZice), a za razliku od njih sorte Trnjak (9 315,61
mg/kg suhe mase kozice), Nincusa (9 104,85 mg/kg
suhe mase kozice) i Merlot (8 594,51 mg/kg suhe mase
kozice) sadrze najvisi udio istih spojeva u istom periodu.
Kako navode Castellarin i sur. (2012.) te Flamini i sur.
(2013.) sinteza antocijana u mesu bobica (kod odredenih
sorata) i koZici bobica crnih sorata zapocinje u periodu
Sare, a nakupljanje se nastavlja do pune zrelosti, te nakon
toga sadrzaj antocijana pocinje opadati. Kennedy i sur.
(2002.) isto tako navode da nakon $to antocijani dostignu
maksimalne koncentracije, njihova koncentracija moze i
lagano opadati u kasnijim stadijima razvoja bobice.

Castellarin i sur. (2012.) isticu da ekoloski uvjeti, prije
svega svjetlost i temperatura, a i vlaznost, uvelike utjecu
na akumulaciju antocijana u bobici. Boss i Davies (2009.)
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navode da povisene temperature (iznad 30 °C) ne utjecu
znacajno na biosintezu antocijana, ali uzrokuju redukciju
nakupljanja antocijana u kozici bobice, najvjerojatnije
kroz povecanje kemijske degradacije antocijana. Tarara i
sur. (2008.) iznose da slaba izloZzenost suncevoj svjetlosti
ne smanjuje akumulaciju antocijana, ali kombinacija slabe
osvijetljenosti i izrazito visokih temperatura vodi do
smanjivanja koncentracije ukupnih antocijana u bobici.
Nadalje, navode da umjerene temperature bobice, bez
obzira na osvjetljenje, uzrokuju porast koncentracije

antocijana u bobici.

Obzirom na provedeno istrazivanje prema dobivenim
rezultatima moZe se uociti da maseni udio antocijana
opcenito raste kod svih sorata kako se priblizava

tehnoloska zrelost, Sto se poklapa sa rezultatima
prethodno navedenih autora (Flamini i sur., 2013,

Castellarini sur., 2012.; Kennedy i sur., 2002.). |z rezultata

je takoder vidljiv kontinuirani rast sadrzaja antocijana od
Sare do tehnoloske zrelosti kod sorte Nincuse, koja ujedno
sadrZava i najveéi maseni udio tih spojeva (61 881,79 mg/
kg suhe koZzice) u periodu tehnoloske zrelosti. lako je kod
sorte Lasine vidljiv kontinuirani porast antocijana, ta sorta
u pocetku Sare sadrzava ukupno najmanji maseni udio
antocijana (113,38 mg/kg suhe mase kozice). Zanimljivo je
istaknuti i sortu Vranac kod koje je zabiljeZen kontinuirani
rast sadrZaja antocijana do 8. rujna, a nakon toga je uocen
nagli pad.

Ukupan sadrZaj hidroksicimentih kiselina u koZici boba

U tablici 4 prikazani su rezultati ukupnog masenog
udjela hidroksicimetnih kiselina u koZicama bobica
navedenih sorata. Tijekom prvog uzorkovanja, odnosno
u pocetku Sare sorte koje su imale najmanji udio
hidroksicimetnih kiselina u koZicama su Tribidrag (118,44

Table 3. Mean values of total anthocyanins (mg/kg dry weight) in analysed grape varieties

Tablica 3. Prosjecne vrijednosti ukupnih antocijana (mg/kg suhe mase koZice) u analiziranim sortama

Variety/ Sorta August 8t August 14t August 23t September 8t September 24t
Date/ Datum 8. kolovoza 14. kolovoza 23. kolovoza 8. rujna 24. rujna
Polyphenolic compounds Total anthocyanins

Polifenolni spojevi Ukupni antocijani

Merlot 8594,508" 11934,068° 16972,069¢ 21506,784¢ 20438,594¢
Teran n.a.** 5450,162¢ n.a. 25311,244¢ 28057,322¢
Tribidrag 3420,700¢ 6237,017¢ 12496,712¢ 15358,590f 13724,168f
Plavac mali n.a. 2255,945f n.a. 13355,657¢ 18271,364¢
Dobrici¢ n.a. 5140,220¢% n.a. 29224,991¢ 23852,303¢
Lasina 113,383¢ 2219,714f 2497,541¢ 5818,732" 10076,947"
Plavina 1463,027¢ 4594,142¢ 10654,829f n.a. 12561,120%
Babic n.a. 704,711¢ n.a. 12630,891¢ 10604,393¢
Ninc¢usa 9104,852° n.a. 26841,779° 35302,976° 61881,7972
Vranac n.a. n.a. 23950,280¢ 55956,839 48557,876°
Trnjak 9315,6082 23379,077° 31855,6782 n.a. 28972,847¢
Ljutun n.a. n.a. 9930,317f 25012,319¢ 23102,937¢
Pr>F <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

*Means with different letters in the same column are significantly different (P<0.05); **n.a. respresents samples that were not yet in vérasion or were

unaivalable.

*Prosjecne vrijednosti s razlicitim slovima u istom stupcu se znacajno razlikuju (P<0,05); **n.a. predstavlja uzorke cija Sara nije jos pocela ili uzorci

nisu bili dostupni
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mg/kg suhe mase kozice), Merlot (120,43 mg/kg suhe
mase kozice) te Plavac mali crni (192,22 mg/kg suhe mase
kozice), dok su sorte Lasina (1135,18 mg/kg suhe mase
kozice), Teran (538,32 mg/kg suhe mase kozice) i Babic
(508,87 mg/kg suhe mase koZice) imale najveci maseni
udio istih spojeva u istom periodu. Isto tako, tijekom
posljednjeg uzorkovanja, odnosno u periodu tehnoloske
zrelosti, sorte Plavac mali crni (101,81 mg/kg suhe mase
kozice), Tribidrag (119,22 mg/kg suhe mase kozice) i
Merlot (123,97 mg/kg suhe mase koZice) sadrze najmaniji
maseni udio hidroksicimetnih kiselina, dok sorte Nincusa
(317,58 mg/kg suhe mase koZice), Ljutun (232,62 mg/kg
suhe mase koZice) te Vranac (233,73 mg/kg suhe mase
koZice) sadrze najvedi udio istih spojeva u istom periodu.
Takoder, u usporedbi s ostalim analiziranim polifenolnim
spojevima, ukupan maseni udio hidoksicimetnih kiselina

u koZicama bobica navedenih sorta vidljivo je najmaniji.

(2006)
hidroksicimetnih kiselina pocinje kod zametanja bobice i

Kennedy i sur. navode da nakupljanje
raste sve do pojave Sare. Romayer i sur. (1983) u svom
istrazivanju su istaknuli promjene tijekom razvoja i
dozrijevanja bobica koje se odnose na hidroksicimetne
kiseline. Esteri hidroksicimetnih kiselina i vinske kiseline
pocinju se nakupljati u bobici tijekom i nakon cvatnje, a
najvise koncentracije postiZzu netom prije Sare. Nakon toga,
njihova koncentracija opada i na toj se razini zadrzi tijekom
dozrijevanja bobice, sve do berbe. Smatra se da do pada
koncentracije hidroksicimata tijekom dozrijevanja dolazi
zbog njihovog katabolizma, te zbog njihovog koriStenja u
biosintezi drugih polifenolnih spojeva. Opcenito prikazani
rezultati pokazuju kako je u trenutku pocetka Sare povisen
maseni udio hidrokscicimetnih kiselina kod vedine
sorata te se potom smanjuje prema tehnoloskoj zrelosti

(26. rujan), sto se poklapa sa prethodno navedenim

Table 4. Mean values of total hydroxycinnamic acids in analysed (mg/kg dry weight) in analysed grape varieties

Tablica 4. Prosjecne vrijednosti ukupnih hidroksicimetnih kiselina (mg/kg suhe mase koZice) u analiziranim sortama

Variety/ Sorta August 8t August 14t August 23t September 8t September 24t
Date/ Datum 8. kolovoza 14. kolovoza 23. kolovoza 8. rujna 24. rujna
Polyphenolic compounds Total hydroxycinnamic acids

Polifenolni spojevi Ukupne hidroksicimetne kiseline

Merlot 120,432 102,385" 231,046¢° 159,042¢ 123,971¢
Teran n.a.** 538,3272 n.a. 293,680¢ 198,481¢
Tribidrag 118,443¢ 232,050¢ 191,861f 203,873¢ 119,223¢
Plavac mali n.a. 192,221f n.a. 116,318f 101,810f
Dobrici¢ n.a. 314,057¢ n.a. 212,706¢ 129,548¢
Lasina 1135,183° 265,951¢ 462,248° 292,968¢ 232,616°
Plavina 278,041¢ 543,670° 172,419f n.a. 168,295¢
Babic n.a. 508,872 n.a. 154,947¢ 164,707
Nincusa 489,382° n.a. 413,039¢ 346,193° 317,5772
Vranac n.a. n.a. 136,5498 458,377° 233,737°
Trnjak 207,012 154,713¢ 315,052 n.a. 158,106¢
Ljutun n.a. n.a. 539,1852 357,737° 248,440°
Pr>F <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

*Means with different letters in the same column are significantly different (P<0.05); **n.a. respresents samples that were not yet in vérasion or were

unaivalable

*Prosjecne vrijednosti s razlicitim slovima u istom stupcu se znacajno razlikuju (P<0,05); **n.a. predstavlja uzorke cija Sara nije jos pocela ili uzorci
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istrazivanjem Romayera i sur. (1983). Sorta Lasina se
upravo isti¢e u najve¢em pocetnom masenom udjelu ovih
kiselina sa 1164,29 mg/kg suhe mase kozice, dok su sorte
Teran, Tribidrag, Dobrici¢, Lasina, Plavina, Babi¢, Nincusa,
Vranac, Trnjak i Ljutun pokazale ve¢e masene udjele u
odnosu na sortu Merlot. Naime, jedino sorta Plavac mali
crni ima manji masni udio hidroksicimetnih kiselina u

usporedbi s referentnom sortom Merlot.

ZAKLJUCAK

Provedenim istrazivanjem u 2017. godini o promjeni
sadrzaja polifenolih spojeva sadrzanih u 11 crnih sorata
utvrdeno je postoje razlike izmedu sastava i sadrZaja
polifenolnih spojeva u koZicama bobe grozda, $to se moze
pripisati specificnom genotipu svake sorte. Antocijani
su najzastupljeniji polifenolni spojevi u koZicama
boba istrazivanih sorata, zatim ih slijede flavanol-
glikozidi, potom flavanol-3-oli te naposljetku najmanje
su zastupljene hidroksicimetne kiseline. Maseni udio
antocijana u kozicama bobica kod vedine sorata raste
od pocetka Sare prema tehnoloskoj zrelosti. Najvedi
maseni udio ukupnih antocijana (61 881,79 mg/kg suhe
kozice) sadrzava sorta Nin¢usa, dok sorta Lasina sadrzava
najmanji udio tih spojeva (10 076,95 mg/kg suhe mase
kozice). Maseni udio flavonol-glikozida kod vecine sorata
blago raste nekoliko tjedana nakon Sare, a zatim se njihov
udio u koZicama bobica grozda pocinje smanjivati, dok kod
nekih sorata nastavlja rasti prema tehnoloskoj zrelosti.
Sorta Ljutun sadrzava najveé¢i maseni udio ukupnih
flavonol-glikozida (2362,13 mg/kg suhe mase kozice),
dok sorta Tribidrag sadrZzava najmanji maseni udio tih
spojeva (712,22 mg/kg suhe mase kozice). Maseni udio
flavan-3-ola najvedi je u kozicama bobica pocetkom Sare
kod vecine sorata, a zatim se pocinje smanjivati prema
tehnoloskoj zrelosti. Sorta Babic sadrzava najveci maseni
udio ukupnih flavan-3-ola (971,16 mg/kg suhe mase
kozice), dok sorta Nincusa sadrzava najmanji maseni
udio tih spojeva (84,88 mg/kg suhe kozZice). Maseni udio
hidrokscimetnih kiselina u kozZicama bobica je povisen
na pocetku Sare kod vecine sorata, a potom se smanjuje
prema tehnoloskoj zrelosti. Sorta Lasina sadrZava najvedi

maseni udio ukupnih hidrokscimetnih kiselina (1135,18

mg/kg suhe mase koZice), a sorta Plavac mali crni sadrzava
najmanji maseni udio tih spojeva (192,22 mg/kg suhe

mase kozice).
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