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By-products of winemaking industry as source of bioactive compounds:
characterisation and possibility of its applications in food industry

Abstract
The aim of this doctoralissertation washaracterisationf phenolic compounds of skins and seeds
separated from nefermented pomace of international and indigenous grape vayiatiesell as
phenolic profiles of fermented pomace of the Prokupac grape variety. Dietary dideble
carbohydrate (mono and digosaccharides)and fatty acids from grape pomace seed extracts were
also charactesed. Selected phenolic extracts were used in the formulation of functional additives
based on goat milk protein and goat yogurts produced with the utilisation of stattee and
selected.actobacillus plantarunstrain. The effect of food matrices éat/cereal, goat's milk protein,
dietary fiber (inulin), goatdos milk protein/d
from skin and grape seedafter in vitro digestion was evaluated. Spectrophotometric,
chromatographic, electrophoretic, and DidAsed techniques together with spectroscopy,
physicochemical and biochemical analyses were used to achieve these aims.

Grape seed flours of ndermented pomaces are a good source of insoluble/total dietary fiber,
residualmonosaccharideglucose and fructose), and nutritionally valuable fatty acids (linoleic and
oleic acids). Procyanidins and catechin were dominanterséeds, while flavonols, malvidin and
peonidin derivatives were the most common phenolic compounds in the skins. Lyophilization of
fermented Prokupac pomace and its constituents has a slight effect on the dominant phenolic
compounds that showed good ariitant properties. The skin extract exerted cellular antioxidant
activity on adenocarcinoma cells, Wghextract oflyophilized pomacstens showed as good source

of stilbenoids.

After the addition of seed extract and inulin/extract powder to thermaéted goat milk, the
presence of polyphenglrotein interactions were recorded, primarily procyanidin with serum
protein/caseins (WP/CN) compleXurthermore, obtained functional additives showed good
antioxidant properties, whereas O0.%4tersolutionsshowed good emulsifying properties but poor
foamingtechnefunctional propertiesModels of phenolic compounds distribution between serum
and micellar phases in thermally treated goat maikwell as thdistribution of casein micelles at the
oil/water aml air/water interfaces in emulsions and foams of selected functional additives were
proposed. Goatogurt with seed extract fermented with starter cultureLapthntarumshowed good
textural and sensory propertidhis lyophilized yogurt showebetterantioxidant and emulsifying
properties compared to othgmophilised yoghurts All lyophilized yoghurts fermented withL.
plantarum showed high cell viability (>f0CFU/g SM).

The bioaccessibility of individual phenolic compounds from grape skinsemuld svere different and
dependent on the composition of the food matrix. The bioaccessibility ranged from 61086atfo
milk/inulin matrix to 509% for meat/cereals matri Proteins were not detected in the soluble
fractions of digested functional addiis becauséts completely hydrolyzed aften vitro digestion
The digestedsamplesshowed reducedexcept for meat/cereal matrix@ntioxidant properties
compared to their undigested sampldésch wererelated to the reduced bioaccessibility of phesolic

Based on the obtained results it can be concluded that grape pomace of the Prokupac variety can be
a cheap source of phenolic compounds suitable for the development of functional food products,
while its utilisation allows, at the same time, environpotection.

Keywordsggrape pomace, seed, skin, Prokupac, goat milk, phenolic compprotdsh interactions,
functional additives, goat yogurt, bioaccessibility of phenolic compounds, food matrix

Scientific field: Technological engineering
Scientific subfield: The science of food preservation and fermentation
UDK: 663.26:579.222(043.3)
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1. Uvod

Tehnol ogkipr @irowedmojme vina se generigu znal aj

kaokomina(cko13 0% od ukupne mase grogla), koji se s
bezbedno odlaganje. Istovremeno, u brojnim zemljama rastegekold svest , posebr
razvijenim vinogradarskim i vinarskim regioni
tretman komine od grogla, pri | emu se dobijaj
od primenjenog a eihnsbogeogrpgbaes hemi j ski s a
Komina groglLa se uglavnom sastoj.i od pokogic

fenolnih jedinjenja koja poseduju girok spek
antimikrobna, antikancerogena, aiiflamatorna i antdijabetska aktivnost, odnosno poseduju
hepatoprotektivno, kardioprotektivno i neuroprotektivno dejstvo. Pokazano je da su ekstraktibilna
fenolna jedinjenja gr oglL-a0%), oko28-8 ahaunppkbogeci,
10% u pulpi. Brojne studije su potvrdile dominantno prisustvo antocijana, pePugliRozida

mal vi di na, peoni dina, cijanidina, petuni dina
visokim sadr gaj e mnidina, tzeahih kaa flavaB-of. nzonavederhc razjoga,
komina se smatra kao ekonomski prihvatljiv iz
bi ol ogki aktivnih komponenat a, prvenstveno f
analizomf enol ni h jedinjenja iz komine grogla kor
(UHPLC) za njihovu karakterizaciiju i kvanti f
hromatografske karaketrizacije fenolnih jedinjenja i procenjena antettksid akitivnost ekstrakata
dobijenih iz komina razlilitih internacional |
karakterizacijom fenolnih jedinjenja komine i
Gledano sa industrijskog aspekéad e k vat no i skori glienje i pri mer
grogla ima nekoli ko ogranilenja. | maj ul i u Vi
viemenskom periodu, | ako dolazi do hemijskih |
sadrgaja vliage. Da bi se oluvala komina i nj e
j e adekvatna obrada/ prerada, gto u velini sl L
sugenje tolim vazduhom @msu(garoef)i liilziacsy@énj eMe
pitanje isplativosti, kao i efekat navedenih tretmana na profil fenolnih jedinjenja i njihovu
antioksidativnu aktivnost. Analiza pojedinal

aktivnosti fenolnin ekstrakt a kao par ametara za procenu efi ke
postupcima sugenja nije do sada razmatrana.

ekstrakcioni h sredstava, jer se fenol gaoj sdi
vodeni rastvor.i al kohola zbog njihove pol arne
jedinjenja zavi si od medijuma u kom su fenol

rekonstituciija ekstrakatand epolvreiimv a edinjhowij
prehrambenom sektoru.

Potragnja za funkcionalnim sastojcima hrane

zainteresovani za svoje |lilno zdravlje, [ o |
produktivnaus pr el avanj u razlilitih bolesti. Efi kasn
proizvoda sa dodatom vrednoglu u prehrambeno
industriju. Trenutni trend prehrambenih inovacija je baziran narazdojua vi j e | odr gi
i skoriglenju novih prehrambenih sastojaka il
proizvoda prehrambene industrije. Proizvodi p
(jogurt, sir), sladoledi, kolkai ce mogu bi t i uspegno obogal eni f
il nutritivno bogatim samlevenim prahom komi
MeLut i m, primena fenolnih jedinjenja uenor mu]l
nji hovom malom rastvorljivogl u, stabilnoglu
industrija nastoji da razvije prirodne adit.

doprinose njihovom poboljganonPrtorbd resnp ourstvuo,j i ivs

1



prevazilazi mikre ili nanoinkapsulacijom fenolnih jedinjenja, a dobijeni inkapsulati se dalje mogu
koristiti za -hpnujskib ifynkrianalpiresvoistava hrank. o

U posl ednj o] decenpovimkreeu nsapbhbsaha, rameLlul i mi
kazeinske micele je tek nedavno privuklo pag
vrednost, dobra senzorna i tehhatnk ci onal na svojstva (emul guju
f or mi rvagjjusitav a9 , gto 1 h | ini veoma pogodnim sa
prehrambenim proizvodima. Proteini mleka su veoma kompleksni matriksi sa kazeinskim micelama

koje su odgovorne za formiranje st.ludakaje e |

bi oaktivnih jedinjenja sa kazeinskim micel ama

formul aci j a. Do sada su funkcional ni proi zvoc
proteina kravljeg mleka, pa je neophodan aalivoj funkcionalnih proizvoda na bazi proteina drugih
vrsta mleka. Kozije mleko poslednjih decenija
hrane i tehnologa. Stoga, jedan od obeilavajul
proteina kozijeg mleka zbog jedinstvenih nutritivnih i funkcionalnih svojstava ovog mleka. Kozije

ml eko ima |itav niz prednosti u odnosu na Kk
vrednosti, esencijalne masne kiseline, dobru biodostupnost naineral znal aj an sadr
Pored navedenog, kozije mleko se moge korist.i
bi oaktivna jedinjenja, prebiotil ke supstance
ml eko i ma raediinaltnisladka@azag¢i padji -Saktalbummammanii ei n a
sadr-gakt 6gl obulina), razlilitu s tindukdvdane@WRICNKk a z e |
kompl ekse, u porelenju sa kravljim mobobeoktaam, m
vezivanju fenolnih jedinjenja. MelLutim, funkc
i stragene, eksploatisane od strane mlelne i ni
potencijal komine u produkciji visoko vrednihnnff@ | ni h j edi njenja opgirnc
predstavlja ekonomski [ ekol ogki probl em, K o]
otpad iz vinske industrije. Ako se uzme u obz
sadwugdjenol ni h jedinjenja, njihovo obogaliva
obelavajuli model za razvoj novih funkcionaln
funkcionalnih proizvoda na bazi olje oaziemevarge Kk 0 z
interakcije izmelLu proteina i fenolnih jedinj
Bi ol ogka aktivnost fenolnih jedinjenja je |e
direktno zavi si od koliline fenolnih | kothi njen
di gestije Posl ednjih godina su i ntenzivno |
(matriksa) i fenolnih jedinjenja. Ut v-liidiatam o | e
Il i pida, znal ajno uti | u majihdvu digesbitsirtost pantioksidativiiue n o |
aktivnost Bi odostupnost fenolnih jedinjenja
oskudno ispitivana. Samo nekoli ko studija an
prisustvu kompleksnimat r i ksa, kao gto su mlelni proizvod
Prema dostupnim saznanji ma, bi odostupnost fe
prisustvu matri ksa koji ukl jul uj u: ek 13) dijemas o i
vlakna (inulin); i (4) proteine i dijetna vlakna, nije do sada ispitivana.

Cilj ove doktorske disertaciip e bi o da se i spita upotreba komi
semenka) kao znalajnih izvora biologki aktiwv

proizvoda (kozijeg jogurta) i funkcionalnih aditiva na bazi proteina kozijeg mleka, dage ispita
biodostupnost fenolnih jedinjenja u kompleksnim matriksima hrane takerttro digestije. Da bi se

postigao ovaj cil] uraleno je sledele:
T detaljna karakterizacij a i nutritivna vre
nefermentisanik o mi na razl i | iti h autohtoni h i i nt el



1T detaljna karakterizacij a, antioksidativna
razlilito preralene (sugene toplim vazduho
nenhk onsti tuenata (semenka, pokogica i gepul

1 primena fenolnih ekstrakata semenki Prokupca za dobijanje funkcionalnih aditiva na bazi
kozijeg mleka i jogurata fermentisanih starter kulturom i/ili selekcionisanim sojem bakterija
ml el ne kactsbacllus plantargn |, sa ciljem da se povel:
jedinjenja i poboljga antioksidativna akt:
odreli vanj e -funkaonalnik svbjstava dobgehim fankcionalnih aditiva, kao
kKl jul ni p a r a me hovuidaljk ppimenu ugehraanbemim ormalacijama;
f na osnovu dobijenih podataka, predl ogi ti
serum i micelarne faze mleka, kao i kazeins
ulje/voda i vazduh/voda;

T odrelivanje biodostupnost.i fenol niihvitioedi nj
gastrointestinalne digestije u prisustvu |
kozijeg mleka; dijetna vlakna (inulin); proteini mleka i dijetna vlakna)

Dobijeni rezul tat.i bi trebal o da poprazvodkinu i s
vinske industrije, kao jedan od vidova cirkularne ekonomije, kao i da podstaknu razvoj funkcionalnih
aditiva na bazi proteina kozijeg mleka. Ispitivanjedostupnostfenolnih jedinjenja u prisustvu

razlilitih matriksa hrane trebal o bi da dopt
fenolnih jedinjenja nakon digestije u gastrointestinalnom traktu i razvoju novih funkcionalnih
prehrambenih proizvoda s kl adu sa ciljanom biodostupnogl u



2. Pregled literature

2.1.Gr o gntemacionalne i autohtone sorte
GroglLe je pl&dtbsljkejizobaotdaata oko 6Mtisvr st .

vinifera L . , naj poznatij a, naj dominantni j elJagkgon,sut n
2000a; Venkitasamy et al., 2019t avi g ¢ lneagjlee gi e i najopsedgniije
u svetu(7,4 milion ha)sa godi gnj o nodp/r8miionavtendprema popisu iz 2018.
godine(OIV, 2019) Gl obal ni razvoj] [ rast pupisad taktomireatkao v i n
gt o psuel ana melunarodna trgovina, poboljgani
proizvodnji, skl adi gporednifpwizvoda yinske maustrije,i razav@ hoalr i z a
funkcionalnih proizvodgVenkitasamy et al., 2019Y) svetu se uzgaja | ak

vinove lozeemeLu Kkojima se 33 sorte wuzgajaju na o]
(Venkitasamyetal.,, 20199 r edhodna statisti ka pokd®usyesskeda s
proizvodnjg koristi za vinsku industrijuBeres et al., 2017) dok se olotisaraak g

konzumaciju u svegem il suvom obl i ku, za pr
(Coelho et al., 2020; Venkitasamy et al., 20F9emaOIV (2019)i zvegt aj u, | ak 57 %
proizvodng | i ne vinske sorte, 36% stone s o Neke, do

vinske sorte grogla se uz gmjCaberoet Sauvignpriylerlot,z e ma |
Tempranillo, Chardonnay Rieding, Sauvignon blang pa se nazivajunternacionalnim sortama

(OlV, 2017) dok su sa druge strane neke sorte lokalnog karaktera i pripadaju autohtoamasort
SortaCabr net Sauvignon je najlegie uzgajana i d
povrgine vinove | oze), d o KOIVs 2017)VBertalMastat Hamlguagj] a u
se deklarige u svetu kaoFAO®DN2RIBler mesltut inm &ma&n
koristiti [ za proizvodnju vina z Pagutohtening s p
sortama se podrazumevaju sorte koje se vekovi
specifilnim wuslovima i karakteristikama regi
bi ologko okrugenj e iohtone vinskg soatelsar e K me pr p kdeoa ) a v 4
brojnih publikacija poslednjih godinpyvenstvens o r t e gemajakbjei miazz u dugu Av
tradidju, k a o gltalipa (Lscarini et al., 2020; Restuccia et al., 2017) G p @inLecce et al.,

2014; Guerrero et al., 2009; Pérez Navarro et al., 2@t@hcusk (Lorrain et al., 2011)Argentira
(Antoniolli et al., 2015) Portugal(Perestrelo et al., 2012)

Uzgoj vinove |l oze u Srbiji jJe odavno pregosaut an,
(Met ohi j a, Vranj e, Gupa, G u mapd. iSkadarka, $am@mikp, i |
Prokupac, Smederevk@omic etal.,,2017Pr oi zvodnj a gjriogjlea jiedna aod
grana pol joprivredne proizvodnj e, dok je izvo
veli nego u protekl o] dgpoé migjaijd e aZlbmigh dkolbir mmagt sg
faktora, u Srbiji se uzgaja e | i ki br o] razlifjatijlke epooiizvgdaogh
opseguod 102 00 hi |l jada tona ( z a20¥)(npeovioet &.,2201p\¢ r i od
Srbiji se dominantno uzgajaju internacionalne so@abgrnet SauvignorMerlot, Chardonnay
Sauvignon blanc ltalijanski riesling melLutim posl ednj i kultivgagidi n a
autohtonih sori g r o gptomociji vina od ovih sortfpre svihProkupac i TamjanikéSlika 2.1b,c))

( J ak ¢gi.lOyve agtghtbrie sorte se dominantno gaje u velikarskeim regionu Srbijgyoznat

kao ATrii Marrakdferi st i | negTosioetal. 201Gk &ultivacijm o g o r
dodat no subvenci dinavagneregionu 3€l paredaautdhtoriihi sprig .dominantno
uzgajaju internacionalne sor@abernet SauvigngorMerlot, Sauvignon blang Italijanski riesling

(Tomic et al., 2017)



2.1.1. Konstituenti bobice grozda

Grozd vinove loze se sastoji od bobic@-@%) i g e p u (3-B%) €Zoffoli & Latorre, 2011)
Strukturaitipgrozd j e sortna karakteri st i ké&siniighgeni)izr age
stonih (rastrt@ep ugropdasseosoji dd ospovrog dekn kojijer i | vza gl e n
vinovu lozu,i njenih grananjakais e z a vpregtaevlajjlai &« @fja s u p (Jacksenr gl er
2000b)Bobi ce groglLa s oblika(akeugla ili duguliaste vebai bl aakom p
koja |je okr ugketinea(nefastvornpno | S Incejrenm matri ks izgral
kiselinskih estara)voska(kutikula)Venkitasamy et al., 2019; Zoffoli & Latorre, 2011)

1' BOBICA

Embrion

. Unutranji deo
\ Spoljainy deo
"\ Perifemi vaskulami sudovi
PokoZica

Slika 2.1. )] Konstituent. b@bi c e(preuzeto gr o pd
https://en.wikipedia.org/wiki/Grape#/media/File:Wine_grape_diagram_en.sfl Cr n a autohtona sor
Prokupac ( (ciBleda aruhiovhad)o;na sorta grogla Tamjanika (liln

Bobica se sastojjod gzokar pa (pokogica), meernenka dkivpako ( p u |
semenki s a z a g(Slikat2.hap BEyzokampies B ol omi)) o mot aséstojbod bi c e
hipodermisa i egzokarpa u kom se akumulirggnolna jedinjenja, bojene materije (antocijani,
karoten i hl orofil) i Mexokarpi{orkao a8rOd%m aut ki ul pnni 68 tj eegdi |
izgralen od oko 30 sl ojkojae |tseetldamudee ksuamuM @ Iriakjium ¢
tokom zrenjaU ovi m vakuol ama sa nekh dekoind gedinjergarkisedinet r i s
(prvenstveno vinska kiselina) koje opadaju tokom sazrevanja b@mck&son, 2000b)Semenka

bobi ce se s a@®pne),endospedma oeambriorkom sazrevanja bobicesei nt et i g
regul ator. rasta koji uti |l u na v el Bobidegementhobi c
sorti mggudesjdcar g e o d semerkdlackson| 20a0b; Pinelo et al., 2006; Zoffoli &
Latorre, 2011)

2.2. Kominasporedni proizvod vinske ingstrije

Nakon tradicionalne proizvodnje vina, fermentacijogni rdabija (sec e Lesenrd¢zintegrisanog
g r o g Lcaledezintegrisaea masey r o,@dbigasevinoiz na| aj n aspotednilproizvioda a
U sporedne proizvode vinske industrije030% ukupnemaseg r o ¢ de airajajuvinski talog,
komina i njeni konsituenp o k o §eimenéiapstatak pulped e p u(Beres &t al., 2017; Hogervorst
et al., 2017; Muhlack et al., 201g§lika 22).
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vitamini, minerai i fenolna jedinjenjgKurt et al., 2017)

vina i sporedni

gt o

s u, magelkisekne i
Me L teebai napomenuti da je sastav

proizv

hi o

bobice varijabilan i zavisi od klimatskih uslova, vinogradarske prakse, sorte, zrelosti i sanitarnih
uslova(GarciaLomillo & GonzalezSanJose, 2017; Venkitasamy et al., 20T8kom proizvodnje
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(pojalale)
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proizvod vinske industrijé&oji treba spomenuti i koji nastaje nakon fermentacije i stabilizaicije
crvenih i belih vingDevesaRey et al., 2011)



Ukupnak oI i | i na komi ne gr ogWwet & oij anes=xi gminleiro ye tgo
gt o pokrele pitanje upravljanja ot padMumack k ak o
etal.,2018)Ko |l i | i na & e mg etecekkdong @or oi zvodnj e vhnahimavi
presovanja i fermentacij@eres et al., 2017; Dwyer et al., 2014) v el i ni zemal ja wu
povel ana ekologka svest, ¢gto dovodi do razvoj
i tretman kominePor ed tradicionalnog iskoriglenja komi
[ hrana za stoku, brojne studije istilu zn
(fenolna jedinjenja i dijetna vlakna)njihovu primenu u proizvodnji antigdativno i nutritivho

vrednih prehrambenih proizvo@@wyer et al., 2014; Fontana et al., 2013; Ilyas et al., 2021; Muhlack

et al.,, 2018)Kominaset ak mbbge Kkori stiti kao supstrat za
kiseling semake iz komine za dobijenje uljdpk se lignocelulozrhidrolizatikominemogu koristiti
kao fermentacioni supstrati za proizvodnju |

biosurfaktanti, enzimi, proteifChowdhary et al., 2021psimnavedenog k omi na gr ogl a
bi oenerget simadebs ol @ik m an, terinadbgmijsikkom &kanverzijom ngo dobiti
energija,bioetanol, biogasggjorivo, ugalj, metam biopolimeri (Chowdhary et al., 2021; Muhlack et

al,, 2018)iimoge i mat i specijal ne &dobidsarlipk@BevesaBaypetn e u
al, DI1)Pot encijal no i s pahmambgrojamlystejmaknekolikanbenefita: (1)
smanj enj e ek o bporgdkiiproizvadg koji se pkurhulirdju u procestnifikacije; (2)
smanjenje trogkova odlaganja otpada i mogulno
i industriju zbogvalorizacijebioaktivnih komponenatéBarba et al., 2016; Coelho et al., 2020)

2.2.1.Hemijski sastav komine i njenih konstituena{@ o k 0 § i ¢ a ,§ espeunmei nnkaa i

U velini slulajeva, pokogi ca (Beresseeam@G@Dkdak udea gl a
gepuu ikemi ni zavi si ogp e eihfnioll @ eowaepdr.,B0EHEai n a
|l iteraturi se mogu nsemdnkiukamifid8d2%(t rea lvu reatnm sitd su
(Brenes et al., 2016l) 7-26%( r at anaa s \(Bayyar & Aklust 2001; Jiang et al., 201,1)

gto moge biti posl| edi ckaje jsloartingl eknaor akk t @ dedis 2 Vv d
pokogi cevarraddodmiOfoi( r al unat o rBrenes et\aly 20ibXa/isnp od
tehnol ogkog procesa i p Ima vadjabilansraadr ej ag castudaah pgiri chg
komponenataSv e § a @eoemalnah aa v i s o k idragihjedigepjkaod gt o su d
vlakna, organske kiseline, fen@redinjenja(tanini, fenolne kiseline i flavonoidiproteini, lipidi,
polisaharidj minerali vitamini i zaostaliugljeni hidrati (mone i oligosaharidi) ljiej isadr g a
varijabilanzavisno od tipa kmine (Muhlack et al., 2018)

Udeog e p uukonmingvariraod0,54dol , 84 % ( r al un atDomimaatnagedigegjau ma s
g e p usuiceluloa (30,3%), hemiceluloa (21,0%), lignin (17,4%), protein(6,1%), fenolna
jedinjenja i mineral(Jiang et al., 2011; Proziletal.,20lRP)o k ogadagi z n adijenhne ko
vlakana fenolnih jedinjenjayitaminai minerab(Coelho etal.,, 2020) Semenke na&pavi ge
(oko 40%)), lipide (1€20%), proteine (oko 10%), fenodnjedinjenja(flavan-3-ola i prcianidina)i

minerak (Beres et al., 201 Dimou & Koutelidakis, 2016)

2.2.1.1 Dijetna vlakna

Dijethnav]l akna se defini gu kapi pshdmgendesgt jiehi Wi
otporna swa varenje (nisu hrdlizovani endogenim enzimimaje adsorbuju se u tankom crealu
mogu | mat. jednu il vige fiziol oldmindi njgni zdr a

konstituentisu dobar izvor dijeih vlakana(Hanuaovsky et al., 2020; Jiang et al., 20piyenstveno
polisaharidiizl el i j s k o ga(Beres et al.j 2017;iVgnkitasamy et al., 2018)lavnomsu
analiziranalijetnavlakn&k o mi ne i nt er n a c iCabaraet SauvignoMevoit,Bhyrazgr o g L
Pina noar(Arnous & Meyer, 2008; Corbin et al., 2015; Golez&enteno et al., 2010; Jiang et al.,

2011; MinjaresFuentes et al.,, 2014pa dr aaha vuak omi ni autohtoni h s
Tamjanika, Smederevka), premhastupnim podacimaije do sada analiziraR.r e ma i str agi v .
su sproveliSauraCalixto et al. (1991)ni j e pokazanau zkhal ialjinmi rakud p

7



pot vr Lkemirni dine@renache (60,8%) i bele &rn (59, 0%) sorte grogl
masu komine. Sl i [KarroppyMargmehfnevas. (2017)s ain al lokibrainiuBardo u |
grogla (63, 88 %)Sousahal. (@014Bgres esat ROAGH,r i j avi | i znal :
sadr gaj di jetnih vliakana u komi ni oddohd nBagani t a k
(51,38%) dok suLlobera and Cafiellas (2009 r i j avi lviigadalga]j vakakauzani h

kominu crne sorte Manto Negro (74,5%voz n a | i da je sadr gaj di j et
predstavljssortru karakteristik.Ve | e razl i ke melu sortama se javl
ukl jul uj u kmne dnedigestibina pratein@&aaraCalixto et al., 1991)Ukupna dijetna
vl akna | imeieastvorefrakdjedyetmih viakana.Nerastvonadijetna vlakna, prvenstveno
lignin frakcije nerastvareu kiselinama ili tzv. Klason lignini, sprijavljeni kaodominantna dijetna
vlakna ukominicrnih (39,74 5, 1 %) i bel i h (Ardols &Méyer, 2008f Dengetlgr o g

al.,, 2011; Saurgalixto et al., 1991) Glavni konstituenti nerastvornih vlakana su celuloza,
hemicelulozailigningt o j e ok o 8 8l&anaukendriérneitkeilpe i ho (Bavea gr o ¢
Calixto et al., 1991)Sadruge strane, rastvoa vilakna se uglavnom sastogel uronskih kiselina

(Coelho et al., 2020; bbera & Canellas, 2007) U | i teraturi se mogu n;
s adr ¢ anihviekarsautkemoni 4,07,3%(SauraCalixto et al., 19919,76%(Sousa et al., 2014)
0,721,72% (Deng et al., 2011)li 8,04% (Karnopp, Margraf, et al., 2017)Udeo nerastvorni

rastvorninf r akci ja je | esto varijabiH awmsliovzaavii st e It
postupkaCoelho et al., 2020ve ove frakcije nakon hidrolize
se dalje mogu Koristiti u industriiDevesaRey et al., 2011)Naj | eg | i nkojinueze aah ar i

sastawlakanakominesuramnoza, arabinoza, ksiloza, manoza, galaktoza, glukoza i uronske kiseline
(galakturonska kiselingBeres et al., 2016; Deng et al., 2011; Hearet al., 2013; Gonzale2enteno
et al., 2010)

Lel ij spkoik ofmigd @ v n o nmeutsabedpoligaharié (celuloza, ksiloglukan, arabinan,
galaktan, ksilan i manan)(30%Kisele pektinske supstance koje su uglavhom metil esterifikovane
(20%), proteir (<5%), nerastvoie proantocijanidir, lignin i fenolna jedinjenja povezargalignin-

ugl j enohi dr qli5%)¢CGhamorro etgah, 2012; Pinelo et al., 2006)avni pektinski
polisaharid koji se nalaz po k oigei hemogalakturonaframnogalakturonan | i lljPinelo et al.,

2006) Pe kt i ni i z gg eopjusainiskekmetireisteribkovam, jer je manje od 50%
uronskih jedinica esterifikovan@GonzalezCenteno et al., 2010Dvi pektini iz kominese mogu

ul trazvul nom en&igdvajitigMingaregFoentestesap, i) dalje koristiti u hrani

kao agensza gel i ranj e(Beres e gly goA7)Uskvuapmjie s adr § a|j di j
nerastonih i rastvonih frakcija, dobijenzap o k @ dvajerui z komi ne Bwoedaino gr
54,81, 51,02j 3,79% (Karnopp, Margraf, et al., 2017 e p ud ® mian a n t Kason sigai r § i
(17,447,3%), glukare (25,336,3%), celuloarhemicelulon (13,930,3%), ksilan(10,014,9%) i
arabinan(3,7-3,9%) (Ping et al., 2011; Prozil et al., 2012; Spigno et al., 2088nenka je bogatija

u sadrgaju vi.6leaa 0135 poazdli dbgri agemenkizdvojenh iz komine

crne (Okiizgdzu) i bele (Narinced o r t e intpju 82¢78% i 72,45%ukupnih dijetnih viakana

Gt a Wedjoeetal.2015) i stilu da se semenka grogla kao
odtriuglieneh i dr at ne f r adémicelyloea, celulaailighin.o s u h

Dijetnavlakna z k o mi nireajuibdljiodnesmérastvoih/rastvonihv | a k a n agrijskai g u

vriednost [ bolja funkcionalna svoj sBaemsetaly por
2017; Deng et al., 2011; Dimou & Koutelidakis, 2016; Gonzélenteno eal., 2010) Dijetna vlakna
sul est o gsoavegramant oci janidini ma i drugim ekst

formiranju takozvani h Aant & pdkazijuddobrafunkeionalna di j e
svojstva(Beres et al., 2016; Das et al., 2020; Sdtadixto, 1998) Dijetna vlakna imaju nekoliko
zdravstveno koristnih efekatk, a o g regulacip adsorbcije glukoze, prevengijgojaznosti,
smanijenje holesterola u krvi i smarjerizikao d kar di ov as k (Cbetho et al.,2020)g t e | .
Dal je, vliakna iz k osmhogukoristip kadk anensi zgee |ieinsaavgngn k e
vode (O'Shea et al., 2012)li se kao sastan i deo bragmuasplkgmiond nkog yp
razlilite prehrambenef umkaeiionada, m| i-heamiskihp pi a0
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teksturnim i senzornim svojstvima proizvo@eres et al., 2019; Das et al., 2020; Gataaillo &
GonzalezSanJose, 2017)

2.2.12. Rezidualni(zaostali)ugljeni hidrati (mono- i oligosaharidi)

U groglu, zavisno od sagrtmoipekVamat akJadkson sl av
2003) | emu najvige doprinose f r uk tnmozoaoligosabaridi k 0 z a
| est o pri su(deOliveira et at., 2@18; Kurtrewal., 201¥) el i na ukunpni h r
gelera je koncentri sana (Blangh etlap 201l)Klomina gajarnije ( gr
fermentisal a i meomitlv g s l0d37,68 a(d b ha j]SMy astdok j e sa
fermentisanoj komini nizak i zavisi od fermentacionog procesa i ciljanih vina koja se proizvede (1,3
4,6%) (Corbin et al., 2015; Deng et al., 2011; Llobera & Cafiellas, 260&)na dostupnim podacima,

sadr §gaj glukoze u komini varira od 0, B891%do 2¢
(Antoni | .@dkazanbijedafib@dn@)ak omi na Benitaka sorte g
k o | idpravogukoze i fruktoze(Sousa et al., 2014Po k 0 i ca $ adredne nkwal e Kk
monosaharidanfpr. glukoza, fruktoza, galaktoza arabinoza, manoza), disaharida i oligosaharida
(Bordiga et al., 2019; Imperio et a2021; Varandas et al., 200M e Limt na povr gi ni |
semenke, koje su odvojene od komi neuznneap oasjrneed
k ol é rastvonih g e | @rvenstveno glukoze i fruktozeybog stalnog kontaktaa pulpom.
Koncentracijanono i oligosaharidaa  f i no saml evenom br a gzuduwjerpho k 0 ¢ i
iz nefermentisanih komina je retko ispitivabdde L u tnjihawakoncentracija u kominip o k 0 g i c i
semenkiije zanerarljiva,j er utile na nutritivnu vuobamalbsni pr
ovim konstituentima,. gto zahteva njihovu anal

2.2.13. Proteini

Sadr gaj protei na,uopségmdBi5Bedolis,e7%y anit pabil an al .
et al., 2016; Deng et al., 2011; Karnopp, Margraf, et al., 2017; Llobera & Cafiellas, 20@7yso z a v
od sort eporgdnlhp)rglzu/@da Koji nastaju prmzvodnpvma(Coelho etal.,2020Naj | egl e
su frakcionisani [ i spitivani protelni semenk
i masem spektroskopg (Gazzola etl., 2014; Gianazza et al., 1989; Wu & Lu, 2004; Zhou et al.,
2010; Zhou et al., 2011%lavni protein iz endosperméitis vinifera semenkije globulin (oko 400

kDa, nativha elektroforezgdisianazza et al., 19891 e L u tnavija studije su pokazale da frakcije

rastvorljive u solima (albumini i globulini) |
g r o (Ghzaola et al., 2014Abuminske frakcijesemenkir a z | i | i t i lanalzi@metSDS gr o ¢
PAGE-om u ner edu k ugupdkadzatelomisahtrupalipegtidnu traku na 60kDa, dek
dominantna trakglobulinske frakcijena 40kDa (43 kDa). W eduk uj ul i m usl ovi ma

se identifikuju dominantne trake u opsegu oed3kDa i oko 25kDdGazzola et al., 2014; Zhou et
al.,, 2011)Pr ot ei ni s e pokaaujudobra tehmduiikeionalna svgtva (rastvorljivost i
emul gujul a svoj s tnyhavy primena o formuteaijiy ualza vipaehiranbentih
proizvoda(Zhou et al., 2011)

2.2.14. Lipidi

Semenkg r o gallismo od sorte a @ ad@,91 do 9,6% ulja(Baydar & Akkurt, 2001; Beres et al.,

2017; Fernandes et al., 2013; Gl et al.,, 2013; Lachman et al.,.2019t oga j e |J asn

decenijama unazademenkakoristila za proizvodnp ulja, a ovaj vid primeneje gi r ok o

komercijalizovan u nekim zemljamallje semenkgr o gbai nant nezasaidrgmne m

kiseline,k a o glihona i ®leinska masm kiselina ( vi § e aatim Sefledd)a s e thasm

kiseline (palmitinska i stearinska masna kise)irfkernandes et al., 2018achman et al., 2015;

Lutterodt et al., 2011).inolnamasrakiselina j e d o mi n a n tvariea od 6078%,zmtim s adr

sledi oleinga kiselina sa udelom at-24%, palmitinska (5-9%j) i stearinsk (2-6%), dok suostale

masne kiseline prisutne u tragoviKieres et al., 2017; Fernandes et al., 2013; Lachman et al., 2015)

Trebanapomenutda j e ul j e semenki yr3madhia kiseliegFermandesa r n o
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etal., 2013; Lachman et al., 2018)asnaokiselinski profil uljasemenkint er naci onal ni h

k ao @abernesSauvignoiMerlot, Musat Hamburg Rieslingsu intenzivno analizirar{Baydar

& Akkurt, 2001, Beveridge et al., 2005; Lachn
2021) Sa druge stran@oslednjihngodina v e vi g e masnekseliadkiiprofii uljaasemenki
autohtonih sortg r o gajeaih u Srbijik a 0  ¢Ptokucs mjegovi klonovi, Smederevka i Crna

Tamjanika( Dabeti c et al ., 2020; Mi | sSmavolaet satagi
bazirana na optimizaci]ji i p r m ékstrakcisnanrtghnikamal j a
i z semen(kBevgerroigdigae et al ., .RE&KeSustudifekbjeimaurzaci et

pri menu br akgmireu fermutaeijnpkehrambenih proizvodarocenunjihovog masne
kiselinskog profila sanutritivnog aspektaYi et al., 2009) Pokazano je dalje semenk Prokupca
izdvojerih iz komine,imaman j i sadr g ajmagnib kiselmavz ajsii | seand rhg a | :
masnih kiselina najbolji antioksidativni kapacitety por el enj u sa nekim int
(Cabernet SauvignorMerlot, Pind noar i Gamay)( Mi | anovi | ,geto alorineru2 0 21 )
semenki od autohtonih sorti gr olgotednavedenatyiebr i z a
al. (2009) supokazaliv i s o k psoaldirngeazja s i Kiselinajdto braa s rPiNMM K8 /Z3MK i
odnosu uzorcim f i no samlevenog nbordaeg naeksakrkaokpbtercijalndk o j a
dobar suplemerishrani.Uzimaju i u obzir predhodne | i Mmasaai c e,
ki selinski pr of i le,jdr njihogomankosperacigom kpriehrambekegmizvode,
masne kiselinedoprinosenutritivnoj vrednosti proizvoda, dok dominantno prisutne esencijalne
masne kiselinemanjujurizik od brojnih bolest{Wijendran & Hayes, 2004)

2.2.15. Vitamini

Komi na, pokogica i semenka takolLe mogu biti d
E (Abdrabba & Hussein, 2015; Coelho ¢t 2020; Dimou & Koutelidakis, 2016; Gomézejia et

al,, 2021) VitaminC jepreahodno pwthrd@emu Kkomine Beniteka ¢
(Sousa et al., 2014) i pokogi Sultanap80 mg/10Qy fAldcpliba & Hussein, 2015)
Tokoferoli (vitamin E) i tokotrienoli smal @niul ju i zdvojenom iz kom
(Fernandes et al., 2013; Gokturk Baydar etal.,, 2007 Pokazano je da ulja iz
vi gi sadrgaj ukupni h- ¥ o gokgféeol), ochubalizdviojenogtizosknmeiike r o |
(Goktirk Baydar et al., 20073 ad rUj @ajk of er ol a j e potvrLlLen u ul |

Cabernet Sauvignomerlot i Prokupac koje su gajene u SrijMa | i [ ani nMieltaradvi, | 2
al., 2021) Ukupni tokoferol (0,17 mgtbobBGOdeFW), (0O, OSHokofepl/ 100 g
(0,119 mg/100g FW)sut ak o BEenibr agnu semenki i zdvojenih
(GomezMejiaetal.,,2021) gt o d o d a jihavoj fuckcignalniosti.o s i n

2.2.16. Minerali

Sadr gaj komngraldauje jako varijabilan i zavi !

prakse, procesa proizvodnje vina i trajanja procesa macefrabgeaturno prijavljene vrednosti za
sadrgaj minerala (pepel agdomuragponmodndi7,0%, p,42k390g i C i

i 0,333,8% (Abdrabba & Hussein, 2015; Coelhoadt, 2020; Hanuaovsky et al., 202®&alijum,

kalciju, natrjumf osf or, sumpor i ma gliraja izlakgli wm j sue urOsjolkeodyii
mi ner al i Ssu u akerieen knia Laamo i u (Abdabbg & Husskim R013; i nar
GarciaLomillo & GonzéalezSanJosé, 2017)

2.3. Komina i njeni konstituenti kao izvor fenolnih jedinjenja
Fenolna jedinjenja predstavljaju najbrojniju

prirodnim proizvodimarfpr.v o ipeo,vr | e, k ak ao, (Ghaaak,2009)Roslatmih | aj
godinaf enol na jedinjenja privlale posebnu pagnj u
na zdravlje ljudiPoznatie n o men AFr ancusKki par adoksiienaomni&j bol j

jedinjenjaiz vinai njihov efikasarnkardioprotektivni efekatXia et al., 2013)
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Fenolna jedinjenja posedukoja sezsagtop ddhedoodhemij s
i tui

ar o métprsténavak o j i SuU supst sani naj | egl®ahi dr
jedinjenja se najlegie sintetigu kroz fenilopr
koj i se sintetigu kr oz dke lkselinee(@dgobooah zg@rokiukcijup ut a :
pre&k ur sor a za Vv emjenja)uputfmalonske kiselnePglimetnia fenolna jedinjenja
nastajuiz fenolnih (polifenolnih)monomera. Na primer, sintezihi dr ol i zabi | ni h t a
hidroksibenzoeve kiselingalna i elaginskadok prqantgcijanidini nastajukondenzacijom flavan
3ola.Postoj i Vi ge dedolnilBjedin@enja rkgazse mogu klasifikovati u dve
karakteristil ne gr ugfenolnekideln®, amno kutharini,ilignansilbenip v o n o

(Alara et al., 2021; Dela Rosa etal.,, 208y o gL e pr edst afehojnibjedinergal aj an
kojasu naj | eglae Ipo k@B§5% semenki(60-70%)i g e p y dok j@njihov udeo

u pul pi znal ajno(@®abevac et plt el az2Mell0wt%Pma,n tsed d
fenolnih jednjenjau  gr e gatjai | an | zavi si 0 ds owitgae gfraokgtloar,
zeml jigta, Kl i mat ski usl ovi , loy fazaozeelost,d goding k a [
proizvodnjeip ot enci j al ne (Gdrrjdo &Borges,2018; Miticeekat, 2J12)

U toku procesa proi zvodngperednhproizzvodas(komisa, semenka, v e |
pokogica i stabljika), Koj i se mogu korOvaesti ti
jedinjenjapposeduj u girok spektar bi ol ogkikhncewokena, vnos
antrinflamatorna, kardioprotektivna aktivnoftei et al., 2020; Unusan, 2020; Yu & Ahmedna,

2013) Pored br o] nja, poterijalod upolydtsipdnednihprdizeodavinske industrije

daje moguinost pobolijlgapi ai kv a tsoke treasifdenanihg la ento
jedinjenja(Beres et al., 2017; Muhlack et al., 201Bjdpostavlja se da oko 70% ukupnih fenolnih
jedinjenja zaostaje u komi ijived iksipkimnimfankiihn p r «

jedinjenjapot i | e 1 z s e me52%sporddultpraizvdda vinske inddstrijgB&res et al.,
2017) Semenka sadrgi z n-&o¢laa praaotgcijarmding 1 fenalnih kiseling a n ]
Lecce et al ., 20 1pdo,k oGilceav adco neitn aan t.n o 2DRAMG ie | fi Il

etal., 2016; Pérez Navarroetal. 2019 ; Gu k odokgie peutiornamatine a 2diilldete)
i pro(antocijanidire (Anastasiadi et al., 2012)Tabela P). Pokogi ca bel i h sort

znal aj nfenolnmtajedjnjenjau p o r e Lpeonkj @y craslas or t i grogla, j €
antocijankomiMeduobdmbel ih sorti groglLa je | est
velinan hagpobVofenola i fenolnih kiselicmniasordbst aj

groglLa konstantno orogava t ok om ekstakajeeantdcigacai j e
i drugihfenolnih jedinjenjda z p o (Coetho et a&., 2020; Venkitasamy et al., 2019)

2.3.1. Fenolne kiseline i stilbeni

Fenolne kiselines adf geol ni prsten Kkoji j e supstitui sa
ugljovodoziomnine | i j ekerbokstragkum&jaw malsazij ednom i |
i/ili metoksi grupa Zavisno od strukturé o | rugljg v o d o nnizé fermlge kiseline se mogu

podeliti udve grupehidroksibenzoeve kiselingerivati benzoeve kiseline g€C,) i hidroksicimetne
kiseline(derivati cimetne kiseline, 1) (De la Rosa et al., 2019 enolne kiseline detektovane u
semenki, g®pukoigknadcmi,n i naj |l egl e egagosmhommldifusa u s
monosahari di ma ( nalflilvingkbrmekiseinam (@arridok & Barges, 2013)
Strukturne formuleekinf enol ni h ki sel i na i njihovih deriva
g e p uprikazane su na slici 2.9-Hidroksibenzoeve kiselinéu daljem tekstu hidroksibenzoeve
kiseline) detektovae u komini i njenim konstituentima sup-hidroksibenzoeva kiselina,
protokatehinska kiselina, gentizinska kiselina, galna kisetimanskakiselina, vanilinska kiselina
siringinska kiselina njihovi derivati (dimerne forme, metil/etil estri, glikozidi) (TabelR)1Galna

kiselina je dominantno kweifikovana fenolna kiseliau semenkama autohtonih i intagionalnih

sorti gr o§rbijg( Dpabjeetriiih ew al ., 2020; Golevac et
al.,2021,Pant el i | .®menkelizdvpjen? i@ KoBihe liekori g r o gnajadominantan
sadr gaj gal ne i fKamnemked dl. £2004p0k umetil k etilsestri fenol@h
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kiselina, prvenstvenetil- i meti-galat identifikovan kod uzoraka kominesemenkkojes u @r o g |

procesfermentacijglLingua et al. 2016) Elaginska kiselina (dimerni derivat galne kiselimep i | n o
nastaje tokom starenja vina i moge bi (Garridonar k e
& Borges, 2013) me L ut i m i/di njeniglkkiozsdesit i ankavéingfikovaniu komini (196

1040 mg/kgSM),s e men ki i p(oKkaogiircii e olgitlrmdo et al , 201

et al., 2020)Visoka koncentracija elaginske kiselinea L g m aemenki autohtone sorte Prokupac
(GolLevac et al .al, 2026) hj@govin Rlenavima ( Z d u reit |  e.tPoreal |
navedenog, gali elaginska kiselina su gradivne jedinice hidrolizabilnih galotanina i elagitanina
(Garrido & Borges, 2013)

COOH R,=H; R,=H: p-kumarna kiselina

S R,=0H; R,=H; kofeinska kiselina
R;=0CH;; R,=H; ferulinska kiselina
R,= OCH;; R,= OCHy; sinapinska kiselina

COOH
R, R

2 R COO
:O,A\\/
OH OH
HO HOOC

R=H; p-kumaroilvinska kiselina (kutarna kiselina)
R=0H: kafeoilvinska kiselina (kajtarna kiselina)
R=0CHS;; feruioilvinska kiselina (fertarna kiselina)

R,=H; R,=H; p-hidroksibengoeva kiselina (OOH
R,=0H; R,=H: protokatehinska kiselina
R;=0CH;; R,=H; vanilinska kiselina
R,=0H: R,=0H; galna kiselina
R,= OCH,; R,= OCHy; siringinska kiselina Ry R,
OH
elaginska
kiselina
Slika2.3.St rukturne formule nekih fenolnih kiseling@epurnjniho

Hidroksicimetne kiselinesu veoma zastuplijena grupa fenolnih jedinjenja u komini, semenki,

p o k o &giecpiu(TabetaiP). Glavni predstavnici ove grupe :stimetna kiselinap-kumainska

kiselina, kofeinska kiselinatrans) ferulinska kiselina i sinapinska kiseliave fenolnekiseline se

naj |l egl e est ar hikinskuilngku kiselinuzNaa j g eel gd ree ,s njihotli estrie k t 0 v
sa vinskom kiselinondiestri) k a o  ¢is/ttans zamerne forme fertarre klsellne (feruloilvinska
kiselina), kaftarne kiselingkofeoilvinska kiselina) i kutarne kiseke (kumaroilvinska kiselina), koje
najleglie egzi st i rklecceetalp201d;diget at, 2015; JokéaRmbkcios et

al., 2014; Kammerer et al., 2004; Lingua et al., 2016; Perestrelo et al., 2012; Pérez Navarro et al.,
2019; GukoviZinadtajalo. prdGacG)t vo hidroksici metni
verovatno zbog oosstuatoavkia dpeurlipvea,t i p onfgmmerey e al.lk o n c €
2004) Ciklizacijom cis-2-hidroksicimetne kiseline i njenih derivata nastaju laktoni poznatiji kao
kumarini (Garrido & Borges, 2013J komini,s e me n k i  CabegmnetiSaugigneaiMerlot-a,
Rieding-ai Prokupaea detektovarje kumarineskuletin i njegov glikoziceskulin( Pant el i | e
2016; Pi nt aHskuletinnasaje iklizacipr@ HoRihske kiseline.
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Stilbeni (CéC2Cs) se sastoje od dvai sarmpovezanteteriskima mogtoms t e n &
Najpoznatiji stilben je resveratrol i njegov glikozid piceid, kapgu bitiu cisi transobliku, i kao

takvi egzistirajuuk o mi ni , s e me@&p u(Angstasiadi gtialc R012; Di Lecce et al.,
2014; Katalinil et al ., 2010; Perestrelo et
2020(Tabela P). Ve | e rkraciecier esveratrola su pronalene u
oblik resveratrola nalazi u tragovin{&arrido & Borges, 20130 s e me n K i [ pokogi
identifikovani dimer, trimer i tetramer resveratrglaGu k o v i |  .eQligoraerm-oksidazion2 0 )
oblicir esveratrol a, p 0 z n at dvipiferin)lstadominamtno priswgni u peteliki ( u g |

g r o (Abaatasiadi et al., 2012; Ferreyra, Bottini, et al., 2021; Leal et al., 2020; Quero et al., 2021)

2.3.2. Flavonoidi

Flavonoidi i ma j u 7 é&nileedzogirdn kskele(CsCzCs), koji s e sast oj i od dv:
prstena AiBk o] i SuU spojeni p r m@rikjun) preera € (kandenzioMan prekoo g  p
ki seoni |)fShkp2MmBarzhi kuj u se g dlavonolikflavars,favafrdoh, v o n o i
flavanoni, antocijanidini izoflavoni. Ova podela flavonoida je na osnovu razlike u strukturi, koja

u k | j wasparedadroksi i/ili metoksi supstitueata | @ dvbstrukeaviezePrsten C ne mora
uvek biti u obli ku heteroci klgitlon g eadebd gagarl g ,a v
flavonoida kojise nazivajthalkoni(Bravo & Mateos, 2008; De la Rosa et al., 20 B3avonoidiu
komini, pokogitegi esemenkiiraju u fOglkoidesg! i ko
monosaaridima ili disalridima. Prema literaturnim podacimagmenla s adz §dal aj no Vv €
koncentracijif | avonoi da u por(eDlierjecccea egokadgi,c.2r@ 1 4;

Flavan-3-oliu svoj oj strukturi n e>iM& atama,chemajs dksogrkpu nav e z u
Ciatomu i sadr ge s u psatému {Cprsten@elaRosatét ag, 20aPanonerg C

dimeri, oligomeri i polimeri flavar8-ola su dominantfenolna jedinjenja s e me n kalisegr o g L
mogu nal i § e niikomik @apélacH.Flavan3-0l i su | est o spojeni

se retko mogu n @hrido&Bofgesy2613)Glayhi prédstaxriciflavas-olakoji

sun a L esemenkmasu katehin(epi)katehin (stereoizomer katehina), galokatehin, epigalokatehin
(stereoizomer galokatehina) i njihovi galétiL u o et al ., 201 70QligoPeamt el i
flavan3-oli se naavaju procjanidini ili proantocijanidinj dok se polimera forme nazivaju
kondenzovani tanin{De la Rosa et al., 2019Y komini i njenim konstituentima, prvenstveno
semenki domi nant no su pot(B-tiplpeonijanidicai(Bh,eBR,iB3, B4, r i me
B5, B7 i C1)koji se sastoje od monomernih flavarola spojenih jednom € vezom zatim (A tip)
procijanidira kod kojih sumonomerne jediniclavan3-ola spojene sa dwe-C veze,i procijanidin

galatil Lur ko et al . 6 2010;0cs¢éJaBall 2viacs e¢t aal ., 2014;
Pérez Navarro et al., 2019; Rodriguez Montealegre et al.,.2006)

Flavonoli ili 3-hidroksiflavoni zajedno sa antocijanimaiflavdo | i ma | i ne domi nan
fenolna jedinjenja u komini, pokogici [ s eme
pokogi ci [ t o -Orepljil keoyd ied au, oibDIgil krded’3ei dua fiotag | i7k
identifikivani flavonoli su kvercetin, miricetin, izoramnetin, siringetin, laricitrin, kampferol,

taksifolin, i njihovi glikozidi (najlegie su
digiuk o zi di [ heksur oni(dii nQuaj leegiad .g| WwRkoulr6o n ilLdu)o

2018)(Tabela 1P). Pored navedenih formi flavonola, kveregtrutinozid (rutin)i kampferot3-
Orutinozid su det ekt ®e@uikdmmii(Tahmaz etrak, RO21Hgkeskw g i C i

pokogi ci detektovani i nek.i komp !l edeatali20l8)u mar o
Kvercetin i nj egovi deri vati su dominantno pr
Cabernet Sauvignon, Rieling) i autohtoni h sor
(Dabetil et al., 2020; Ivanovdidt eal .al .20210;1¢

Montealegre et al., 2006)
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R,=0H; R;=H, kvercetin
R,=H; R,=H; kampferol
R,=0CH;; R,=H: izoramnetin
R,=0H; R,=0H miricetin
R,=0CH,; R,=0H:; laricitrin
R,=0CH;; R,= OCH;; siringetin

R,=0H; R,=H: katehin
R,=H: R,=0H.: epikatehin

OH

HO

HO R,=0H: R,=H: procijanidin B1

Ry R,=H: R,=0H: procijanidin B2
. s Kamarail
“Glukoza —— Feruloil == o
i Kafeoil |
G]u]mzn'IJ L = | 0.2 Z OH
R,=0H: R,=0H. R;=H. cijanidin K\ 3 on o HO.
R,= OCH,; R,=OH: R,=H. peonidin on 4 y g
R,=0H; R,=0H; R,=0H: delfinidin Ho__# 2 o o H
R,=H: R,=0H; R;=H; pelargonidin ™ | j_;\ H
R,= OCH,; R,=OH: R,=OH: petunidin o R
R,= OCH,; R,=0H: R.= OCH,; malvidin o R, (-)-epigalokatetin
R,=0H; R;=H; procijanidin B3
R,=H: R,=0H.; procijanidin B4
Slika 2.4. Strukturne formule flavonola, flava®ola, prdantox i j ani di na, antocijana i an

komi ni, semegkpugrrpoogkloagi ci i | i

Antocijanidini ili derivati 2-fenilbenzopirilijuma (flaviljum katjon) su bezbojni i nestabilni
molekuli, koji se u prirodi retko nalaze u aglikonskoj forbhi. pok o gi ci groglLa | e
antocijanidina (cijanidin, peoni din, del finid
nalaze uformi glikozida (antocijani) Ant oci j a rstabilnbsmif&gljw rastvaeljivast u
porelenju sa (Renld Rosaiej a.,n2D019;i Garridm & Borges, 20¥3)tocijani su

naj |l egl e n antoeijanidin3tO-mbrmglukadzida ili3,50-diglukozidg me L ut i m, gel
ostaci mogu biti i galaktoza, ramnoza, arabinoza, ramnozilglukoza, glukozilgl¢&oftaoza) i

ksilozilglukoza (sambubiozgJabela P). Antocijanis u odgovorni za bojhu pok
derivati malvidina kojisu dominantni up o k o ¢ icmila snar t i gvrste YJitls avinifera
MeLut i m, antocijani emperatadprisustaoskesdohika ipremenunpel v i s

sredi ne, usl ed | ega podl egu, li ndegjajurbajadRominantno, st
prisustvo malvidin3-O-glukozida i peonidirf3-O-gl ukozi da | e pot vGahesmtrn 0 u
Sauvignon Merlot, Mugat Hamburg i Prokupad.orrain et al., 2011; Mitic et al., 2012)ntocijani

se takolLe akumulirajstareémnjghdui vp unlipbieo jhaatitishetr il
groPlba.ed navedenog, u pokogici gradegilliumaa | e s
derivati antocijana kao i piroantocijani koji nastaju kondenzacijom antocijana sa piruvatom i
acetaldehidom (vitisin A i BJraige et al., 2014; Lingua et a2,0 1 6 ; Pantelil et .‘
Navarro et al ., 2 0 Anfbcijanskiwpiofi je relativie ustaleh za svakdi 8ozt )

g r o gzhvesi od porekla i vrste vinove lozdepena zrelosti i vremenskih uslof@breque et al.,

2013) dok koncentracije antocijana mogu kiialH aij n
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agronomskih faktoréBindon et al., 2011; Garrido & Borges, 201R)o | i | i na ant oci j ar
varijabilna i zavi si o d trdasjdi ostovainiglacieg(Binuonetale s a |,
2011)

Flavanoni i flavonini su kar akt er imali d me aikkomnp o nMeenltekii m,
flavanoni garingenin, hesperetin, eriodiktiol i njihaglukozidi) i flavoni (apigeninluteolini njihovi
7-O-glukozid) s u u mal detektdvaniisi el niennakmia, p ok o §i R(Pantel ik o mi
et al., 2016; Perestrelo et al., 2012:; Pintal

2.33. Obradakomine i &strakcijafenolnih jedinjenja

Svega komi na i makojvarisazdvisn® addorékla komineo driepemog pritiska
tokom presovanj a. vddeolgutainm, awias mkkdairaggdrnggatipnoe i me n
utilng emau hemijsku, mikr obGaccialomillo& GonzaerSandases k u s
2017)Ovo je |jpeprse wakmoeatkom vremenskom periodu
koju je potrebno preraditi i procesuirdigkobi s e sprel il a degradaci | a
komne.Do sada su najlegle korigleni rtipiznihovai t i
kombi naeirjadnmekakp biseodr gao sadr §gaj antocijana i

(Augustine et al., 2013; Ayed et al., 1999y e vi ge se i spituju i kor i
(s u g ¢oplimerazduhonili liofilizacija) zaobradukomine (GarciaLomillo & GonzalezSanJosé,
2017; Hogervorst et al ., 2017; Larrauri .et a
Pokazano je da Iliofilisawiigiuzoa drienakjb jedigema ni hp o
antocijana i fl avonol a u rigan uletivennijplnojigakuraugmir ccii m
(Tseng & Zhao, 2012) Me Lut i m, dpokapwénbi gani uzor ci k o mi
tokom skl adigtenja, gto se pripisuje njmhovoj
doprinosi oksidaciji fenolnih jedinjenj&arciaLomillo & GonzalezSanJosé, 2017; Tseng & Zhao,

2012) Suprotnoph o d nom i sliamaarigiak (@9®Mu su nagli znal aj nu

ekstraktibilnihfenolnih jedinjenja kondenzovani h tanina za pokog
sugni ci na 60 AC, fenalnitzjetinjénjgg tekp r 5 ma h g reirng kemine kop

SuUu sugeni na 1 G)J(Deﬁe@attempelaM|AO/ relnsepistuugjenj a na pr
fenolnih jedinjenjaP | ani ni | sepokazalida C2@EH) e Jo@mimidajemajoole 7 0 A
rezultate.Treba napomenutia je liofilizacija jako skup postupaklie st o ni j e pogodn
obradw el i ke k o l(Galcialormillol& GonzalezSanJosé, 201 el i na ovi h i st
ima preliminarni karakter i baziranjepar o c e n i ut i caj a gpekizofotorhetrisi h t r
analizuciljanih klasafenolnih jedinjenjaUt i c a | | i of i tbplinz \eazduhpn® ai sedge¢a
p o j e dhfananihpedinjenjau kominii njenim konstituentimanije do sada analiziran.

Ekstrakcija, izahcija, karakterizacija i kvantifikacija predstavgal e dei i korak u i sk
i visoko vrednihfenolnih jedinjenja(Fontana et al.,, 2013Br oj na i ssti bazigriawva nj a
ekstrakciji, valorizaciji i primenfenolnih jedinjenjaz komine i njenih konstituenaf&ontana et al.,

2013; Garcid_omillo & GonzélezSanJosé, 2017) gt o predstavlja jednu o
i skori gl @appzBelobitepah, @21)T ehni ke ekstrakcije su do:
godi na, kako bi s e dobil e dovoljne kamdw i | i n
komercijalizacijuGalanakis, 2012)zbor ekstrakcijeavisi od kvalitativnog i kvaitativnog sastava
ekstrakta, bil j-nemigkihswwijstava jedinjarja&ojaise ekstrahiuju (dastvorljivost,
pol arnost, hidr of oCoahsetalj2020;dHogervorsketal., QNG fostd n o s t
standardni metod ekstrakcije, ali se za ekstrakciju fenolnih jedinghkjoimi n e, semenke,
igepumd jnlee g I lev rksatrl@ksaakcijapr al ena mehani kloiringihegae
ultrazvula (Alara et al., 2021; Coelho et al., 2020; Fontana et al., 2013; llyas et al., (Z6BE)a

1P.Lvr-sebna ekztatseml'{c/iajmas«ontaktu | vrstog matr
proi | emu dol azin dommi gkatij ¢trasspor (Ceelhaeh s e)
al., 2020; Fontana etal.,, 201B)f i kasnost ekstrakcije senamaouge p ¢
gradijentu koncentracije, k o e flii izborprme adékvatnihd i f u z

eksperimentani h pr ame ttaernap ekraaot uggtao, svur eme ekstrakci |
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materijalaieks ak ci onog s alealssttivca® i polamegrdans n v(@oellzoletaal.,

2020; Fontana et al., 2013; Hogervorst et al., 2017; Pinelo et al.,.2D@anol, etanol, aceton i
voda su najl egl e fénolmhijeiphjenjezikoninai njeni kohstitackatéRinela

et al., 2005; Spigno et al., 200 e L u tefikasnost ekstrakcijienolnih jedinjefa iz semenke i

p o k o g bokae poJarmimvodaalkohol rastvorimgvodeni rastvori metanola, etanpiavodenim
rastvorimaacetonazbog polarne prirodne ovih molekifkallithraka et al., 1995; Yilmaz & Toledo,

2006) Spigno et al. (200Ru pokazalda jep o v e ik@neeptracija fenolnih jedinjenja u ekstraktu
pokogice sort e pypdedigpoav eBladelhpedea etanolu (od 10% do 60%), pri

l emu je 50% etanol oznal en KkiEtaool jo pastuparmjeftmo e k s
ekstrakciono sredstvo,jeusnau|GRAS kasriujse g kpoordi
prehrambenoj industrifFontana et al., 2013%a drugestrane metanol (100%, 80% ili 50% metanol)

se pokazao kaonajbolje ekstrakciono sredstvo zatocijane iz koming Pi nt a i eit al
monomerne flava3-ole iz semenkéKallithraka et al., 1995)Pi nt a i etprald| agao 8¢
metanol kao najbolju opciju u industrgi k 0 s @sokgpenbsi fenolnih jedinjenja iz komine.
MeLut i m, ekstr akt iprehkambhenoj irdestrijd & zghtevajudad@nu sbtady u

uparavaie na vakum wuparivalu kako b i s e tinalhuo ni o
rekonstituciju u vodiVreme ekstrakcije, temperaturgoH ekstrakcionog sredstva gako bitni )
par ametr.i Koj i ut i | iefikasaostiekstaakcijidnainih sedinjenjéizkdmoe i g | e

(Fontana et al., 2013; Vatai et al., 200@pkazano je daetmperatura ekstrakcije na 60F@rimena
Azakieljenin fekstrakciorin medijuma( naj | egloe ®Hadr oo 1 %p HHCed) a rujt i
sadr g aj denolnik jedinjenjdh antocijanau ekstraktup o k 0 g i ¢ é/ata et alg 20@9)

Ve | ifemanih jedinjenjasei z v I a| i i z ma turdvakaraka dekkse tprimanorm i | o n
ekstrakcije u tri koraka a j | ppayd tei g e n e z nua ts rmafengjrihjeslinjenja(Foetana

et al., 2013) Za ekstrakciju vezanih fenolnih jedinjenj@ophodno je primeniti alkalnu, kiselu ili
enzimsku hidrolizu. Posl ednji h godina se sve
su mi krot al asna ek s¢kstrakkija, eKsteakcija soplgmevodkn pgod pritlskora, C O
ekstrakcijgpr i menom pul snog etnapknskge | @ o gp pdodappesaref v i S
al., 2021; Coelho et al., 2020; Fontana et al., 2013; llyas et al.,.2020)e L ut i m, nsuveden

jog wvwataaja il se primenjuju na | aboratorijs
strulni kadar i jog uvek nije det al (Coelboetak,pi t a
2020; Fontana et al., 2013YJedostaci kstrakcie| v r-ts e |sowelika p o t ekstrgknignag

sredstvaiener gi j e, melLutim ovaj tip ekstrakcije

trenut rugi A daree a(Coelhaet an,2020) a

234. Anal i t iukakakteriragijifenothi jedinjenja

Uanal i zi fenolnih jedinjenja se najyvkojgeu kori
razvijene sa cil jem fehanihgedinjamidr edidr gadgdr fgralgi u k u p
jedinjenja (ukupni flavonoidi, ukupni antocijani, ukupni flavonoli) i antioksidativha aktivhost
dobijenih ekstrakata. Ove metode su bazirane
r a z | sydstitutsaningrupa koje su sastavni deo fenolnih moleKilantana etal2013) Me L ut i m
pomenute metode nisu specifilne samo za fenol
analiziranim ekstraktimalz navedenog razloga, ekstrakte mneophodnododatno analizirati
korigienjem razlilitih hromatografskih tehni
kvanti fi kac ifepoiih dinjegad i nal ni h
Spektrofotometrijsko femhiejédinjengng el essatda gmqg laa akiu
pristup u karakterizaciji ekstrakata dobijenihkizo mi n e, semenkep yjpiaikie gi c e
korisne informacije o relativnom sastavu uzo
najlegie se primenj uj eji kkodrblioGiocatemdyv test(GBlgnj 201A)e t o d ,
Dobijeni p o d a c ifenainé jedinkenjgim vitro antolsiddtienyl aktivnosse mogu
uspegno iskoristit.i z a p rkaminei njenh konsotdem g k e Ma kK ut v
u slulaju vigekormpomeageand$h wueomalie Feaothimk ov at
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jedinjenjima (proteini, aminokiselingyeki ugljeni hidrafj , gteo pda vidno veliu
ukupnihfenolnih jedinjenjgGulgin, 2012; Prior et al., 2009Xod multikomponentnih uzorakava
metoda mernjihov ukupan redukcioni kapacit@tuang et al., 2005)

Zbog kompleksne prirode dobijenih uzoralay e j e v a primenif viséko esetljivih i

sel ekti vni h a rkardkterizaciju femolnilekstekata id lkominea njenih konstituenata

Zbog polarneprirode fenolnih jedinjenja z komine, najleglie korigl
karakterizaciju ikent i fi kaci ju fenol ni h | gspamgionanmetoda)) e t
preciznije telna hromatogr af-éfikasnadvlisa kh hmo metrd g
(UHPLC) (Fontana et al.,, 2013)Odabir adekva n e kol one, S | psimeaama r
odgovar aj ul iedpstugheststaridardad aj e mo gaudzdvajad detekcip |
kvantifikacijupoj edi nal ni h fenol niNmjj edil ®j &mj aagalize @ k s td
fenolnih jedinjenjjgr o gL a, komi ne, g e p ose DAD@ipdeipp phétadigdeaoray i
detecto}, fluoroscentni detektorfliorescence detectpr maseni detektor (M8i tandem MS/MS

detektor) (TabelaR). HPLG-DAD tehnika se pokazala kao efikasna u analizi fenolnih jedinjenja,
melLutim ova tehnika ima | esto eksgakstak D] enwagdr |
st r ukt wrfenana jedinjerljaggt o moge dovest. d o (Fontang etalg n e a
2013. PrimenaHPLEMS t ehni ke u analizi fenolnih ekstra
strukturnoj karakterizacijip o j e d i fanalhim jedmjenja Primena masenogdetektoravisoke
rezolucij e (kao ¢gtdajsar mMadiuiltmapy ainljia dBokF) sk
identifikaciju nepoznati h | edaisgmenkg rao (Dkosawn al i
et al., 2015; Ji et al., 2015; Pérez Navarro et al., 2B®lednjih godinasese vi gsel|l kdei s
detektori:(1) maseni detektor sa tri kvadrup@laD i Lecce et al ., 2014; L
2021; Pant e|l(d)ibn trap(MS3 (Perestre® @t hl6 J012; Rockenbach et al., 2q3})

ToF time of fligh) (Di Lecce et al., 2014)(4) OrbiTrap( Nat i | et al ., 2021; |
za identifikaciju i kvantifikaciji enol ni h j edi njenja u gemngilki , p

z
t
u

Vel ipredhodnihi st r a ¢ i fokasitanaa na jkaakterizacikominar e gi onaihno v a
dominantno uzgajanh s o r tiz Arggntine (@ntoaiolli et al., 2015)N e ma |(Klaremerer et

al., 2004) SAD (Deng et al., 2011 Brazila(Ribeiro et al., 2015; Rockenbach et al., 2Q0P2ytugala

(Oliveira et al., 2015; Peixoto et al., 201&r | (Amastasiadi et al., 2012; Drosou et al., 2015)
FrancuskdKy et al., 2014)i Srbije( Pi nt al eQve stutlije na e2g0i 108n)a |l inog ivag o
uzgajanim sortamag r o ¢sili @okazale dominantno prisustantocijanidin3-O-glikozida u

p o k o ¢ icroilasnoar t i flavan®-gldli arpantocijanidim u semenkama stilbenaug e pur i ni
grogla. Uprkos | injenicdbrdbgnsh fSemolnigripgdar
komi ne aweé loihm®ni h suwdetaljioanplizigne u kealo ryit drolupmilik o mi n
Tamjanilke. Ove dve ssumapezndie o @l a o lkuohtgesprenn eGupi , pozn
vinskom regionu u centralnoj Srbifi Zd uni | e.tPrdleodino je pokafanolla)semenka
Prokup@ai ma naj vel i fenanhrjegiajgnjg uTkPWCP niuh porelenj u sa
crnih (Caberne Sauvignon, Merlot, Caberne Franc, Sangiovese, Shiraz) i belih (Riesling,
Chardonnay, Sauvignon Blanc, Welschriesling, Pinot Gris, Petra) sajtig@anteli et al . , 2
Fenolni profineki h autohtonih sorti grogla Prikppadk o gi ¢
Smeder evka, Bagrina, Gup !l j an k preghoddoasu ipubl&kkdvani Cr n
(Dabetil et al., 2020:; Mitic et ZHuni ROo&p:; aNa
melLufjom uvek neduHRUCATQeOrbdraptkardkierizaijafenolnih jedinjenja
fermentisane i nefermentisakemineod navedenilautohtonih sorti

2.35. Funkcionalnas voj st va i b i orihgedikjeajakarkirte i njemhokanstituénata o |

Brojna bioaktivna jedinjenja ipriavpda oksidatynog t i ni

metabolizmak a o gt o s u r e/é drugisiebodni rddikafi{@utgin, 2012y Power et al.,

2013) Ove reaktivne vrste nastale tokom nor mal n

egzistiraju nazavisno i podsti|]u oksidativne |

na | el ij s@ilgim 2012; Pawer et al., 2013RO0S u fi ziologkim ko
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neophodanzaor mal no funkMebot smn]j kenedhtracdijeR1jo@ .da izazovu
ogtelenje proteina, i pi da, nukl einskih kisel
radikalskih reakcija i mutacijgGulgin, 2012) U organizmumo g u nastat.i i dr
neradikalskeROS vr st e, kao gt 00O)shipohlowtidperaksitriti di singtetkis i d
kiseonik £O). Vodonik peroksid nastaje u organizmu kao-prusduktoksidativnog metabolizmad
superoksid radikal anjona éb. Preko Fentonove reakcije u prisustvu jona medalg e n e @H ¢

radikal(OH’ﬁ,kojisu poznat. kao najreaktivniji ki seoni
(Gulgin,2012)Ovaj mol ekul moge | ak omod @®u ldéad wivambfugcip i z m
signala koji re@uldn2012) ekspresiju gena

Hr ana i bil jni ekstrakt:i su dobar izvor razl:i
karotenoidi) koj poseduju potencijalno dobru antioksidativhu i antiradikalsku aktivnost.
Antioksidativna aktivnost fenolnih kiselina i njihovih derigat z av i s i od: (1) b

supstisuisanih hidroksilnih grupa; (2) prisustva drugih supstituendtzomagp o | aujodnosu na

OH grupu(¢ (RiceEvans et al., 1996; Sroka & Cisowski, 200Pokazano je dalerivati
hidroksicimetne kiselineimaju v e [ i antioksidativni deriggimaci t et
hidroksibenzoewkiseline . Me Lktivhastovih dexivata u okviru klase a v i s i oadmpol oc¢
ili p) hidroksilne grupe, sternih smetnji susednih inertnih grizpatoksi grupa) glikozilacije i
tendencije da grade estre ili laktdiziedzic & Hudson, 1984; Gocer & Gilgin, 2011; Gilgin, 2012)
Sadruge strand,favonoi di su veoma efikasni antioksi da
heliraju neke metaleno dul i r aj u aktii ma oisti mtael @ingregepiofinsasa Nz p ¢
Na ovaj ra | flamonoidi g te bd kadiovaskularnih kancerogenih drugih bolesti,ali je njihova
aktivnost | est o bodpstupnost lapsortije(@iicm, 2018) Artiaksidativna i

bi ol ogka aktivnost flavonoida takole dgavarmnesi 0 ¢
za ukl anj anj e r &dtehél deb Brstenia(d)@,3 dvostbukasveza u korjupacp

4-okso gruponu C-prstenu; (3)prisustvo hidroksilnih grupa nas@ Cs poziciji; (4) glikozilacijg i

(5) raspored/broj hidroksilnih i metoksi grugRice-Evans et al., 1997; Rigévans et al., 1996)

Poj edi nal n#avonoidasst ipokazalgda kvercetin, miricetin, miriceti¥8-rutinozid,
(epi)galokatehin,monomerni flavafB-ol galati i antogani (prvenstveno cijanidin, dtfenidin i

malvidin glukozidi) ispoljavaju visoku antioksidativnaktivnost (Rice-Evans et al., 1997; Riee

Evans et al., 1996; Tabart et al., 2008s0koj antioksidativnoj aktivnosti kvercetina i miricetina
doprinosiveliki broj slobodnih hidroksilnitsupstituentagposobnoszmere  p o |dwsfrakgveze

u C prstenu koja omogulava del okal i zadikglau el €
nakon donacije vodonik@®Rice-Evans et al., 1996Dvi flavonoidis u domi nant no naler
semenki i k o mi ni vigpk antipksidativipitpatenajdijihoailyfenplrhvekstrakata

(Xia et al., 2013)

@ - : )
Antioksidant

@. n :@ \ -@"’
Slobodni radikal @Y;. @
(A):@ +(B)-

Slika25 Gematski prikaz neut r aaS$ET e reakcisrimontebadizmina (prewetd ix a | a
Miguel-Chévez (2Q7))

(SET-korak 2)

Princip neutralisanja ROS i drugih slobodnih radikala bioaktivnim jedinjenjima je zasnovan na tri
razl i | it adelowanja:.goremogunama vodonika (HABJika 2.5) prenosu poj e
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elektrona (SET)Slika 2.5)i sposobnosti heliranja prelaznih metéaranato et al., 2018; Giilgin,

2012; Power et al., 2013; Prior et al., 2008yi meharemi se mogu pratiti kroz nekoliko brzih,
skriningin vitro antioksidativnih metodavietode zasnovane na SET mehaniZifiolox ekvivalent
antioxidativni kapacitetiEAC),Sposobnost rediukici j ed ji(6RPaKufgia o g
jonredukugnutiiao k s i d @WPRAQ) Sposobmdst sgkupljanja DPPiddikala pPPH'

tes), Sposobnost sakupljanja ABT&dikal katjona(ABTSA “tes)) mere sposobnost potencijalnog
antioksidanta i1l1 ekstrakta da pr eedukagju preel e k't
oksidantnih metaldVetode bazirane ndAT mehanizmuKapaci t et apsorpcije Kk
(ORAC), Ukupni antioksidativni parametar hvatanja radikal®&A&P), Inhibicija LDL oksidacije,

Ukupni kapacitet hvatanja oksi radikal@QSCA), b-karotent e st o0bezikagteav an |
Ableachingitest)i hemiluminiscentni teytnisu zavisn®@ d r ast v ar gilpratesposgbritdsts r e d

antioksidanta il ekstrakta da s(@anatpdt§l.a2018;:Ah v a
Gulgin, 2012; MiguelChavez, 2017)0vV i testovi su jeftini, l aki
osetljivu opremu i mogu se Kkoristiti zao dr e L iavkatnijven o st i speci fil

multikomponentnitekstrakatgGranato et al., 2018\ eki mikroelementi poputyg o gslineophodn
zanormalnf i zi ol o glkell Mejleukjanigjvwo g 1245 Fet)Be vi gku mogu del
pro-oksidantii ul esni ci F e nt okojiwea ubrzancefarki@ju yismko reakkivai m
hidroksilni i peroksidni radikaliHalliwell & Gutteridge, 1990) Mera $osobnost supstanci da
heliraju | onmeddavljesd lmeuluacviijgak nj i h o vio\gvokentanave j a u
reakcije ko@ doprino$ potencijalnomoksidativnan o g t eiil @ h jjPjoe ed navedenog,
procenjuiee d u k u j ykoja memil@pacitet ekstraktda donira elektron i redukuje potencijalne
pro-oksidante (npr. Fé jone) (Giilgin, 2012) Fenolna jedinjenja spokazala dobra svojstva u
sprelavanju 1| I dMe®t koje 8 O d a Bpospbmostekstrakta dansakuplja
Ahvataf sl obodhie ABTS&X;I prédstavigjusimiddeip ikalnog sistema i mer
sposobnosekstiakta daprekinel an| ane r e ak c(Gilgn, 2p12)Pokkzanodeadai j e
galokatehin i ¢pi)galokatehing a | a't pokazu jAa kthiaywvogtu WPPBr el e
monomernim flavonoidima i nekim fenolnim kisghma(Tabart et al., 2009)Fenolni ekstrakti
grogla, komi ne, pokakzuju gdiohruantioksidasveumektiviiog i sposobnost
sakupljanja sl obadadomndrho rmak &kzad rmq Wt me hevkdgrthee st 1
brzih in vitro antioksidativnih testovd Da b et i | et al ., 2020; Ky et
Peixoto efl., 2018; Rockenbach et al., 2011; Tahmaz et al., 2021; Xia et al., 2013; Yu & Ahmedna,
2013) Kao gto je poznatjedipenpaagemiaama pd i e E3plais @i e h k
pro(antoxijanidini. Napredne studije su pokae da wa jedinjenja efikasno smanjukoncentraciju
slobodnih radikalas pr el avaj u nj i Heloayjuunekep metgina ¢paecsa jsuojic
difenolnim grupama,vezuju ciinepr ot ei ne i modul iraju puteve
lelijese gPppoolifer aci jmitohondrigimwupdreba kisponiky. Gheni mu | i
et al., 2020; Unusan, 202@enoln ekstraktik o mi n e, p 0 k 0 gokazugu potenciainone n k €
pozitivanefekatna zdravljdjudijers manj uj u ri zi k od hronilnih bo
melitus inflamatorne i kardiovaskularne boleftinusan, 2020; Xia et al., 2013; Yu & Ahmedna,
2013)Por ed bi o losh gk ekstrakd mdgu da se koriste kao funkcionalni aditivi ili kao
potencijalna zamena za sintetil ke a(@Beresetals,i dan
2017) Fendna jedinjenjaiz komine, zajedno sa drugim antioksidativnim jedinjenjima mogu
minimizirati oksidaciju lipida ili mogu imati antimikrobno dejstvo protiv bakterija koje izazivaju
kvarenja u hranfFontana et al., 2013; Perumalla & Hettiarachchy, 2011; Yu & Ahmedna,.2013)

Primena kolorimetrijskitin vitro metodamo g e p o s pru Korak u prokemamtioksidativne
aktivnosti analiziranih uzorakdd e L u t deataljnguanalizuantioksidative aktivnostipotrebna je
detaljna hromat ogr af s kfanolkhaediajénjaprimenairaviro ip ial @@k ietd
testovakoji koristel e | i j s, kb dr & [ hiad@sripnesti fenolnih jedinjenja u simuliranim
vitrouslovimgiu k ol i k o j,&vitod ki tegtudile EGkanato et al.2018; Kellett et al.,
2018) Antioksidativnu aktivnost fenolnilekstrakataj e  p o gdeedlitj posée njihove in vitro
gastoi nt estinal ne digestije. Bi odostupnost feno
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zboguticaja sredinemjihove interakcije sskomponentama digestivnog fluida gt o znal aj no
antioksidativnu aktivnogPinedavadi | | o et al ., 20 1 6Dobijéitraauitatis a v | |
su verodostojniji proceti funkcionalnostifenolnih jedinjenjaOd r e L il v & n jjtieksidativre n
aktivnostidaje relevantnije rezultate p o r e leeultgtimiain giteo antioksidativiih testova, jer

se baziranaaspekta kao gto su unos, metabol i zam i | ok
[ e I(Wdlfe& Liu, 2007) Do sada jerimenjenanekolikor az |1 i | i 2@ hptesé mw ac i t «
i i elijske ant iekdtrakatalkarineyseneenkadkit d iy ind e pQivir téstove

korister az | i | i tkantemgenib d el pa k ao Hpltacace2) HTI2S PREZD72,

MCF-7, MDA-MB-231, PLP2, NCIH460i A43 (JaraPalacios et al., 2015; Mohansrinivasan et al.,
2015; Nechita et al., 2012; Peixoto et al., 2018; Pé&miz et al., 2019; Quero et al., 202RPpkazano

je da fenolna jedinjenjaiz komine mogu biti potencijalni inhibitori proliferacie | el i | a
adenokarcinoma (Ca€®) (JaraPalacios et al., 201530k suekstrakti semenkpokazaliefekatna
HeLa(Nechita et al., 2014)MCF-7 ije¢Peixoto et al., 2018PorednavedenogSingha and Das

(2015 su pokazal. da e k mogremaitjaku pomtekbivini aktienostgmotiv § L a
oksidativnog stresa izazvanog®# u tkivu jetreex vivo U istoj studiji,tretmanr az | i | i t i m ek s
pokoijppokaaop oved adr ¢ aj r eduk ov aenmnigo perdksidacie lipidan a |
Samo par studdjje analiziralop ot enci j al no i nhi bifenolnimjedinjgnaz r od u
komi ne, semenke i p o k 0o § (JaraPalatias etrlaa2815; P&ixato etalr, o g e r
2018)pasust oga neophodna budulia istragivanja iz o

U slogenom biologkom sistemu j e v ejedmanja t e g k
Prdpostavlja se dan vivo produkti metabokma fenolnih jedinjenjanfetilovani i glukuonidni

oblici), |l esto i maju smanj e,zhogldodehbo B s batl mhb gkt
koncentracija flavonoida u plazinvivomodel a, | est o jJje nedovol jna o
efekat(Halliwell, 2008)

2.4. Kozije mleko

Proizvodnjgk 0 zi j eg ml eka i ma porast u industri]j.i gi
2030. godineproizvodnjap ov el at i z % (PAOSTAT, 2038).0 Srhijidje poslednjih
godina uzgoj koza u stalnom porastu za3P@o (Petrovic et al., 2017) Rast ul e i nte

potrogalza j 2za ml e k 0o ije pavezano sagutrivmio i fkclomakhien svojstvima

ovi h pr oi zv okvaitetni fcodemi bglja svarljvast:lipidaini ga al ergena s
porelenju sa ,lkaoapisugtvo rfunkadnanikhgeainjenja uglavnom dobijenih iz
proteina (Verruck et al., 2019)Funkcionalngedinjenja,prvenstvendonjugovana linolna kiselina
bioaktivni peptidj i spol j avagaktairr olkki ol og ki h aatdaterogena,o st i
antioksidativna, antirombogena, aninflamatornai antikancerogenaktivnost(Barac et al., 2017,
Korhonen, 2009; Power et al., 2013; Verruck etal., 2®r ed navedenog, ol igc
u kozijem mleku pokazuju znalajna antigena sV
(MartinezFerez et al., 2006)

Kozije mleko sadrgi dobar & dobaainver azota aasdngijalnini h |
aminokiselinaSastav kozijeg mlek@ipidi, proteini, laktoza i mineralimoge da varira u
od genetskih, fizioledghiahmasabbhodgkikmzi alimoma
globulakojes® t e (aagmree gi r aj u pr jjerim dedostajgpaglutinirhkbjigelodgovpran
zaagregacijukma! j i ca masnol eMaun jka avwel ljielm nrdradiap.hgsioc a me
kiselinskom sastavup(isustvo kaprinsle, kaprilne i kapronsle masne Iseline dopinose boljoj
svarljivost kozijegmlekau por el enj u s gVekuckaeval.,j201l9Posebdare fekasne

na poteinimakozijeg mlekakoji se mogu klasifikovati u dve grupe: (1zein ( Us 1 Y s;D o
kazein) i serum proteir{U-laktalbumin,b-laktoglobulin serum albumin i imunoglobulinKazeini

su najzastupljeniji proteini u mleku i predstavljaju 74% ukupnih proteina kozijeg rskeaa j v e | i m
udelom b-kazeina(Verruck et al., 2019)U prirodnom mleku, kazeini su organizovani u vidu
molekularnih agregatznanih kao kazeinske micele (MIN(Dalgleish, 2014; Dalgleish & Corredig,
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2012) koje su u osnovi f or mi r anj Batiwd miaela kzieg e |

kazeina je vela od nativne micele kravljeg ka:
kazeina sa razlilitim -EBNokemmh kogf ¢ godkndvigkiah i r
ml eka), koji omogul av atikazeinskinrmicgléaWamn e, u2 Wha;t r R
2016) Micele su stabilizovan&t r e p| j a  tAihrafi r pICN, jeopv@is @) povr gi ne r
stvarast ernu st abi dazaei mucel sp melageish/2dld) pr ogi maj

N

4.0 1. Uticaj termil|l kog tretmana na proteine

c

brojnim tehnologkim procesi ma, termi |l ka ob
operacij a, j er tekstualhihei senzarninpswojstava jfirgalaim prazvoda. Tokom
termil|l ke obr ade poeihsthkomplekei £ me lnu r & @ gemm proteinma ni h
(UL A -LG)itkazeinaSlika2.6) Sastav, struktura i di6NMi buc
kao i i1 zmelLu micel arne i st&elnmoobradg ileken(ptemleka, 2z a\
temperatura i vreme obrade) i vrste mlekaeloje 0 b (Peslt etjaly 2IP; Pesic et al., 2014)
Kazeinska micela kozijeg mlekaimatagl i t u st r u k t u rM kravljegpndekae 2bagn j u

razli|litog kazeinskodgi-EWsPadaoénel €Ngadegfj ¢
na st r ukt andukovariihe prateingkik ikompleksdd i z g r a d n-indukovangnr mi | |
kompleksproteina kozijeg mleka | e s sva tiikazeinal U-€I, b-CN, i 8-CN), koji doprinose

ravnomermo | di stribuciji i j al o] i ntfeorrankicriajjiul der

protein/kazeni komplekg®VP/CN) ngp o v rGINM (Pesic et al., 20123lika 2.6¢) Sa druge strane,

kodt er mi | ki tr et i,kanplekg séermijuil 7 rrgl unl ceekrmat ur i sani h
i -C( WP-LN( Anema, 2021; Corredig & Dalgleish, 1
et al., 2016; Pesic et al., 2012; Pesic et al., 2(R€Racije deatuisanihserum proteina (WP a- b

CN su hidrofobngjer -OtN ne poseduju Cys ostatldnk reakcijeVP s aCNW sl mogu biti
hidrofobne i kovalentnéAnema, 2021; Pesic et al.,, Z1U s | u |l a | utretmana (@0°C,k o g
10min), na prirodnon pH kozijeg mleka (6,7), denaturisani serum proteini nisu otkriveni kao deo
rastvonih kompleksaPod istim uslovima, u serum fazi kozijeg mleka je detektovaakrprocenat

nativnin serum proteinadok g vi ge adm9H%osei na kaéziijGelg ml
denaturisano i agregirano sa kazeinimapna v r g iMn(PesicCal b, 2012) Mali procenat
denat urlG ama the bb inimkompleksinmsa-@N,r pr i vi gi dokguH ( 6,
d e n at u-LA vezam za micelu, nezavisno od pH sred®&; 6,7; 6,9; i 7,1jPesic et al., 2014)

Q- e o
¥ 2 - &
90°C, 10min, ‘\U
——
s

pH 6.7 3 ., J

9

B-LG D x-CN

«lA g usCN
e B-CN

Slika 2.6. ( a) Povrgina kazeinske micelemscebegogemmekhi (bet
(preuzeto izKalab et al. (1983) (c) Ge mat s k it e p miadikevianihi nt er akci j a imiceleeilu Kk a:
denaturisanih serum proteina (90°C, 10nkioZijeg mleka, pri pH 6,7{preuzeto iZesic et al. (2012)

Pokazano je da ter mingmaiuticanrae tarkan vinosit] esg r mll ek a

(koagulacije) (Montilla et al.,, 1995) Me L u,t i mor mi r ani kompl eksi ko
funkcionalna svojstva, tehrankcionalna svojstva, strukturu grua , reol ogka svoj s
izmenjenu konzistenciju i viskozitet kiselog gélaHo v j e c k i et al ., 2020;

2018) Pri sustvo agregata serum proteina na povr
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njihove izoelektrilne tal ke, kon tanmegélgDglgeisls,t var
2014; Dalgleish & Corredig2012)(Slika 2.7)

hl
{(& _{) L \.‘f)
3 p)
e g2
‘\ KISELA AT ;A" <,
)
— .\v
AN P X :
p AGREGACIJA .
\.__!)/

Slika 2.7. (a) Struktura kiselog gela sirovog mlefaicele su razdvojene unutargel@)p ) St r ukt ur a ki sel ¢
tretiranog mleka (micele su spojene YWPo | i Ssu vezani za njihovu povrginu i
(preuzeto iDalgleish (2014) (c)Ge mat s Kk i prikaz kisele agreg®Regjé eéer ml | k

2.4.2. Proteini kozieg mileka: Funkcionalna svoj st va i ponaganje tok
gastrointestinalnedigestije

Mal i br oj s tantidksiflaanim szojsteakadzigeq nalekdd njinovih proteina(Alyaqoubi

et al ., 2014; Barac et al ., 2019glavnBaje@kusnaPe gi

bioaktivnim peptidim& o j i s e iozs |koabzpetibnj@h) 4 U ser unmApelB) ei na
tokom in vitro gastrointestinalne digestije i/ili tokom obrade hréBarac et al., 2017; Korhonen,

2009; Power et al.,®3). Proteolizom kozijeg mleka nastaju peptidi kofie | uj u kao Ah
radikala, helatori metala, redukcioni agensi i inhibitori peroksidacije lif@aGobba et al., 2014;

Power et al., 2013)Antoksidativha aktivnost proteina i peptida je povezana sa njihovim
aminokiselinskim sastavortgkacijom aminokiselina u sekvenci/strukturii njihovtm dr of obno g
Upravo lokacif ami noki selina wunutar sekvencestugnosbt ei n
enzimimai podl ognost pr ¢qRoweo & al.t 2013k Tmwkom gastrpistastjnalne

digest j e protei na maogptid, zaadseo altaktivhasta grdtein§zeetristencije
proteina/peptida na gastrintestinalne usloset r uk t ur e pihraneel eg matri ks a

Bi ologka oakbboihiesi h peptida zavi sl akod nnejoidhroa
fiziolobkki hesowvei bazirani na [ edvitrposdkrient ikwd rtj
bi odostupnosti, met abol i @Poner ef al., 2013Horedynavedersog, t | v n
ve | istudijak or i st i s t a tim Vitho gastroihtdstinalnmodel zep Ir la i pEratepliee

proteina kozijeg mlekgkozije infant formule)tokom digestije io d r e L ifunkzionplm@osti

os | ob oL e n(Hddgkipsenpet al.,d&2@18; Inglingstad et al., 2010; KBpfanz et al., 2014;
Maathuis et al., 2017; Nehir El et al., 2015; Pinho et al., 2021, Sietsdk 2017; Ye et al., 2019)

| stragi vanj peptisine fragkajeobijereen aa kdraaj u gast r i primeaomi I nt
in vitro COST INFOGESTs t at i | k e digestgei obranoui nilekaeu pralpokazujudobru
aproksimaciju san vivodobijenim rezultatimgEgger et al., 2019; Sanchon et al., 201&)stepeno
stvaranje peptidge bilo uporedivo kod oban vitro modela digestij€Egger et al., 2019; Sanchén et

al.,, 2018) potewcijalnoukazuje na pouzdanost u interpretadijo bi j eni h rezml t at e
vitro digestionih modela.
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Kazeini imaju fleksibilnu, prirodno denaturisanstrukturu, koja je dioro organizovana u formi
micele. Sa druge straneserum proteini imaju globularnu i dobro organizovanuwitrenzionalnu

strukturu(Dupont & Tomé,20200ve strukturne razlike utilu na

u gastrointesnalnim uslovima ina njihovupod|l ognost hidroli zi od s
(Dupont & Tomé, 2020Kazeinii maj u r el ati vno ot vor eseljivinsmar ukt |
proteolizupepsinontokomgastri | ne,fa@ze digessiljuéaj upa ser u
fazidigestjee zuzet no ot porni naGDuport& Domé, 2080, Eggereta.n st v
2019) In vitro si mul i r ani gastrilni mo dugldveg alsd jrii | mé | jf

koncentracij enzima i vreme inkubacije, pokazuju efikasniju digemost kazeina kozijeg mleka

(infant formula na bazi koziegmleka) por elLenj u s a k a@fantformaeanak r av
bazi kravliegmlekag) i pot vr Luj u ioccpug tdes sflwediggraanwsvimh usloyine n
gast r i | n(ldodgkinsgneetsal, ROjLl& KogBolanz et al., 2014; Ye et al., 201B)LG kozijeg
mlekapokazujeb | ago povel a samou gimgirareniinbvitrd gnaosstinr usldvimakoji

ukl j umiskup e ( 3) u konrentraell emzima(Hodgkinson et al.,, 2018 ak ol e | e
pokamnavi soka ot por nosdtA (kroezij tge nmineksa )t ddk om di
duodenal noj ( dv an dlegingstagea dl.,2010Razlike u dgigesibilnosti &azijeg

i kravljeg mleka ili njihovih infant formwa se mogu pripisati razlikama u sastavu njihovih kazeinskih
micela(Ye et al., 2019)Peptidi( vel i na p erNe k loosm oibad Lfe n i tokom g
kozijeg ml ek &kujwsodpegtiddadvijg nietaGavai zgpeptidi koji su identifikovan

na istim retacionim vremenima za oba uzorka, pokagali v e | i i frakci@mkozijegmieka k o d
(Hodgkinson et al., 2018; Hodgkinson et al., 201®)kazano jeda kazeinis por o os | oba
aminokiseline u plazmi nakon obrokaupont & Tomé, 202Q) gt o se pri pi suj e n
da formiraju koagulunfnerastvornipelgtug a st r i | n i(Bggeuet dl. 2010;d.aNVang et al.,

2018) Konkretnokod kozijeg mlekaposle 60mirostaje mali deo koaguluma (nerastvornog peleta)

koji nije digeriranu s i mul i r anoj gastril,nogt of arziij emad leu | das
mlekom (Hodgkinson et al., 2018Pretpostavlja se da koaguluproteinanast aj e u gast: I
kao posledica niske pH (X Wangetiale2018jYe et &l.k261Bphk t i v n ¢
El et al. (20155u pokazalidaje nakrajpvitoga st ri | ne di gestije steperl
mleka i kefira~27%, dok je na krajin vitro duodenalne (intestinalndjgestije stepen hidrolize i ¢

od 80%.lsta studija je pokazala deakcije dobijenenakonin vitro digestije kozijeg mleka i kefira

imajuz n a| aj reouUamlazaidhibitornu aktivnost, antioksidativn aktivnost (67 puta) i

kapacitet vezivanja kalcijuma-+2puta).Dalje, dbdatak inulina4% w/w) u koziji kefirnije pokazao

znal ajan uticaj ncapanjgpraeknaiakomineitro,gaspointedtirelod digestyje, |
doksuos| obolLene pept ipodkazeturhereaukACHENpilEtorru AlkAiMA3ESIiMmsek
etal,2017)Por ed navedenog, p onknediamiookigelee igpeptidakerino b o L' e
vitro digestija obranog UHT mlekepr e| avaj u pove anje bazalnih F

smanjuju formiranje NO u Il elijama makrofaga i
nivou (Pinho et al., 2021)
U velini slulajeva mleko se termilki obraluj

saznanja 0 ponagdganj u t etokom digésiijePoznatteidaisavakodie pr ot
i kravlie mleko b r g e @ odgnghevtha je r mi | kihmiteka,i ranosl oboleni

i zmenjen profil I u vel i (Almaasktall, 2006aPowepebad.,12Q18)a n u

Ter mi | ki tretirano k oz (r4zistentnobt)eakeina ipsmanjejé gjitoau ot p
digestibilnostu simuliranim gastrointestinalnim uslovima e r j e pMvAQgr B ET iCWNe
denaturisanim i agregiraniserum proteimak oj i ot egavaj u primagAimags di ge
et al., 2006; Barbé et al., 2013Ha drugest r an e , termil ki tret man mc
strukturu serum proteina, dol-ba@Gi-LApbstajiosetjiviir anj
na delovanje digestivnih enzinf@arbé et al., 2013; Inglingstad etal., 20y edhodne | i nj

u saglasnosti sa vivomodelom koji je pokazadat e r mi | k kravifeg relekai®@°c, 10min)
produw @ma 2z a dmlefaauv ad ¢ (a97min), u p o r e L e n tretiranis anlekore
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(~73min)Barbé et al., 2013)sta studijas u g e r segneimsttimrmiranigelt er mi | ki tr et
ml eka jvo@meugeadr §d27min)u gel ucu

2.4.3. Tehnofunkcionalna svojstva proteina kozijeg mleka

Svaka promena na povg i nM, ménjltehnd unkci onal na i t e liBarad, 0 g k a
Pegil, et al ., 2016 ; Barac et al ., 2,0 113i; meB ag ¢
pozit vno il i negativno utile na brojne procese
jogurta, obranog mleka u prahu ili UHT mlekaP e gi | et al ., 2016)
Veiina prehrambenih proizvoda sui maadi gempo o
polisaharide i lipide.Ov i prehrambeni proizvodi zaht evaj
komponenata tokom proizvodnje, kako bi @gezbedila njihova stabilnostdobra prihvatljivost
proizvoda Pr ot ei ni ml eka su poznat ejer pmau dopra nebno i ak
funkcionalna svojstva I giroko se Komsellas&t e u
Melachouris, 2009)Dobr a emul guj ul a i peniva svojstva
sposobnogliu da smpojne i menktlfuazhridr of obni h i hi
(Damodaran, 2005)

Emul zije igraju kljulnu ulogu u formulaci]j.i i
se nalaze u for mi emul zi ja (maj onez zahtevajlesi nz
adekvatnu pripremu kako bi se obezbedila stabilnost kapliigai spnebeljeni pr

(flokulacija ili agregacijak o j i mastdt akbom dugeg vr €Dalgleish, 139K | adi |
Efikasnost proteina kao emulgatora zavisi od strukture protbmzae adsorbcijeadsorbovane

kol i bimelLofaznoj pov rPgirmimeit r u sdkkasbabilgasiro makksn e .
aktivnoste mul zi j e, | esto sluge za paditivaornatogedasd g uj L
amfi f-CNni-CMIsdko adsor buypo vhoajpoieeduddbrme mul guj ul &
svojstva. Sadrugestragee r um pr ot ei ni su manje povrginski &
njihovoj globularnoj strukturi Pe gi (. Uv201 h) slul ajeva su u pr e
ukl jul eni S v Pokgzanmije d@aent r e imi e & a i i proteimi kanjed rkleka t r et
bolje stabil i ¢ uwliimauumiagu sposobnost fermiranjeEeuldije (manji EAI)
porelanjpuoteini ma kr(aPvelgjid falje2e0olmirétiRapkozijenhlekk a
utile na povelanje indeksa stabilnosti sa S me
netretiranim(sirovim) kozijim mlekom.U literaturis @ mo g u  n &Al vrednoatizakézijei t e
mleko, zavisno od primenjene temperatuik i §g i n e trétmaag (207Cj 1®min> 65°C, 30min>
85°C,15s& 125AC,13&6AC, 4s> @egedirrdan avzor &R))13; >
Emul guj ul & es mo] & tkozjegmleko sua a b o Lzavisma(H. Y. Li et al., 2020;

Pegil et.PafBi| 26,Is&poka a( 2 0 1p3sjabinbsé smanjem sposobnost
formiranjae mul zi j e termi | ki tr emin)r ama gp kwezli g rejge ml pH
6,5 do 6,9.

Sposobnost formiranja i stabilizaci | goroipvedae s u

(npr.penast i mkooel suflejtopizip o g i, @lgzoey sladoled), j e r utnjiHow na
struktun i tekstun, tokom ili nakon obrad€Kinsella & Melachouris, 2009)Na formiranje i
stabilnost pene u hramaj wit gé¢ u pr otei ni , jer se brzo apsi«
(Foegeding & Davis, 2011Peniva svojstva proteina zavied vrste, koncentracije proteina i uslova
sredina u kojoj sproteini nalaze. Poznato je da serum proteini daju stabilnije pene od kazeina, jer se
gusto pakuju na smelaelfazajoy mproivbhIgi davan(jPegsius,e
2001))Me Lut i mkomodek!l julemjekavdapeoteahi stil| nij.i
svojstavaPr i mena ter mil|l kog ,t rzemtarhaangaaoi mpHipgn kme¢g ree p
mleka(X. Y. Li et al., 2020; X. Zhao et al., 202@okazano je deetr mi | ki tr et man (!
koi j eg mleka znalajno povelava,usposlb @ar@isims & or m
(sirovim) kozijim mlekan ( P e g i I. Sa deu@els#apgH promeneut i | u na mibj av u
kompleksa,menjgu jonizaciju proteina, distribugi hidrofobnih grupa i strukturu proteing t o
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znal aj no adsordcijufpriotkinajneazduh/vodane L uif aeezul tira u sman
kapaciteta i stabilnosti pefjeX . Y. Li et al., 2020; Pegil, 201

Razvoj proteimpolifenolk onj ugat a k a o aktivmiki komponewata jedzazavapo kaliko
interesovanje posl ednj ifénonipgedinjemjas.e nlaz meljd e p rf a
melLumol ekul ske interakcije (vodonil|l nemen@ue, e
konformacijs proteina(Quan et al., 2019)ako su formirane interakcije a j | rev@rkitgine, one

znal aj mafunicibnalhau tehnd unkci onal na svojstva (rastva
geliranje i peniva svojstva) formiranih protgolifenol konjugata(Diaz et al., 2022; Quan et al.,

2019) Do sada je samo nekoliko studigpitivalo tehnafunkcionalna svojstvanodel protein

polifenol konjugata, ka ¢t o s uprotijankdin(bi telr, 2081) -laktoalbuminprocijanidin

(Prigent et al., 2009palbumininstantz e | e @Au etlala 2007)natrijum kazeinataninska kiselina

(Zhan et al., 2018pvalbumintaninska kiselingY. Chen et al., 2018) -lafiktoglobulinkatehin(Yi

et al.,, 2015) MeLut i m, prema dost up nfunktioralatsvjstaat u r n i
kompleksih sistema kagt o je kozije mleko obogaleno fenc
prebiotici ma, ni su do sada ispitivana. Obzi
funkcionalnost kozijeg mlek@ Ko mes et al ., 2 0, 1négphodfo je tazniotrite t  a
emul gujulia i peni v a sistamaqdkofihzavisi ajinavaprinkenafomnulacik s n i h
razlilitih prehrambenih proizvoda.

2.5. Primena komine i njenih konstituenata u prehrambenoj industriji

251.Pri mena bragna komine, pokogice i semenke
Prve ideje o r ev@ihgodinapzraccg ljag kvoerkian,e biolge 78 u f ol
jedinjenja zadrjdermilhi wrkomiupi .u valorizaci]j.i k
se dalje mogu koristitdi u i zvornoj izblavatikako i | i
bise dobi i ekstrakProispecdhji anAenopeidj apiema @ .
kominecrvenogvina, malvidin-3-O-glukozid) je bio jedan od prvih predloga valorizacije komine, a

njegova primena e pr o grehrambea( Mh@aj a za hr anu, E163), f a
i ndustrij u EKsiraktopmantgcviejtaani di n a iz semenke gr c
komercijalizovan u Francusko i kor i gl en ,dokjpéfecdobkpesor he s

gl obal n oprgzvod kojse koesti decenijama unaZ&hrciaLomillo & GonzalezSanJosé,
2017)Me Lut i m, sviestviilgee vsatgundbigtai mgot seme nkel, poko
finosanl evenog br agna iklaspbioaktivaih jedigjeshjekonsbmujurzajednoii | i t e
omogulmomg luf gramiuf i k a ci jrerultimmbdaijim nwtrisivhien i furdkdionalnim
svojstvimaovih proizvoda(Aksoylu Ozbek et al., 2015; Gareimmillo & GonzéalezSanJosé, 2017;

Hoye & Ross, 2011; Soto et al., 2018)vaj pristupj e ekonomi | ni j i, i ma ma
srednuiomogui avaeposgoni gl en jvisokokmednih fedinjenja (vigha ni h
proteira, minerah, vitamina, i fenolnh jedinjenjajGarciaLomillo & GonzélezSanJosé, 2017)

Post oj i nekol i ko kategor i j a nnaniihmasnihhorazyodag lajp ut
su uspegnbi nbogaimkavkemiiesembnkigpiorkoogi cgBhat oni | et
2020; Beres et al.,, 2017; Cutrim & Cortez, 2018; Gakcimillo & GonzalezSanJosé, 2017;
Kandylis et al., 2021; Sridhar & Charles, 2021)

Predhodne studijéoje su ispitivaleefekatd o d a v a n j lkeomine i ajénim &konstituenata
proizvode poput hleb@ Aghami r zaei et al ., 2015; Hoye & F
Mildner-Szkudlarz & Bajerska, 2013; Mildn&zkudlarz et al., 2011; Yu, 201%iskvita (Acun &

Gul, 2014; Aksoylu Ozbek et al., 2015; FernanBemandez et al., 2022; Karnopp et al., 2015;
Mildner-Szkudlarz etal., 2013) mafina (Mildner-Szkudlarzet al., 2015; Walker et al., 2014)

p al a lliipastk(Marinelli et al., 2015; Soto et al., 201 aj | e g | eo dipmilaviakenais d e
fenolnih jedinjenjakao potvrdu funkcionalnitsvojstavao b o gal eni Ho ¢ r e iijimjwo d a
senzorm prihvatljivost(Tabela21). Povel anj e udela bragna semenki
proizvodimg) e wedn@utidalmap o v esbrgiaksidativiu aktivnost nutritivnu vrednosts a d r § a |
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vlakanai ukupnih fenolnih jedinjenjéAcun & Gul, 2014; MildnetSzkudlarz et al., 2011; Walker et

al., 2014; Yu, 2015Me L u tsenzorna phvatljivost i fizil ke karakteristi
svojstva, tekstura, boj@unaj | egl e o d luddfinisanjub pt if mklt mog uwdel a
proizvodu(Soto etal., 2012 vel i ni sl ul aj eva prsoai zbwaadjin oard kpi
semenke il majpowokesmacepen gl i kemij skiidek ludek&og , p C
Ai zvor (Reindmdedarrardez et al., 2022; Gartiamillo & GonzalezSanJosé, 2017)
Bragno semkokk p dobat sizvax Wpida #&inolne masnekiseline). Br aa n
nefermenti sane komi ngeda seankmtk®j ne plokloigliicree mma

takole utile nabomat reint ihv pu e édnirmsiteh | pnad i z wad
uticaj na zdravlje ljudiBeres et al., 2017; Garelamillo & GonzalezSanJosé, 2017)Mildner-

Szkudlarz and Bajerska (2013 pokazalida hl eb obogalien liofilis
potencijalno s n i grave aukupng holesterola, nivo LDL holesterola $ p r e llimdnua

peroksidaciju, a pawi ava anti oksi dat i v nholestardlat ko pacowa sa i n
hiperholesterolemijomSa dr uge strane, p O pokazugenegativdreuticajlba a § n :
reol ogka dVAgjhsatmM a ztaeedst et al ., .20eblbr, a ghea ad e e n

komine iznad 5% hlebu smanjuje sjdjzapreminu veknd,p o v e kekstugnasvojstvak a o gt o
sut v radgurtivost i poroznostHoye & Ross, 2011; MildneBzkudlarz et al., 2011; Yu, 2015)
Povel anperagudea!| ppalbuditdwe npe smanjenje sjaja, gut
(Mildner-Szkudlarz et al., 2013¥5t a vpokgzano je dadeobr agna k o mimafieima( 2 0 %)
sni heewati van wuticaj ter msmanjerdg a t rtgaakpsainlani hj epr o
glikacije (N*-(karboksimetil)lizingk o0j i nastaju tokom pelenj a.

Ml el ni proizvodi, kao gto su sir, jogurti, fer
bragnom komi ne, (Kaadylis bptlle202l) Mp @k o g i @ einkorpgoracgodni su
bragna dodat no o deficigenih @akana iufenotia gedirjeajgaji doprinose
povel aovgfunkaopaindstPok azano je da inkorporacija br
porel ava antiankcsj dbhetskhu aktivnost ml el ni h prc
mikroflore i o dav@brojser t er / pr obi ot ski h kul t ur(@emitkad& om s
Tarakci, 2018; Fernanddzernandez et al., 2022; Frumento et al., 2013; Roberta Marchiani et al.,
2016)U proi zvodnji funkci on alnvrstamlekaerédmetman mekgp i t a |

koji seprimenjujeu proizvodnj i sirovinak oj a se i nkorporira u matriKk
fizil kohemijske k ar a@andylisi s eti kak, 21)o Bz ag ah a
fermenitisanfefermentisane komine, sememnke p o koadgirae | i | iti h sorti gr

sastav konstituenata (lipida, vlakana, ugljenih hidrata, protpiol#enola) koji moge z nal aj n
uticati na funkcionalna, tehnafunkcionalna svojstva f i-lemijskk d&arakteristike matriksa,
viabilnost sterter i probiotskih kultura i senzorna svojsRr@dhodne studije su pokazale daday n
komine i semenk@emajuuticg na promenu pH jogurtéBrahmi et al., 2020; Mammadova et al.,
2020) dok br agmanjuepblk e gedaost k oakipeldstjoguataRoberfao v e |
Marchiani et al., 2016)Jo gu r t i obogal eni bragnom komine | e
kao iglukozu i fruktozikojesup or e k| om i z (RoberadVarehiani ¢t al., 201i6)n Br a g n o
komine ip o k aeijjé pokazalauticaj na sinerezi€Demirkol & Tarakci, 2018; Karnopp, Oliveira,

et al., 2017; Tseng & Zhao, 2013)i modifikuje teksturu jogurtéKarnopp, Oliveira, et al., 2017,
Roberta Marchianietal., 2016) VI akna | zmdguw gdhal kwatiinekao stab
pokretljivost vode)] i meuinla | vr st i nu i taCounet al. s2018;KKandyjiset al., 0o g u 1
2021) Poredtoga,ggurt sa bragnom p ok o ghrapavoskojainegaieimne n k e
utile na gl at kol uproizveda@andylsesal., 2021)Geheralnc dodasanje
bragna komine util|le na smanpethmumogahaorma e iih:
| egl e ispitukaelidptniamidwad atae si r o vvihim eenzlroimp a N ¢
karakteristikamdTabela2.1).

(
S
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Tabela2.l. Pimena kroand ma&, semenke i pokogice u fominulptcdijzvopdai zvoda na bazi

. Kominaili Udeo br e Zapaganj a
Proizvod . . ! . Reference
deo komine formulaciji (funkcionalna i senzorna svojstva)
PROI ZVODI NA BAZI Gl TARI CA
Povel an sadrgaPodeéel @nns adwvg ak aun la;Spanjénfe sjdjad n o |
Bragno seme 0;25;5;75;i10% zapreminevekn€&manj enj e | v r ;sSSenadrne prihvatlpvdlebo(4) o st i (Hoye & Ross, 2011)
Povelan sadr ¢gaRowdljan ns eshdenothimjédmiahimNpgativam efekat na
Bragno seme 5;10;15;20;i25% reol ogka svoj.stva testa (>10 %) (Aghamirzaei et al., 2015)
Povelan sadr gaRowdlijan ndadrvg ajk amlebﬂpvnr;(::irda Pfoevred la
. . sadr gaj katehi na ;Ro allgntpksidtina akiliviost OPRATEACY ) .
Bragno seme 25, 5,17,5% Smanjeat vr dol a i z;2pbemjganeekere.l ogka svojstve (Meral & Do]
Povelan sadr gajDVARDYidNDW);iPlo vell alnamsadryaj ukupr
. R flavonoida P o b o | gntipksiditevna aktivnost (TEAC)Smanj enj e z apr e miTammiai
Hieb Bragno cele 0:5;110% boja vekneSenzomno prihvatijivsvi model hiebovi (Yu, 2015)
Po \|/_f)e i a n sadr gajUDvd ROVe NDMV); P o b b & dntioksaltvn@ aktivnost (FRAP
. P DPPH); Poe |l an sadr gaj poj edi (HRULCH Pb v é lemnmoshitnd lha ,j « (Mildner-Szkudlarz et al.,
0, g v
Bragno cele 4,6.8,110% g v a k | Prhanjen&ahezivnost i hrskavost 2011)
Pove lan sadr gaj DVdRDVeNDV); Ro v b agniplesiaitivn@ dktivnost (FRAR)
. AP Poel an sadrgaj poj edi (RRLC)NS nhi gkepmh fwlesteiolh LDkhaedteral j (Mildner-Szkudlarz &
Bragno poko 4,6,8,110% lipidna peroksidaija (TBARS);, P o v i Hipke holesteral Bajerska, 2013)
Povel an sadr qiajedinjerfjauflpvorioitiq Pfoebrod Entipksicitivna aktivnost (DPPF _
Bragno komi 6; 10;i 15% FRAPYLepl jiva i manjTamalhaboPbapéarlr etaaksatteuein os el (Gporin et
Hieb 510 i 15% Povelsanr gaj di j etorvieh anv | slkamaaj ukupriotb o If
Mafini Igerlegl](onm(i)ne crne 5:10: 15: | 20% zn;f?nlis(léhitl\l/g;?ktlvnost (DPPB; Promene u tekstyrBenzorno phvatljiv brownies (15 i 209%)hleb i (Walker et al., 2014)
Brownies 10; 15; 20; i 25% °
Povel an sadlgkpndi [ §DW|i hRDV i NDV); Povel an
. . APPSR Povelan sadrgaj galne kiseline (HPH6anzondobo (MidnerSzkudlarzetal.,
Bragno komi 0: 10: 20; 1 30% prihvatljiv proizvod (10%). 2013)
Bragno poko 0,5120% fii zvor dijetnih vliakanao; P o'}y Behzorgosprihaatljia praizivod. k (Fernar;(liezzzgzrg?ndez et
Biskuviti Bragno seme 5% Povelan sadrgaj dijetnih vliakana; Sni gava | (AksoyI;OOlet))eketal.,
Povelan sadrgaj dijetnih vifekeordai h Pqgvediia
Bragno cel e 2;4;6;i8% antioksidativna aktivnost (DPPydSenzorno prihvatljivi biskviti (4 i 6%). (Theagarajan et al., 2019
Povelan sadwndajkamd:; etPoivliel an sadr gaj ukup
Bragno cel e 20; 25; i 30% antioksidativna aktivnost (DPPH (Karnopp et al., 2015)
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Bragno komine

0; 5;10; 1 15%

Povel an sadrgaj, Pdvelami hsadl gajpnaukup ol olf
antioksicitivna aktivnost (DPPA; Od r ali wr st ol a i fkomaskkt | uar dgi Bgirtzcam
prihvatljivi biskviti (5%).

(Acun & Gill, 2014)

Mafini

Bragno poko

Bragno crne i

Bragno crne i

0; 10; 20; i 30%

0; 10; i 20%

5;7,5;1 10%

Smajjens adr gaj CML koji nastaje tokom pelenja
fiizvor vil ak®omaieh ana tvrd6manjemaa&l & $ v ipSenzorsol
prihvatljivi mafini (10%)

Povel an sadr §ajubw RDVei tNBV);hSmanjera kaheziangsSenzornoprihvtljivi
mafini, bez promene boje, ukusa i teksture

(Mildner-Szkudlarz et al.,
2015)

(OrtegaHeras et al., 2019

(Bender et al., 2017)

Ekstrudira

Bragno seme
Bragno poko

Bragno seme

10; 15; i 20%

5; 20; 25; 30%

Povel an sadrgajPode] annisladviakamnkyupmamj &€ rejnp
Senzorno prihvatljiv proizvod (15 i 20%)

Pob ol pnfoksidalvna aktivnost Senzorno supr i hvat !l ji vi b a r ®enzorno
neprihvatljivi, palalinke (25%) i rezanci (

(Oliveira et al., 2013)

(Soto et al., 2012)

Br agnobeclren ep oik

Bragno poko

3;6;i9%

2,5;5;i7,5%

Povel an sadrgaj ukwpwli anfeadtgah pepdeditead)n
P o b o | gntipksicitarna aktivnost (FRAR)Senzorno prihvatljiv proizvod (6%)

Povelan sadrgaj “u k uPponvi ehl afne nsoal dnrigha jj eudki unpjPe nhje ¢
sadr gaj monomeowli dn amadrcdgqjanpoj edi(RHRLC)NA ohb ofl €
antioksidtivna aktivnost (ABTY; Prihvatljivost arome, naknadnog ukusa i teksture ne zavisi
koncentr aci j;Sendomnd mjpringtljibja testgnna (2,5%)

(Gaita et al., 2020)

(Sant'Anna et al., 2014)

ML EL NI PROI ZVODI

Barovi od
Pal alink
Rezanci
Pasta
Jogurt

Bragno crno i

Bragno pokog
groglanog s

Bragno komi

Bragno seme

Bragno poko

Bragno nefer
komine

6 g/kg jogurta
(posle fermentacije)

0,171 g/100g

2:4;16%

0,5i20%

0; 1; 3;i5g/100g
mleka

Povelsanr gaj ukupnih ; Pebol juigidksidajivaad aktivnastn (DRPH
Kvantifi kovani (HPIC)RdV e@lad m jSmangea peGubitak tekstureSenzorna
prihvatljivost smanjena

Poveian sadrgaj; Pokepanh sabdakana ukup®Piobolf
antioksidativna aktivnost (DPPPov el ana | v r s t; 8dnammprihvatiivpmizved e r

Povelan sadrgaj; Pokepanh sadakanpa ukup®Pibbolf
antioksidativna aktivnost

Nema znal aj ne -hemiskim kasakteristikadma ZpH| i kviskozitetDobra senzorne
prihvatljivost proizvoda (treniran i Aieeniran panel)Tamnija boja jogurta

fiizvor dij ePaob bl pnidekativna aktivnost (ABTS; Povel ana
glukozidaze(antidiabetska aktivnostpigestijajogurta pokazuje uticaj na smanjeno formiranje RO
izazvano teréutil hidroperoksidomu CCA 8 Co | el i jama debel og crg
Senzorno prihvatljiv jogurt

Povelan sadrgaj uk uR®b dl ahteksicivmai aktivngse (BRPHI Viabime
(odrgive) starter kujNemarutcajd na kireneziBlomenaubpjigproipvoda
Senzorna prihvatljivi jogurti

(RobertaMarchiani et al.,
2016)

(Karnopp, Oliveira, et al.,
2017)

(Mammadova et al., 2020

(Brahmi et al., 2020)

(Fernande#ernandez et
al., 2022)

(Demirkol & Tarakci,
2018)
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Fermentisano mleko

Probiotski koziji
jogurt

Jogurt
Dresing

Tvrdu i polutvrdi sir
(Toma i chedder)

Bragno fer men
fermentisane komine

Bradsabel

Bragno

Bragno

agr o

k o mi

k o mi

15; 20; 25 g/100mL
(posle fermentacije)

1,2;i3%
0,5;1;i2%
0,8i1,6%

"® p b 0 hanipksmasinaakinnogoe dvigmj prebiviske
om

Povel an sadrgaj uk
5) tok | uv an$manjehooveme férmentgcije4 d a

kulture (. acidophilusLA-0

Smanj en s adSng d@gjeth ptr ookt cemhtlau §réj probiatske kulturel( acidophilusLA-
05) tokom | u8legCFlamt);8manf an ( i ner e20g/H0mMLSkhanjena
j al i na (;®foriivgnaujicaj gaebbj@ai viskoznost (20g/100mEenzorno najprihvatljiviji jogurt
20g/100mL

Povelan sadr gaj uk uPporbioh gnigesidetivna aklivnost¢DPPy:iPfomeng &
boji; Nema uticaja na sinerezi8manjen viskozitetSenzorno prihvatljiv jogurtl %), dressing (0,5 i 1%)

Povelan sadr gaj uk;®pb iohgntipesimasiinaakiivnogt @EP:INegma razlike

(Frumento et al., 2013)

(Silva et al., 2017)

(Tseng & Zhao, 2013)

u proteolizi (tokom zrenja) u odnosu na kontrolu uzphima uticaja sterter i netarter kilture u odnosu (R. Marchiani et al., 2016)

na kontrolniuzorakN e ma ut i c a-lhemijskegararhetez i | k o

ISk r a | ©DViukupna dijetna viaha; NDV- nerastvonadijetna vlakna: BV i rastvona dijena viakna
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252.Pri mena ekstrakta fenol ni h semeaks i unfpreaulacija ko
prehrambenih proizvoda

Poslednjih godina je porasla potragnja potrog
svega zbog pozitivhog uticaja na zdravlje lj@ridhar & Charles, 2021)Primenaekstrakata
fenolnih jedinjenja ko miacijeprehraanbenib prdizeoda je ppednkeb g i c
brojnih istragivanja, upravo zbog globalne do
mogu biti korigleni kao funkcionalni dodaci h
u formulag¢ j i aktivnih amb al (4 gGhénhet 4dl.j 2020 Perdmalia e€v | a k
Hettiarachchy, 2011; Sridhar & Charles, 2021) U f or mul aci j i razlilitih
naj |l egl e do libflijani ekstraldi émoinih jedinjenjaa zatim se prati njihov uticaj na

f unkci on al-hemiska svdjstva prdizkodaM| e | n i psruo i o el i preh
proizvod u oblasti funkcionalne hrane, zauzi maj u
ml el ni proizvodi sueobgtgkepsiuhubipoleni u ish
(Kandylis et al., 2021)Upr avo ml el ni proizvodi predst I
ekstrakata fenolnih jedinjenkao mi ne, semejarBepr i pokegpobpl j
ovih proizvoda.Ekstrakti fenolnih jedinjenjagr o g L a , komi ne, sppéapl
inkorporiraniu fermenisanen| eelproizvodce, k a0 gt o s ufermatgarormieko (Tkbeld
2.2). Ovi fermantisani proizvodi imaju jedinstvene karakteristike i smatsgu d e al ni m Anos .
probiotskih bakterijdovogiogimakk] |jprnavatbpguy
Ekstrakti fenolnih jedinjenjanogu biti dodati u mleko ili jogurt pre procesa fermentacije ili posle
fermentacije (ke | j enj a | formiranja koagul uma) , gt o
finalnog proizvoda(Kandylis et al., 2021)Pokazano je daatlatna suplementacija problotsklh
proizvoda sa ekstraktima iz komine doprinpsb vel anj u anti oksidativne
(Akdeniz & Kavak, 2019; Carullo et al., 2020; Irion@®Hond et al., 2020; Yadav et al., 2017)
melLuti m neophmdimoainsiwi siodaginaanj a kako bi se d
ljudi.

Sa druge stranpe dodat ak ekstrakta khemiskaiesenzoima $vojstva me n
proi zvoda,utgitloe dnia erkjtinh&iogaije neaphotinietinisdtiparametres kao

gt o su brzina aci di fijiaH d@ miaj eg,e | var, e nkea pfasnerdrest t azcai
viabilnost starter i probiotskih kulturaekstus, boja i ukus proizvoda(Cutrim & Cortez, 2018;
Kandylis et al., 2021; Sridhar & Charles, 202bpdatakekstrakata fenolnih jedinjenfjao g e i mat |

avVv
gan
egk

ir

razlilite uticajgd ona asviimdar eoai $ ais ttaevkagenidjerjek ,a |
protein interakcija.Fenolna jedinjenjd ak o i nteraguju sa proteinim
umregena struktur a, smanjuje se kapacitet zad
p 0 v e Isimeress. Sa druge strarfenolna jedinjenjgroten i nt er akci je mogu t
stabilnost kazeinske miKanggdis et adl.,n2e21)d lgeratiimsg mpgu j € S
nal i kont r ad zaksinerezn meki auterzsuu gt eartii g u  ekstrakataofdnalniba k

jedinjenjan e ut i | e (Diraitrebou et al.r 2020;i Tseng & Zhao, 2013) d o k d dai g i [
dodatake k s t r a k a&Bargt & Oz&na2017)i smanjuje(Dabija, 2018; IriondeDeHond et

al., 2020)sinerezis Ekstrakti fenolnih jedinjenja ak oL e mogu uti cati na br
fermentacije(de Souza de Azevedo et al., 2018; Felix da Silva et al., 26&Wrplna jedinjenja&

ekstrakta mogu potencijalno da uspar&k t i v no st starter kul tura gt
fermentacije(Felix da Silva et al., 2017) V e lermentisanih proizvoda sa stkaktom komine

kar akddcwd garter i probi ot ske k uChouchouwiettlod0I8Bm pr
de Souza de Azevedo et al., 2018; Felix da Silva et al., 2017; IribaeHiond et al., 2020}-enolna
jedinjenjaiz ekstraktanajverovatnijgn e ut r al i o ik bse @ @ntzdonkiksobrganizme
(Talwalkar & Kailasapathy, 2004) | i me i maj u nm@o zoidtrigvi avro sé f ek aktr o

Vel i na preksiratimak @ ani i@, s e me n k eudbbrupenkomypiritosatljivgso k a z
i Vvisoku pr ef(Akdeniz & Kavak, 2@l 9; Axten €t al.| 2008; BaratXzcan, 2017;

Dos Santos et al., 2017; Felix da Silva et al., 2017; Silva et al., . ZBRXyakt semenkg r o0 g L a

ml eku je pokazao manj i ni vo gor | i ndifenolnimr pk o s
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ekstraktom jabuke(Axten et al., 2008)Ant oci j ans ki ekstrakt pokogi
uti caj na promenu boje fer ment i soadnisht rmanpei tpaokt
(Jaimes et al.,, 2018) dok ekstrakt semenke ni | eroizzada | aj n
(Chouchouli et al., 2013)

31



Tabela2.2. Primenaekstraktagogla, komine, semenke i pokogice u formulaciji jogurta
Proizvod Mleko Ekstrakt Mi kr obn a vrs - .Glavnaz apaganj a - Reference
u fermentaciji Funkcionalna svojstva Senzorna i teksturna svojstva
Dodatak ekstrakta p
Streptococcus thermophilus Mekga tekstura |j
Komercijalno Ekstrakt grogla Lactobacillus bulgaricus Zadr gana probiots Povelan sinere: (FelixdaSiva
pasterizovano mleko Lactobacillus acidophilus luvanj a. Promenjena reol og etal,2017)
Bifidobacterium bb12 bifidum Smanjena brzina acid
Senzorno prihvatljivproizvodi.
Povel an sadrgaj
jedinjenja; Dobra senzorna prihvatljivost proizvoda
Streptococcus thermophiles Poboljgana antoks (ekstrakt +inulin); (Iriondo-
UHP pripremljeno Ekstrakt komine, semenkeig e p u r Lactobacillus delbrueckii subsp (ORACi ABTSA)*; St abi |l nfee hiijzs W& oi t ek DeHond et al
kravlje mleko + inulin (fruktan) bulgaricus ’ Antidijabetska -ak konzistencijas voj stva tokom 2020) v

glukozidazu);
Viabilne (odrgive)
luvanja proizvo

Smanjen sinerezis

(

/ Ekstrakt semenke
(0,251 0,5%)

Streptococcus thermophilus
Lactobacillus bulgaricus

Smanjen sinerezis;
Povelian kapacitet
Smanjen viskozitet;
Senzorno prihvatljiv proizvo¢ukus, tekstura,
osel aj

u ustim

(Dabija, 2018)

Starter culture

Povel an sadrgaj
jedinjenja;
Povelan sadrgaj

Izmenjena boja (neinkapsulisan ekstrakt);

Kravije mieko Nekapsulisan i inkapsulisan ekstrakt NCDC 166 | NCDC 263 epikatehina i procijanidina B2 (HPLC); ovelan kapacitet za (Yadav et al.,
semenke (1%) (vC-281) Poboljgana, anmtostok (inkapsulisan ekstrakt) 2017)
(ORAC i DPPH); p :
Probiotski jogurt Viabilne (odrgive)
Jogurt luvanja proiz
Dobra senzorna prihvatljivost proizvoda
. Liofilisan ekstrakt semenke (0,1; 0,15; Poboljgana anti ok (0,1%)); (Akdeniz &
Kravije mieko 10,2%) / (DPPI—(S). Negativna senzorna percepcija (0,2%) Kavak, 2019)
Sni gena pH.
/ Antocijanski eks / P o b onh @nfjoksidativna aktivnost Proizvod se nije svideo konzumerima (56%  (Jaimes et al.,
corozo ekstrakt (11,8%) (ORAC i ABTS&Y. ispitanika) (bledo roza boja). 2018)
K " Povel an sadrgaj . . . .
omercijalino Streptococcus thermophiles iedinienia: Intenzivna crvena boja proizvoda;
kravlje mleko - ptoc P edinjenja; . Nema znal ajne razl i k¢ (Dimitrellouet
e Sok od grogla (5 Lactobacillus delbrueckii ssp. Poboljgana antiok . .
+ odmagl nt . f . ) ~ karakteristikama (pt al., 2020)
Bulgaricus(Lyofast Y 436 A) Viabilna (odr ¢S ve . LN,
prahu . . vode, sinerezis);
thermophilus okom | uvanj
Povel an sadrgaj
jedinjenja;
Povelan sadrgaj
i . ) ikatehina, katehina i kofeinske kiseli . .
o ;L::]wgnéalgng In o Ekstrakt semenke (100mg suvog Lactobacillus bulgaricus epikatehina a(tﬁplfé;, oteinske kiselin Nema uticaja na pH; (Chouchouli et
mieko ekstrakta /1509 jogurta) Streptococcus thermophilus Poboljgana anti ok Nema uticaja n&onzistenciju, boju i ukus. al., 2013)
(FRAP i DPPH);
Viabilne (odrgiyv
tokom | uvanja ¢
Povel an sadrgaj
_ jedinjenja; ) Lo .
/ Ekstrakt grngwlazei / Povelan sadrgaj u Senzorno prg\c/)eriTt]lgvzzsvlgg)gunl (tekstura, (K;raggllalf)et
Poboljgana anti ok » 12g1ed). "
(DPPH).
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Streptococcus thermophiles

Povedadr gaj ukupr

Tel ni i liofilisa Lactobacillus delbruecksubsp. adiniania: Promene u boji;
/ ili g ekstrakta tako da ukupnih fenola Bulgaricus Pobol _Je(_ilnjenja, ; Nema uticaja na sinerezis; (Tseng & Zhao,
L - ; . jgana antiko 7 . . 2013)
bude kao u 2% komini) Lactobacillus acidophilus (DPPHB) Povelan viskozi
Bifidobacterium lactis )
Povel an sadrgaj
jedinjenja;
Pobol j gana aktivndsto k
. . Ekstrakt semenkt . A (Carullo et al.,
Kefir Kravlje mleko (1: 5: i 10 mg/10mL) / _ _(?PPH&! ABTS™), / 2020)
Inhibicija enzima povezanih sa
metabol i | ki mamii nalz
glukozidaza,; i lipaza).
) Povel an sadrgaj
Lactobacilus delorueckbubsp jedinjena, ., Povelan sinerezis f
/ Sok od groglL: Bulgaricus ) Poboljgana anti ok Odiga pH tokom | uv (Barat &
(1:1) - ) . (DPPl—ﬁ; Dobra senzorna prihvatljivost proizvoda Ozcan, 2017)
Lactobacillus acidophilus Viabilne (odrgi (tekstura, miris, ukus, boja | intenzitet arom
Bifidobacterium lactis \ gt ve ) (ekstura, S, ukus, boja tintenzitet arome
luvanja proiz
- Povel an sa dendni] Smanjeno vreme fermentacije; (de Souza d
Fermentis¢ Termil ki Ekstrakt komine (¢ Streptococcus thermophilus jedinjenja (smanj Jeno vreme fermentacije; € Souza de
itak odmagl eno 80mg/L fermentisanog mleka) Lactobacillus acidophilus Viabilne (odrgive) Povelana brzina a Azvedoetal,
napita g 9 9 P | \ gl v Smanjeno vreme fermentacije. 2018)
luvanja proiz
Povel an sadrgaj
jedinjenja;
. . Streptococcus thermophilT#040 Poboljgana anti ok (Aliakbarian et
Odmagl eno  Ekstraktkomine (2,09mgCAE/mL) Lactobacillus acidophilut AC4 (OPPH); / al., 2015)
Viabilne (odrgive)
luvanja proiz
Probiotsko Ekstrakt komJlrne (2 9/100g) Lactobacillus acidophilutA-5 Povel lad‘n' sa drgaj Odrgana |vrstina, ko Dos Santos et
fermentis Kozije mleko - Lactobacillus rhamnosusNO01 . jedinena, . ) viskozitet tokom | (Dos Santos e
i Sok grogla Streptococcus thermophiles Zadrgana probioti Dobra senzorna prihvatljivost. al., 207)
napitak (15 g/100g) p p |l uvanj a ( odrcglture).e P ! )
Povel an s adlakdna j
(UDV, NDV i RDV);
Povelan sadrgaj
Fermenti s« Kozii lek Inkapsulisan ekstrakt komine (6%) + Lactobacillus rhamnosus Pobol 'Jeldlnjennja; ntiok / (Freire et al.,
napitak 0Ozije mieko sok groglLa (2 Streptococcus thermophilus p o?/ e? ajng 1 a% ' ag aj % | 2017)
Odrgive starter Kk
traktu koje imaju pozitivan uticaj na
mikrobiotu creva.
Smanjers adr gaj pro
Streptococcus salivarius Pove_l an. sadr.gaj P Ni ga pH od kont
| bel - 20 subsp. thermophilus Pob Ojeldlme_njg (nHzLC)a’I nt ok s Promene u boji; Sil t al
Probiotski jogurt Kozije mleko za kgmine (gzéll%ogmL)e ( Lact%z?ggL?Csug(e\l(t'):rul_eg%k:i;i)subsp. (DPPI-ﬁ]AgBTSAﬁ ORAC); Dobra senarna prihvatljivost i visoka ( I;/gzez)a.,

Lactobacillus acidophilus -85

Odr gi v ( lLactsbacklys b
acidophilust,a-0 5 t ok om |
jogurta.

preferencija
maskira

potroga
karakteristi
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2.5.2.1. Fermenti sani ml el ni napi ci na bazi k

Kozije mleko nije puno eksploatisano kao krav
predmet ispitivanjd er ment i sani napitci na bazi kozijeg
dodatkom ili ekstraktima fenolnih jegenja. Do sada su pmvedeni koziji jogurti sa dodatkom
jujuba pulpe(Feng et al., 2019) br agnom Rhusecériaral ri agff¢rmm et al., 2018:;
Simonetti et al., 2021) b r ®ipsoceraus gounellékique-xique) kaktusgdDantas et al., 2022)

homogeni zovani n{SiNastaab, 2017) g rnoegglaevm nom | sabel gro
(Silvaetal, 2022) Pored navedenog, prijavljeni su kozi
[ i cur {Souzacet &, @0), me ¢ a wekstmkt kgpmine@ds Santos et al., 2017)

megavine sok grogla/ i (Fleiepsall20l3)arKoenbs nraz ki ak gr
ekstrakta komine sa kozijim fermentisanim napitkom daje jedinstven proizvod koji ima visoku

funkcional nost, pobol j gdobrw digastbilnosy, ksmanjdna talergenau a
svojstva i odrgive start er (DgsSantosebd. 201K Silvakeual.,t ur
2017; Silva et al., 2022) Koz i j i jogurti sa dodatkom megayv

pokazali pb o | | aptioksidativnu aktivnostpovd asiadr ¢ a | u rkhujgalinjenjia kad ie n o |
dominantno prisustvo katehina, miricetina, kaftarne kiseline i mahkddihglukozida(Silva et al.,

2022) Gtavige, pokazano je da ovi napiteci I maj
j er utilu na povelanje antioksidativnog kapa:
smanjenje koncentracijamonijum jona(Freire et al.,, 2017)Pored navedenog, koziji jogurt sa

dodatkom razlilitihzattelaghomgdigesiuzpokmaaaql i o]
kapacitet zadr gav an (Silvaetad @017 Qvé malike sekmogudiiptpdtie n j ¢
r a itdj kohcentraciji unetih fenolnih jedinjenfa mat r i ks i post ofgnalmaj] u sy
jedinjenjainterakcija(Kandylis et al., 2021) Dodat ak megavine grogle/

napitke je pokazao odrgivu tekst ur uDo$ Pautosett i n a
al.,2017) dobru senzornu prihvatl ji,jerpatdancijalnomasidra k u
karakter i st iSiva at alk 2022)Pripremankaraktesizacija i procena antioksidativnih
svojstava fermentisanog napitka na bazi kozi|j
grogla foptvamala ni

2.5. 3. Funkcionalni aditivi na bazi proteina
Ml eko se nameie kao obeliavajuli nosal bioakt:i
Pokazano je da kazeinske micel ekarktentWdllgretgl., ml e k
2017)i vitamin D2 (Moeller et al., 2018) i | i mogu da vezuju polife
sposobnosgelranja micele(Haratifar & Corredig, 2014) pobol j gava micel ar nt
(O'Connelletal.,, 1998) Pored navedenog, mo d el Si st emi ko
[ A T obranog ml eka segradaajkvisoko \gedrohdfdhanih jedimenje | a v

povelavaju antioksidativnu aktivnost (Heetalinerg
2016 ; Kel é- Bayraktar et dlak,olL20]%®; plb&kmaztame
mleka efikasno inkapsuliraju i interaguju sa flax&olima (Lorenz et al.,, 2007) pobol j g a\
njihovu biodostupnosfMoser et al., 2014) transepitelnu adsorbcij@Xie et al., 2013)nekih

specifilnih derivata kataB-olha. | 6t 4aj ge, KDei mj |
vodi ka Aobogalivanjufi povrgine kazei n@®dsie mic
etal, 2012) koj i povedlaw ayaziveamjvatmr ot ei (Taerka& f en

Castillo, 2015)i j al| anp jedinfergakapeln interakcije(Rahimi Yazdi & Corredig, 2012)

Dakle, mleko predstavlja idealan matriks za isparikoaktivnin komponenata, koje zajedno sa

bi okomponentama iz mleka mogu prugiti dodatne
sprovedena na kravljem mleku, od nedavno je p

34



Razmatoajsinie laspekte kozijeg ml erlikeizmép©\WMe L e n |
ova dva tipa mlek, kao i potrebu zaazvojem novih funkcionalno inovativnih proizvodd strane
potraoghabtacppteinnekjozi jeg mleka kao nosala bioatl
obel aevuaa}zw)JUfunkmonlne hraneDo sada su uspegno razviije
obogalenog razlilitim @émesaetalka017nTinospo dadrdifdlian s k o g
(giloy) sokom sa/bez dodatkom blljnog ekstrakiharma et al., 2021kao i funkcionalni prah
odmagienog ter mi| ki kojijeoebtoigraal neong( koo ZeiinjloemePremiad k g
saznanju, priprema, karakterizacija i antioksidatiaktivnostfunkcionalnih aditiva na bazi proteina
kozijeg mlieklas tomalgtail mam s e mesuikpitivagar o gL a do sada

2.5.4. Lactobacillus plantarum i njegova taszna aktivnost

Lactobacillus plantarump e gr am pozitivna nepokretna i nesp
j e griaokroostranjena. Predstavlja deo mikrobi ot
pr oi zvode, meso, ribu, fermentisane proizvode

povri e, kisetakoketpp prsibdgu, stanowmiusne | j ud
duplje igastrointestinalnog traktalactobacillusplantarum koriglen u kontroldi

obilno je povezan sa pogeljnim svojstvima mnc
jedini iIijedan od sastojaka starterkultthkeaa k o bi se poboljgao kvalite
(Corsetti & Valmorri, 2011) Ova bakterijska vrsta se pored razvijenog i diverzifikovanog
proteolitil kog si slaeabacillusppzoat, kdikojei enzienskimisisteanem zao d
razgradnju fenolniff e d i nj e nlaetobacius glantaruny e st a bakterija mle
se najl|legle susreie u fermentaciji biljnih ma
gira i fermenti sano p olactobaeillus pipotano poseduj tanazne o j e \
aktivnost. Biohemijski put za degradaciju tanina kadtobacillus plantarura , u k| j ul uj e d

tanaze i galat dekarboksilaze kako bi se dekarboksilovala galna kiselina formirana delovanjem tanaze.
Tanaza (tanin acil hidrolaza, E.G.1.1.20) pripada serinskim esterazama i katalizuje hidrolizu
estarskih i depsidnih veza u hidrolizabilnim taninima, kompleksnim taninima i estrima galne kiseline,
dok enzim galatdekarboksilaza (E.C. 4.1.1.59) katalizuje razgradnju galne kiseline daofarog

(RodriguezDuranetal.,,2011) Tanaze i maju giroku primenu u p
za bistrenje u prneikzaVvo d/njnia,i rpsbhteanat| k @dhmdl vmai,$ o lp @
kafe, kaoiypr oi zvodnji galne kiseline, koja se kasn

antioksidans#Aguilar & Gutie rrezSa 'nchez, 2001)J studijiJiménez et al. (2014identifikovana
su dva gena za tarmaz aktivnostkod Lactobacillus plantarura ATCC 14917. To su bile sekvence
tanBLp i tanALp. Sekvenca tanBLp je bila prisutna kod svih sojeva (kotthacelularnu formu
tanaze koja je indukuje prisustvom mejdlatg, dok je tanALp kodira ekstracelularnu konstitutivho
eksprimiranu izoformybila prisutna kod veoma malog broja sojeva.

2541.Funkci on a thanajskaisenzomd skostvaferimé s ani h ml el ni h na
kozijeg mleka kor i gattehacilusplantarianz | i | i ti h soj eva

Sveganekol i ko r a xrbté lactdbacius glamtprems au potencijalno
fermentaciji i formulacijinapitaka od kozijeg mlek&®vipr obi ot s ki S0j evi su
kombinacij sa jogurtnim starter kulturan{Bergillos-Meca et al., 2015; Dan at., 2019; Mahmoudi

et al., 2020; Morendlontoro et al., 2018)dok s rel’e korig | ekaoisamostalni u fermentacji.

Chen et al., 2018; Hashemi & Gholamhosseinpour, 2020; Yurliasni et al.,. Zil&zano je da

ul t r azv ulkozjeg mleka(L5mia,n30kHz,60% amplitu@) st i mu | negilesojeva s t
Lactobacillus plantarunfLP3 i LUS) tokom fermentacije dobijeni fermentisani napitsupokazali

Ua mi | a-glukozidazaUnhibitorna svojstva, antikancerogenu (€aco i T4056 ielije
dobru sposobnost neutralisanja DPPHhdikala i povel an paendjang ajisutnih
egzopolisaharidgHashemi & Gholamhosseinpo@(20) Dalje, kozije mleko fermentisano novim
neselekcionisanim sojem Lactobacillus plantarumL69 je pokazalo visoku AGkhhibitornu
aktivnost g tsoe o b j mjginj awam pr ot e o | nastankorkbioaktivrehkpeptida n o g |
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Visoka ACE-inhibitorna aktivnostje pokazana i u uslovimsimuliranein vitro gastointestinalne
digestie ( 59, 89 %) , gt o Sse o md@est iomalasmmt iA peptdas g tr e n
(hidrolizata)ili nastankom novih ACHnhibitornih peptich tokom digestije(L. Chen et al., 208).
Kombinacija starter kulturali. plantarumC4 j e uspegno pr iuftrefiirgcgoma u f

koncmt rovanog obranog kozijeg mleka pri | emu je
sadrgaj |l aktoze i mastidobviusseshposoeéoogbivieaidnaga
usvojivost Ca i Miglnim(sqedimeptoeznvjoud ismea .k oZnaeri st i p

r
odrgiv broj bakterij sikvitrhg assstj reavian tneasktoinn aslkn e dd ig¢c
v a ¢ za dspoljavanje funkcionalnih karakteristikar o b i o t i(BekgilogMesaoe} a., 2015;
MorenaMontoro et al., 2018)DodatakLactobacillus plantarunprobiotskih sojeva(Lactobacillus
plantarumBA12 i P-8) u nowe proizvock od kozijeg mlekanisu pokazaluticj —n a -fiemigkal k o
svojstva proizvodk ao gt o su pH, Siner ezi gykozite ipleksturnt et  z
parametri, u porelenju sa kontrol ni Davet a.y kom
2019; Mahmoudi et al., 2020Pored togafermentisani koziji napitci shactobacillus plantarum
sojevima su imali dobru senzornu prihvatljivost koja je uporediva sa komercijalno dostupnim
proizvodima(Dan et al., 2019; Mahmoudi at., 2020; MorenéMontoro et al., 2018; Souza et al.,

2020) Sve predhodne studije su bazirane na proizvodnji probiotskih fermentisanih kozijih napitaka,
jedino su Souza et al. (2020pr i j avi | i mogul nost dobijanj a
k or i ¢ lawohtgnid Ilactobacillus plantarunsojeva injihovu dodatnu suplementaciju Beuri

v oefm. Ovaj proizvod je imabolju senzornu prihvatljivoshi i s oku preferenciju ¢

u odnosu na model napitheji su fermentisan sa komercijalnim kulturama. Primenaa z | i | i t i
Lactobacillus plantarumsojevau fermentaciji kozijeg napka i/ili proizvodnji fermentisai
funkcionanha di ti va koji su obogal dosadangekspiivana kt om s e

2.6. Modeli simulirane gastrointestinalne digestijgao d r e L ibiodastupnesti
fenolnih jedinjenja

Modeli za gastrointestinalnu digestige generalno dele u dve grufevitro ( st at i | ki [ d
model) i in vivo modeli.In vitro mo d e | i se | edl el kiwasiupnésdencnih
jedinjenjaj er su br zi, bezbedni Zza pri menu invivboe maj u
eksperimentmaln vito st udi j e simuliraju fiziologke wuslo
digestijieugastroiets t i nal nom traktu | judi. Ovi kinmoudleujiu st
obl asti di gestivnog si st ieparamet(iin @tio agstroigtestinalrdha ¢ |

model a su t e mpvemattajanjaa ,e nnzeignasnkjie s ass it & mtespnale u v a | |
(duodenalsmik ) i t(Gabda®33. Pdred navedenogaprednen vitro studije koriste

i elijsk@ado nkjob el iojpoo)nagaju sluzokogu creva z.
gul ni h kiselina (fenolbihjedmjenja)Bvagaiehal., 8048; leeknanb&arcia et

al., 2009) In vitro studijaimaa nal i t i | ki k @rrii sttiupz a jeot wredwma ut i c
biodostupnosbioaktivnih jedinjenjai za analizuuticaja sastava matriksa hrane na proces digestije.

U analizi fenolnih jedinjenja uglavnhom se koeistt a tinivitrkkmmo d e | i j efinvisou di n
model i skuplji, zahtevniji za i zvol(enieeal,i ot ¢

2020; Raquel Luca&onzalez et al., 2018; McClements, 2021) S t ia vitio mé&deli digestije su
do sada uspegdno blodostipipstieenn o Izrai hp rjad deinnfjeenj a i z ¢
ili bez matrikseéhrane(Tabela2.3).

St a tinivitrdsimulirani gastrointestinalni modeli se razlikuju po svojoj sofisticiranosti, preciznosti

i jednost av (Stka2.§. Karjsékelisd sejndardizovanin vitro model digestije

kojij e predlogen od st r a(@@Bedkdb®sar, 201 MOaRUS StHl., 20148 ¢ e
MeLut i m, prema paoxaai mea i laitrtivigraraodeli digsstije koji

korister a z | i | i gHebrziousnleg@\gargma inkubacije s ast av di gkal@bii vnil
simuliraldi usl ove u(Thakurtet aha2020)§asthvudigesinog fluidarie v i ma
koncentracig k o r i gdupstanicipi r oko variraju izmelu razlil!.:i
i str a(Goncavasjedal., 2021y svi m model i ma, temperatur a
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fazama digegie, dok j e pH pr omenl joralnafazgpHH{F)egcai sftirlinlan e

faza(pH~1-5), i intestinalna fazgpH~6-7 ) . Fi zi orprotigik i k alsil loivma (enzi ma
i emulgator) se razlikujuu r azinhvittodi gmsti vnim model i ma, gto 1
ponovljivost, porelenje i k o@Goadalvesiet alh@ 2 pri€o |tc
et al., 2021; C. Li et al., 2020)

Simulirana oralna faza wjéamegamngrri jeskksabam akha d

simuliranm salivafluidom ( p | j uv al npiond soodkroent)e n(5-16min) 5=B76G4 pHna
6,56,8. Gl av ni f a kt opran akdegainjh gedinjenjawovonfazi su:(1l) interakcie sa

salivom;(2) interakcig sa mucinom(3) i interakcigsa enzimima kojise ksteuow oj f azi ( na
se kor i samiaza)sNakonooralbe fazéAb ol usfi se mmga s snafluidommul i r
pod o inrusldvima (32h, T=37°C,i pH 1-5) i dodaje se enzim a j | megsinsvinjskog

gel deda ki su modeli koji doNhkonhgsd ruK)Aemuiajzue i

me ga s a insintestindliimflladomp od odr el eni mM=3d’€,Il pHwB8)nkajj ( 2 h,
najleglie sadr gi gsyinjdkay@aniseada me ipaaamitareklipagea proimaze),

dok kompleksnij model dodatnou k| j ul uj e mal e organske mol ek
fosfolipazu A2. Gul nneitresda lgie sstu vsna sht anondie | dae os as vz
u digestiji lipida isolubilizaciji lipofilnih fenolnih jedinjenja Nakon intestinalne digestije, dijaliza i
centrifugiranje se najlegie koriste z(aGrogdiviajeat
al., 2020;C. Li et al., 2020; Marie et al., 2014; Minekus et al., 2014; Thakur et al., 2020; Wejtunik
Kulesza et al., 2020Nekiin vitromo d e | i ukl j ul uj u colomf afzauz ad)e bkeoljoag
sl ogen mikrobni ekosi stem koj i mdgle bithreanzt|i aggee nkeo
gornjem delu gastrointestinalnog trakEenolna jedinjenja se colori  f zavismo od strukture
prevode u me t a b dehdl taglikonik arolitin,chti ad r slus i & &isebnb, s i r | e
hidroksifenilpropionskkiselinai fenilvalerolaktom( Gr gi | et al ., 2020: Mar |
Kulesza et al., 2020)

STATICKI In vitro DIGESTIONI MODEL }

NA BIODOSTUPNOST FENOLNIH
JEDINJENJA GROZDA

ULJENI HIDRATI
PROTEINI
LIPIDI

&

L EFEKAT MATRIKSA HRANE

1. T=37°C; pH=6.8; 10min
\ 2. 8SF (soli)+mucin

= 3. Enzimi («-amilaza

(o o] ( )

ORALNA FAZA @

=
z
E : /
z
" - = 1. T=37°C; pH=2.0-3.0; 30min-3h -
STATICKI In vitro W =) <:| | ; |:> 2. SGF (rastvor soli) |::> Lz
DIGESTIONI MODEL - \ \ (o o] |3 Enzimi (pepsin) g =
z . ~ z =
3 GASTRICNA FAZA = 2
& & B =
22
— = 1.T=37°C; pH=7.0; 2-3h o=
SECERI <:| 5 2. SSF (rastvori soli)+Zuéne soli+ =z
PEPTIDI | AMINIKISELINE 8 I:> fosfolipidi |:> &
MASNE KISELINE |:> g A\ 3. Enzimi (pankreatin, lipaze i/ili
=1 fosfolipaze A2)
8

@ INTESTINALNA FAZA| @

BIODOSTUPNOST
FENOLNIH JEDINJENJA

|
=

‘ 1. Model ukljuéuje mikroorganizame

»COLON" FAZA @

BIODOSTUPNOST
FENOLNIH JEDINJENJA

Slika 2.8 Ge mat sskia t pnrvitkkdoapdela digestijeza analizubiodostupnostf e nol ni h j edi nj enj
komi ne, semekke gaibezerisustva matriksanbra
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2.6.1.Primena modelan vivo i in vitro digestije u analizibiodostupnostfenolnih jedinjenjai
njihovih funkcionalnih svojstava

Biodostupma frakcija molekules e d e f iskup gianmoldk@&koji s e osl obalLagyu i z
gastrointestinalnom traktupostaju dostugnza crevnu absorpciju potencijalno ispoljavaju
bioaktivnost( Gr g i | et arlet a)., 22M)RLt0g g al,h alkki odost upnost | e

odr e L funkeiomglne i nutritivne efikasnosti biomolekuyjar@ g a ni z a meskarigtisve g | e
nutrienaeé i bioaktivne komponenata iz hran@&ernandezarcia et al., 2009Na smanjeun in vivo

bi odostupnost fenol ni h | et cnsnsmpas lua b d Llea mjeek ofl
jedinjenjaiz matriksa hrane, niska rastvorljivost ili formiranje nerastih kompleksa u digestivim
traktu,interakcija sa proteinimp | | u v a |, osetfjvos rma lpth uslovejska permeabilnost kroz

sluzokogu creva i mol ekul ar fe&rtgi dnseftorahacgi j2 2
2014; Thakur et al., 2020; Wojtunkkulesza et al.,2020pi gesti ja hrane polinj
su gvakanje i |l ul enje pljuval ke dva kaoanpl e me
obrada utile na smanjenje velileisae ulgessitcanker .

samo r az balivang(@.jLiet als, 3020)Mast i kaci ja (gvakanje) i
osl obalLanje fenolnih jedinjenja (Loenzoehd. k2018)n og i
Fenolna jedinjenj@e daljerastvarajuu digestivnom fluidugast r i | ne 1 ,apsorbwgust i n 8
metabolg u i i p oll jogkaujMe K bt ievnmoo snta j edi nj enj a se na
estara, glikozida i polimera koji se ne moguvivoa psor bovat.i u ovim obl
transformaciji pod uiglukozadfzefmamoazidazeni esterazeki lerzima o r e
koj i kataligu reakcije gl ukmnuirohecachnpef amet dE
jedinjenjakoji imaju izmenjena funkcionalna svojstyaorenzo et al., 2019; Tarko et al., 2013)

Brojne in vivo studije su pokazale izuzetno nizak niv@sarpcije antocijana, koji u

gastrointestinalnortraktun e st aj u posl e samo nekoli ko sati o0f¢
u metabolite koji se potencijalno dalje apsorbiijuHan etl., 2019) Na biodostupnost antocijana i
njihovu absorpciju wutile njihova hidrofilnal

(mono ili oligosaharidni) ostatak u strukturilJ prisustvu mikrofloe crevan a j | @ofpdi do
uklanjanja glikomnih veza i cepanjarstenaantocijanidirg, izuzevu s | u| ajidinakojnsuo c i j

povezani sa pentozama i ki selinama (Bragpetalpokaz
2018; F. Han et al., 2019pligomerna i polimerna jedinjenja a k prdlage kroz biotransformaciju
| i me se smanjuje njihova mol ekul ska (boanzaet i f o

al., 2019) Procijanidinise u gastrointestinalnim uslovima lako degradiraju do svojih fl&vain
monomera (najleglie kate haps ar bewji (WraisaerBe2mkoo |kiog
j e t et koonirape naetabolite fenolnih jedinjenfaji nastaju uin vivo modelima, pa se sve

vi ge |knovitro sadeli kako bi seanalizirao uticaj matriksa hrane i efekat simuliranih
gastrointestinalnih uslovaa biaostupnost fenolnih jedinjen{d@hakur etal., 2020)

Kod invittomodel a, bi odostupnost fenolnih jedinjen
sirovine( vol a i ihr amoev,r iemd fi ziologkih uslova koji
(ukl jul ujauncentracij d i zimdmiskinasvoj;|ava gerojnihn molekula.

Hidrofilno/lipofinar avmpee §l j ul na u solubilizaci jdjfazhi dr o
intestinalrog digest i restruktuiranju | ipofilni h(Mdrieetol ni

al., 2014) Interakcipi z me Lu mat ri ksa hr an einyvitro tigestije supunoh | e d
p r o u lea pratekloj deceniji i detaljnsu opisane(Jakobek, 2015)Na biodostupnostenolnih
jedinjenjamogu uti cat.i skoro sve glavne komponent e
(Jakobek, 208; Ozdal et al., 2013l vlakna (GonzalezAguilar et al., 2017; Raquel Luc&onzalez

et al., 2018)Pokazano je da struktura, sastav matriksa hrane i efekat kodifgsbije@h jedinjenja

sa razlilitim komponentama hrane util|lu na nj.i
aktivnost(PinedaVadillo et al., 2016; Wang et al., 201'Na primer, natriks hrane koji je bogat
proteinima ili ugljenim hidratimano §e pot enci j al procijaniding ¢ trii & ma .
pobol j gvaor ai snkdrhiog i e n (Jakobek, 2015 kPooijedeiddmdiupromsti fenolnih
jedinjenja se takole moge postili njihovom in
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(ot porni) na gastrointestinalne wusl ove, kKoj i
mesti ma i p o ln absgrpgija( vGarjgui | n j ei.tTokem in vijtro dig@sgij® gntocijani

(A I procijanidini | ako polimerizuju ili rea
takolLe utile na njihovu bi qCirkosid \elckoocs& Stanie ogr a
Vucinic, 2018; F. Han etal., 2019;e N de k et al -Kylesz26tal420200/Noj t uni k

V e | ifenomih jedinjenjasa nekoliko izuzetaka), smatra se umereno do visoko rastvarvodi.

Stoga Iodostupnost ne zavisi samo od maelz aci | e, vel prevenstveno
matriksa i solubilizacijefenolnih jedinjenja u vodenoj faz{(Marie et al., 2014)Za efikasnu
mecelarizaciju lipofilnih fenolnih jedinjenjpe neophodno pr i s ugankreasagul n
(Marie et al., 2014)Fenolngg edi nj enj a koja se tegko osl obala
|l ako degradiraju tokom digestije (antocijani)
svojstva. U intestinalnoj fazi, biodostupnost i stabilnost fenolnih jedinjergviigm zavisi od pH
sredine(Braga et al., 2018). i st i standardi kofeinske kiseline
resveratrola su pokazal.] stabil nost u gastr.i
umereno al kal noj nsanjiedom ka 249; 43]8;0/\285is68, %P4 ugodnpsu Ba
sadr gaj u p o(Taglmzauarhnet al.a20X0Meter studije su pokazaien a | gubitkee

katehina nakom vitrod i gesti je, gto moge biti posl edi ca
koj i ga AmasKki r ajiloim (BermudezSote et tale 20070 Lawdentt eeak.,t200B)
Kvantifikacija antocijanaakonin vitro digestijej e | est o kompl i kovana wup

ravnotege nj i lilavkopigmentadijeElk @ giir na i wosetljivsna uticagisele L e

ili bazne sredine, jer mogu postepeno da hidrolizuju, daju heksahidroksidifensku kiselinu koja prelazi
u elaginsku kiselingMarie et al., 2014)U analizistabilnost i potencijalnh funkcionalnh svojstva

fenolnih jedinjenja nakorn vitro digestijen aj | e g1 e s e oghafske telnikeein Vitro o ma t
screning antioksidativni testoRaquel LucasGonzalez et al., 2018)reba napomenuti da je
antioksidativna aktivnost takolLe pH zavisna,
aromati | ni m pr gdigenjagk iomanofjen mlorvied at i i li smanj
(Tagliazucchi et al., 2010)

2.6.2. In vitro digestijag r o g L akominejprm&,0 g i c e ,§ e 9 @& mlenfhiewh,fenolnih
ekstrakata

Biodostupnost ukupnih fenolnih jedinjenjadr el eni h k1 as aili denmantnini h |
fenolnih komponenti nakom vitrog ast ri | ne,Aolomt eges ha) aegie gl a,
pokogi ce, g espeunieimiheeh ekstrakata je sumirana u Tabeli3. Na in vitro
biodostupnost fenolnih jedinjenjal vr st i hgmadglta kskomi ne itaprej i hov
svegaut i | e sastbhmzwaosidall a k sa {1 e n adkom digestje«ampleksne nj a
matriksigr o g L a komi ne isandjrejrei hd ik cent sntai tvul eankantaa, pr o
vezuju fenolna jedinjenja i moduliraju njihovu biodostugin®aquel Lucassonzalez et al., 2018)
Dominantno prisutna dijetna vlakna efikasno interagujuici@ksilnim grupama fenolnih jedinjenja

gt o smanj uj e pr iugastointesonalimom koktelgmangug nphpve lbigd@stupnost

i antioksidativni potencija{ J ak o b e k & . 94md fénblna je@irfetj@jhs e osl|l obal a
intestinalnom traktumogu biti potencijalno dostupru tankom crevuU invitroor al noj f azi
osl obala samo mal i, kdi@soe fzeandrl gnavhajjuedu ngtemylat ul
semenke Fenol na jedinjenja se iz | vrinsvitragha snartir|inkes
intestinalne digestijk ao posl edi ca ¢t azlliilcoddaikazipf znlsbdgvde
mikororganizamak o j i razgr al u(TagliazudacHi etnal.,, 20h@3a rdiude sstrane,
biodostupnostenolnih jedinjenja ok om di gestije vina i/l./ ekstra
od pH uslova u gastrointestinalnoj fazi, kaosposobnosti fenolnih jedinjenjda inteaguju sa
enzimima i komponentamdigestivhog koktelaPokazano je daeholna jedingnja iz ekstrale

komi ne imgaudb@®l § u gastr i | mhiodostupaokriakom iatsstinalne fazee |
porelenju sa fenpl bir @g n(Becck @ jadg BOGEINalaliko studija je
pokazalop o v e | a nukpaitdfendlrahjkiselina, flavonola, flavédo | a i | i speci il
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jedinjenjak ao gt o su katehin, ekakgpa&kdterhiilnne Idi quektii |
groglLanog sedi ment a, e k st rgaekptuau odinasm hamedgerirasee me n k
uzorke(Chen etal., 2016; da Silva Haas et al., 2019; José-Pafacios et al., 2018; Laurent et al.,

2007; Linguaetal.,2018Dvo povel anje sadrgaja fenolnih je
povel anom os | ob al ainratriksé|eenrseronaintdopjinesifiisaldi @ealipaa
delovangdigestivnih enzim§Chen etal., 2016Na kr aj u i ntestinal ne f aze
fenolnih jedinjenjge smanjenaSve studijgn a mo d e | uzorcima kao gto s
[ p o k o § i smanjenu piodkstugnast flavonola (kvercatikampferod, izoramnetim,

miriceting, siringetirg, laricitrinai njihovih glikozida) i fenolnih kiselina(Garbetta et al., 2018; José
JaraPalacios et al., 2018; Lingua et al., 2018; Wang ek@lly) Ant oci j ani Ssu u

stabil ni u gastrilnoj fazi, jJer se u (dasSllvavi ma
Haas et al.,, 2019) Me Lut i m, u i nt eenjenihrmpld Uslova, antdcipm prelazeuus | e ¢
bezbojni kar binol obl ik 111 podl egu biokonver

p 0 g r epgooeaijnjihove biodostupnostBraga et al.,, 2018)Niska biodostupnost ukupnih
antocijana | @ ngcatsuri lnead an eflLiediiaogtenls, 20ilg; Bagligzucohgetf al.,

2010) vina(McDougall et al., 2005xomine(Haminiuk et al., 2017; Wang et al., 201id)ofilisanog

sedi ment a s dda &ilvaokthas gtrab, RUL8)iska hodostupnos e pot vr Lena
domi nantno detektovanim pojedinalnim antocija
p ot vr Bieosawpnost za peonidin3-O-glukozid, malvidin3-O-glukozid i malvidin3-
acetilglukozid je bilaredom 25,6%,9,4% i 8,7%(Lingua et al., 2018)

Smanjen sadrgaj katmhitonatiesepinkdtnehidngesakomr |
stabilnosti ovih jedinjenja u alkalnim uslovima, njl@ t endenci j i da se oksi
zbogsposobnosti da interaguju sa digestivnim enzimi@iaen et al., 2016; Garbetta et &018;

Laurent et al., 2007; Lingua et al., 2019)g r a ni | e n mostfracimmddingje zbagy njihove

velike molekulske masesmanjerrastvorljivost u digestino | t gChancetak, 2016Me L ut i m,
suprotno predhodnim rezultatim#nsé Jar&@alacios et al. (2018%u prijaviiz na| aj no povel
s a d r pgotokatehinske kiseliné&atehina, epikatehina, kao i procijanidin B1, B2 i njihovog galata,
nakon intestinal ne dongrehsitiingmé . flavaBkoroppaghpryaj o
poslediu degradacije trimer i teamer procijanidina koji nisu detektovani na kraju digesRjered
navedenogFerreyra, Torrefalazzolo, etal. (2025)u pot vr di | i -vipiferin@rakom s ad
digestieg epugi @l a, gto moge biti povezano sa def
Me L u td nmg ¢ gnipihgedifjenjaucsimuliranimin vitro gastrointestinalnimuslvi ma j og§ u
nijenenaizpageva dodartan ar a zsltirk@stgmimasamuooadkeliko studija
analizlbiabi odostupnost fenolnih jedinjenja iz seme
INFOGEST protokal in vitro digestie (Gomes et al.,, 2019; José J®alacios et al., 2018)
Nedostaju detaljni profilfenolnih jedinjenjakoji bi doveli do bolje interpretacije rezultaigestija

fenolnog ekstrakta semenke Prokugcdb o gat a u s3olhr gracjjanidind)dad bea n
matriksa, kad detaljna kaakterizacijgp oj edi nal ni h fpevanstenoiflivaBjole d i nj e
procijanidina,d o sada nimoger abbehaj na doprinet. u raz
jedinjenjai nj i hov o wslgimasimgimre gastrointestinaledigestije
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Tabela 2.3. Biodostupnost fenolnih jedinjenja nakonvitrog a st r i | ne, colomit & $ tpieoadilipae iviAma, komge e uilinihowo § i
ekstrakata
Gastri . . Biodostupnost IF (% i
. Fenolna Biodostupnost  Intestinalna faza P (%) Biodostupnost ‘ .
Proizvod ‘edinienia faza GF GF (%) IF(uslovi) (u odnosu ficol ono Zapaganj al/ na Reference
jedinjen) (uslovi) kolilinu/ (%)
tUkupna fenolna 1. Pepsin 60,63% 1 Pankreatin (0,8 g/I__); 62,38% Antioksidativna svojstvaligeriranog
. (300U/mL) gulne soli ; ;
ARed Gl ob: jedinjenja 2 T=37°C: pH 2 T=37AC: / uzorka (tokom IF) (Tadiazucchi et
(ceo grozd) tUkupni flavonoidi It p 48,19% ' . ' 56,07% 1. ABTS'y al., 2010)
1Ukupni antocijani 20:,U=2h 35.71% 3. Digesta 7,63% 2. FRAP §
' (centrifugiranje) ' '
. . . Odsustvo/prisustvo
1. Pepsin (800 1. Pankreatin (2 g/L); Cace2 lelija ( Iskorigienje kateh
1000 U/mg ekstrakt(2gu digestieod59 % se povel
Ekstrakt Se’?ef‘ke 2Katehin pr_otelna}) 98,3% ! mg/mL) 56,1/n.d % / 98%, nakon ekstrakcije acetonitrilom koj (Laurent etal.,
grogla P ; 2. T=37°C; pH 2. prisustvo/odsustvo o ) N - 2007)
Epikatehin X - 96,6% M oo 14,7/In.d % fidemaskiraodo katehi
2 2, 0; U= Cace2 | el ij )
Procijanidin B2 obrtaia/min 109,3% 3 T=37AC: n.d/n.d enzime
2Procijanidin B3 | 124,9% ) B ’ n.d/n.d
2 Posle dijalize (IN)
Ukupna fenolna 1. Pepsin (315 66,4% 7.2% 39,7%
Jedinjenja U/mL) 1. Pankreatin (4 mg/mL);
2Ukupni antocijani . gimL);
Crveno vino 2Malvidin-3-O-glukozid 2.T=37°C; pH 99,1% gulne soli 3,7% 34,1% / (McDougall et
2Vjitisin A malvi%in-s—O— 1,7; U= / 2. T=37AC; 0,2% 0,9% al., 2005)
; 100rpm / 3. Digesta (dijaliza) 9,1% 27,8%
glukozid
2vitisin A, malvidin-3- o o
O-acetil glukozid ! 16,4% °8.5%
L peorgrr:a) Retentat/permeat Antioksidativna svojsta digeste
2 TE?EQC, H (mg/g) 1 .poréin® panki Retentat/permeat (mg/g) (u odnosu n@olazniuzorak)
Komi na g 1Ukupna fenolna '2_ 0.,p0: 2. T=37AC; / 1. TEAC(retentan/ pe (Beresetal,
(bragno i jedinjenja 3 iDi eéta 0,82/2,886( br ag 3. Digesta (filtracija; 24,16/5,76% 2. ORAC (retenta 2019)
(fiItréci'ag' cKDa 58,22/35,23% 5kDa membrane) 68,32/4,21% (ekstrakt)
o mJb'rane) (ekstrakt) COST INFOGEST digestija
1. pepsin 1. Tripsin (tripsin/sok: Antioksidativna svojsta digeste
-pepsin - TS P ' : : S (u odnosu n@olazniuzorak)
, 1 (pepsin/sok; 1:10 1:10 wiw) Posle intestinalndigestije s
Sok gro¢ Ukupna fenolna _ Ao~ o 1. FRAP §
S S wiw) / 2. T=37AC,; sadrgaj ukupt / ~ : ; . (Heetal, 2017)
(Vitis viniferalL.) jedinjenja 2. T=37°C: pH 3. Digesta ‘edinieniai & dupl o 2.glukozidaza inhi
- P - Jigesta. Jedinjenjay P 3 . -aniilaza inhibiciona aktivnost (nema
2, 0; ] (centrifugiranje) :
znal ajne razl
1. Pankreatin (0,005g/g
Voini mi 1 peSZSér:lf;)),OZg/g u(gooa r/ ku?o)rk;) 9 90,26%( vol ni s Antioksidativna svojstva digeste
1Ukupna fenolna o, . 099 . 91,51% (voln (u odnosu naglazniuzorak) (Cilla et al.,
udelom kancetrata iedinieni 2. T=37°C; pH / 2. T=37°C; pH 6,5/,2; 76. 52 % i 1 ORAC § 2011
grogla Ai Jedinjenja 2,0; U= U=2h ' 0°("i°.” oA y (za s )
obrtaja/min 3. Digesta 76, 52%(vol ni 2.ABTS"Yy (za sve u
(centrifugiranje)
2
U".“PT‘? fe_nolna 12.85% 12.,88% Funkcionalna svojsta postelon
jedinjenja fermentacije
2Ukupne derivati galne 1. pepsin 1. Pankreatin 1,47% 1,49% (u odnosu ngolazniuzorak)
Komina (Merlot); kiseline (0,329/100mL) (0,159/100n 1 D@F)’Pl-fz' (Corréa et al
’ 2 i Al —370C- i . . i
liofilisani ekstrakt Ukupni flavan3-oli 2.T=37°C;pH ! soli (0.9/100mL) 12.1% 12,35% 2. Redukujula s 2017)
procijanidini 1, 2; u-= 2. T=37AC,; | 3 K& olleachingi i nhi bi
2Katehin/epikatehin 150rpm 150rpm 24,34/23,69% 19,80/20,96% ’ ; o
2 . . 4. Citotoksi |-HMCIs v
Ukupni flavonoli 15,46% 14,80% H460: HepG2)
2Ukupni antocijani 16,03% 15,16% ’ P
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2Peonidin/malvidin3-O-

glukozid

14,59/9,98%

5,Anti mi krobna
znal ajne

svo
razl

13,89/9,1%

Grogle
Vino
(Syrah)

2Ukupnafenolna
jedinjenja

2Ukupne fenolne kiseline

2Ukupni flavonoli
2Ukupni flavan3-oli i
procijanidini
2Katehin
2Epikatehin
2Ukupni antocijani
2Peonidin3-glukozid
2Malvidin-3-glukozid
2Malvidin-3-acetit
glukozid

1. pepsin 450
U/g(mL)
(40mg/mL)
2. T=37°C; pH
2,0; U:

GroglLel v
68,55/127,47%
80,2/143,11%

73,11/129,65%
138,6/179,66%

1. Pankreatin
(1, 2mg/ g(mlL
soli (5,6mg/g(mL))
2. T=37AcC;

0,
325,5/160,42% 3. Digestadijaliza)

379,9/246,31%
45,07/100,82
31,6/125,67%
55,5/116,32%
56,36/61,72%

Gr o g l-2D)Ne
Vino Ne-D(D)
4,71(7,94)/6,31(4,82)%

24,7(60,2)/13,5(4,4)%
1,69(4,15)/3,35(2,78)%
5,76(27,7)/15,4(16,3)%

18,7(87,6)/17,4(21,6)%
12,7(62,9)/18,9(14,1)%
9,84(10,2)/6,9(6,13)%
25,6(25,7)/15,1(15,5)%
9,2(,9,4)/7,2(4,8)%
9,13(8,75)/8,4(6,9)%

Antioksidativha svojstva D/N® frakcije

posle intestinalne
(u odnosu n@olazniuzorak)
/ 1.ABTSAZ ]
2. FRAP Z
3. DPPHZ

COST INFOGEST digestija

(Lingua et al.,
2018)

1. Pepsin (315

mDP ekstrakt stabilni

ACE inhibitorna aktivnost posle

2Proantocijanidini 1. mDP 6 1. Pankreatin (4 mg/mL); L . intestinalne i colon digestije
. U/mL) L . . ) Proantocijanidini u ekstraktima - :
Ekstrat semenke i (procena na osnovu o, (sirovi ekstrakti) gul ne sol ) oo 1. sirovi ekstrak: .
L o 2. T=37°C; pH _ O s emenke iuvepkojk . . (Fernandez &
pokogice stepena polimerizacije . - mDP 10 2. T=37AC; : P / imaju oluvanu a
L L 1,7; U= - . L meri degradirani (do 80%) S ) Labra, 2013)
preligl proantocijanidina 100rpm ekstrakti) 3. Digesta (dijaliza (ekstrakti semenke su otporniji 2. preligleni ekst
(mDP)) P 3. mDP ekstrakata membrana 12kDa porny posle colon faze nisu imali sposobnost
pokogice | ACE-inhibicije
Biodostupnost u odnosu na Antioksidativna svojstva digeste
Grogle 1. Pankreatin (800 opl etni Uz (u odnosu na polaznizorak)
Semenka 1. Pepsin (2000 U/ mL); gdgulr pol 1. groglLezZy;ppbhgaay:
Pulpa 1Ukupna fenolna U/mL) / mg/mL) 1 Grodle N / (n.r.) (Niagara) (Gomes et al.,
Pokogic jedinjenja 2. T=37°C; pH_ 2. T=37AC; 2I50k0‘igca N 2. groglLeayy;ppbiaag: 2019)
(Bordo (B) i Niagara 3,0; U: 3. Digesta ’ 3 Pgu lba N9 gy (Bordo)
(N)) (centrifugiranje) 4 .S e me npk a Ny
) COST INFOGEST digestija
MI KS grogl MI KS gr ©P)/e |
) 1. Pankreatin vino Ne-D(D) Antlok5|dat|vna_ svojstva D/N_E) frakcije
Grogtle i 1. Pepsin (450 (1, 2mg/ g( mL posl e |nte§t|nalne )
1Ukupna fenolna U/mL) 37/74% N 13(18)/34(33)% (u odnosu n@olazniuzorak) (Lingua et al.,
dve sorte Chardonay iedinieni 2 T=37°C: pH soli (5,6 mg/g(mL)) / 1 ABTSA 7 5019
i Viognier) jedinjenja o PR 2. T=37AC; 3 . )
upna fenolna , 0 : . ST , , , ,3)% .
2Uk fenol 2,0 U / 3. Digesta (dijaliza) 1,60(3,85)/40,9(30,3)% 2 FRAP Z
jedinjenja - P19 J 3. DPPHZ
2Katehin / 0 (0)/10,25 (0)%
2Ukupna fenolna 1. Aporcin 65,59%
jedinjenja (2mg/mL); pankreatin
2Procijanidin B1 1. Pepsin (4mg/ mL); ¢ 47,31% Ekstrakt pioWtodigestie
Ekstrakt 2Katehin (40mg/mL) / mg/mL) 53,82% / pokazuje smanjen uticaj u modulaciji RO  (Garbetta et al.,
2Kvercetin3-glukozid 2. T=37°C; pH 2. T=37°C; pH 5,3%,5; 43,31% i GSH procenjen na H29 intestinalnim 2018)
2Kvercetin3-glukuronid 2,5: U: U=2h 51,79% felijama
2Kaftarna kiselina 3. Digesta 80,21%
2Kutarna kiselina (centrifugiranje) 66,77%
. . . . Belo/crveno vino
2Transresveratrol . Belo/ c;veno \;lno 1..Pan|kreat|n (0’02%)’. Belo/ c;veno \gmo 67,2/56,86% Antioksidativna aktivnost posle
2Hlorogenska kiselina 1. Pepsin 80,5/120,2% gur ne soll 74,41117,9% 12,3/4,19% intestinalcnoel odniog .
Vino 2Kofeinska kiselina (40mg/mL) 40/81,8% 2. T=37°C; pH 6,7,4; 23,1/68,9% 1 ‘6/12’8 10 fermentaciie (Gumienna et
2 o 2. T=37°C; pH 122,3/79,1% U=2, 5h 133,9/65,6% ! e € al., 2011)
p-kumarna kiselina 2 0 0- 87 8/96.8% 3 6o f 82 0/91.8% 78,02/86,3% (u odnosu ngolazniuzorak)
23-(4-hidroksifenil) » Y ; S 'CO‘".E i aza | 41009 (13.23ua/mL. n.d./100% 1.ABTS*Z
propionska kiselina n.am. mikroflore) n.d. 6 (13,23ug/ml) (9,80pg/mL)
Liofilisan sediment 1. Pepsin (2000 1. Pankreatin (800 Bordo NeD(D) /Isabel Ne Antioksidativna svojstva D/N® frakcije (da Silva Haas
iz soka o u/mL) B/l sediment U/ mL); gul D(D) / posle intestinalne digestije sedimenta
A etal., 2019)
(10mol/L) grogla
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2Ukupna fenolna
jedinjenja

2Ukupne fenate kiseline

95,3/142,6%

132,2/149,9%

6,7(54,9)/2,54(14,4)%

13,1(71,9)/14,5(65,5)%

(u odnosu n@olazniuzorak)

(Isabel (1) i Bordo 2Ukupni flavan3-oli 2. T=37°C; pH 98,7/150% 2. T=37AC; | 6,0(49)/3,0(14,2)% 1.ABTS*Z
(B)) %Katehin 3,0; U: 97,2/135,8% 3. Digesta 5,2(49,8)/0,41(2,0)% 2. DPPHZ
2Epikatehin 100/196,9% (centrifugiranje) 7,0(48,1)/11,5(54,5)%
2Ukupni antocijani 84,6/131,7% 6,5(57,5)/0,2(8,0)% COST INFOGEST digestija
2Malvidin-3,5 86,8/111,1% 7,4(59,8)/n.d. (0,1)%
diglukozid
Crveno/belo vino 1. Pankreatin (4 mg/mL); Crveno/belo vino Crveno/belo vino Funkcionalna svojsta post®lon
1. pepsin 118,3/82,8% gulne soli 54,0/43,7% 27,2/20,6% fermentacije
Vino (Cabernet 2Ukupna fenolna (450U/mL) (niska konz.) 2.T=37°C;d 7, 5; (niska konz.) (niska konz.) (u odnosu ngolazniuzorak) (Sun et al
Sauvignon(CS) i iedinienia 2 T=37°C: pH 124,1/83,9% 3. Digesta (dijaliza 56,2/43,7% 30,4/22,3% l.glUukozidaza inhi 2020) v
Chardonnay (C)) J 1en) ) 1 2 . P 0- (umerena konz.) (pasivna difuzija) (umerena konz.) (umeren&onz.) 2.-atdilaza inhibic
T : 131,6/89,8% membrana 12kDa 74,0/45,7% 41,6/25,0%
(prekmerena konz) 4 .coldid f er me (prekmerena konz) (prekmer. konz) COST INFOGEST digestija
K/Po/PelS K/Po/P/S
1Ukupna fenolna 31,3/79,3/93,8/34,6% 49,8/101/112,9/38,7%
jedinjenja Antioksidativna svojstva K,Pe, Po, S posl
Ekstrakt lomine 2Ukupna fenolna U 128/233/140/123% 1. Pankreatin (800U/mL); 156,4/58,44/153,9/1,4% intestinalne digestije
U 1 . poréined . X .
(K), poko jedinjenja ; ekstrakt gu (u odnosu ngolazniuzorak) (José Jara
gepu(Pe),ne 2Fenolne kiseline ) Tﬂggf'é‘_ " ma) 75/355/92/62% / 1. ORACZ Palacios et al.,
ostataka pulpe i 2Flavanoli ’ 3_ 0. PR 118/0/156/99% 2. T=37AcC; 228/0/201/97% 2. DPPHZ 2018)
semenke (S) 2Katehin ! ! " 125,8/197,8% (S/Pe) 110,3/330,9% (S/Pe)
2Epikatehin 102,8% (S) 101,2% (S) COST INFOGEST digestija
2Flavonoli 30/47/27/0% 47/72/48/0%
2Kvercetin3-0O-glukozid 40,6% (Pe) 70,1% (Pe)
L/Pe L/Pe
1Ukupna fenolna 58,9/80,4% 73,9/20,3% Antioksidativna svojstva lozeg e p u r
. jedinjenja 1 . poréined : osle intestinalne digestije Ferreyra,
_ Loza (c;r)e&hlt) ! 2Fejnolne]3 kijseline ppepsin 124,3/92,8% 1.‘Par;krealt|nﬁ ekstraklt 87,6/27,2 (L?odnosu n@olazniuzgorakl) (Torreys
gep “,6' Ll‘g &e) 2stilbeni 2. T=37°C; pH 44,3/0% 5 $_L§7~DC“, : e 589 129,9/51,6% / 1. ORAC:qg el poufneimagazlike) Palazzolo, et al.,
(cv Malbec) 24-viniferin 2,0; U: 46,6/0% A= PRe 8 136,6/51,6% 2.0PPH | ogeap & iina 2021)
2Katehin 73,2/88,1% 29,6/12,1%
2Flavonoli 51,8/79,4% 52,2/61,9%
2Ukupna fenolna 96,8% 1. pankreatin: ekstrakt 85,5% Antioksidativna svojstva posle intestinaln
jedinjenja 1 . poréined “u I nih ' sol i digestije komine
Komina 2Galna kiselina pepsin 100,7% 29 "T-=37AC: 96,4% / (u odnosu n@olazniuzorak) (Wang et al.,
(Tempranillo) 2Elaginska kiselina 2. T=37°C; pH 99,3% Toa _Di osta 86,2% 1.ABTSAZ 2017)
2Flavonoli 2,0; OU: 88,8% - .fg. . 66,1% 2. FRAP Z
?Antocijani 65,8% (centrifugiranje) 0% 3. ORACZ
Antioksidativna svojstva D/N® frakcije
1. Pepsin 1. Pankreatin (4 mg/mL); posl 3 int Ie s_t i nka I ne
Suvo gro 1Ukupna fenolna 2.T=37°C; pH 07 88% gulne s ol 7,86% (Dfrakcija) / (uf :g_?_g/{'lipo aénlugr;i) Ne (Kamiloglu et
(Sultana) jedinjenja 1,77 U=2] ' 2. T=37AC; 102,5% (NeD frakcija) , ' Pt al., 2014)
100rpm 3. Digesta (dijaliza) 2. DPPH L Dyi Ne
: 3. FRAP: DD Z i
4. CUPRACDYyDZ i
Crvena /bela sorta Crvena /bela sorta
tUkupna fenolna 140,9/107,4% 1. Pankreatin (4 mg/mL); 55,5/107% Antioksidativha svojstva semenke posle
jedinjenja 1 . poréined glikodeoksiholat intestinalne digestije
Semenka ¢ 2 Ukupna fenolna pepsin 25,9/81,8% (0,04g/mL); 33,4/25,5% / (u odnosu npolazniuzor) (Chenetal.,
* jedinjenja 2. T=37°C; pH taurodeoksiholat 1.ABTSAZ 2016)
2Galna kiselina 2, 0; U=1 65,2/137,4% (0,025g/mL) n.d. 2. FRAP Z
2Katehir-hidrat 29,7147,2% 2. T=37AC,; 24/0% 3. DPPHZ
’Epikatehin 31,4/55,8% 11,8/0%

ISpektrof ot ome’RLEC kvantifikacija, d.sngeldetaktovan; nam e ma
intestinalne digestije

znal| aj-Derakeil jaeundear
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26.3. Uticajrazlil i t i h mat ri ksa h emlniejedimjenjaiag roa@lsd ,u pwmiorsa , f
pokogi ce gep aiflinfh@i fenolnih ekstrakata

In vitro digestija fenolnih jedinjenjauglavnom je ispitivana namatriksima bogatim fenolnim
jedinjenjima,kacogt o s p o v (Dufeu et al., 2018) | i es ktr ak t{Garbéttameni n e
al., 2018; José JaRalacios et al., 2018; Wang et al., 20@39glavlje 2.6.2)Tek nekoliko studija

prati uticaj matriksa hrane nadgiostupnost fenolnih jedinjenf{@abela 2.4)Matriksi hrane bogati u

sadr ajeud npar, ugl jenih hidr at a digektibilndstibipdostupnogt o k a z
fenolnih jedinjenjgRaquel Lucassonzalez et al., 2018%toga, biodostupnost fenolnih jedinjenja u
kompleksnim matriksimanrane zavisi od: (1) strukture rastvorljivosti fenolnih jedinjenja (2)

sastava, teksture, granulacije i digestibilnasiatriksa; (3) interakcije fenolnih jedinjenjaa
makrokonstituentima (proteini, ugljeni hidrati i lipidi), njihovim hidrolizatirfeeptidima, masnim
kiselinama i oligosaharida)digestivnim enzimimai (4) sastava digestCirkovic Velickovic &

StanicVuci ni c, 2018; Hi ol l e et al ., 2020; Jakobe
2014; Snczykeeol ad. |, e@O0R2j1¢nj a s uolekuimalizengtiikea p o v ¢
reverzibilnim interakcijama (hi dr o-bveibterakcije)nt er

il retko kovalentnim vezama (Jdkabgke201H;eOzdaletgal, | a
2018) Ove nt er ak ci j e unuioksidativhua stalplmst dengindy gedinjenjakom

gastrointestinalnéigestije. M L ut i m u v eprisusivo matrk @a| @jgewaai | ava o :
fenolnih jedinjenjau di gesti vnom traktu, gto smanjuje nj
bi oleaejtddel ak obek, 2015;.Séhguteray. RO1ldsupulaikovalizangnljindail )

mod el studiju koja pokazuje kako matnre kustii |rua z

biodostupnost fenolnih jedinjenjgprvenstvenoantocijara. Analizap oj edi nal ni j@ k o m,
pokazda da proteini (spni protein, kazeinproteini mesa) doprinosamanjenju ukupnih antocijana
posmatrano u odnosu nau sfardarkgcaijj i u kduopbniijhe. ®@r t oncal
druge straneneki ugljeni hidrati i masne kiselingstearinska i linolenska kiselinaup o v €ili a |

o bvali s a d rukupnjh antocijanau rastvorljivoj frakciji nakonin vitro intestinalne digestije
Kombinacijafenolnih jedinjenjasa | a k n i ma unabi&dostupnostfenolhih jedinjenjekom

in vitro digestije. Enohajedinjenjs e vezuj u zaipdetrgmhnunwl akhonbadal
i intestinalroj fazi. Neapsorbovamfenolna jedinjenjeo s t a j uamzaa dg @vamgi ni vi ak
dal je Achfiefiade Ade se osl| ob@lal abadlk | &vdat ieim,
nekoliko studija ispituje uticaj inulina na biodostupnost fenolnih jedinjddgalatakinulina u pire
kupine(Tomas et al., 2020 paradajz sofTomas et al., 2017)e uticao na smanjenu biodaginost

fenolnih jedinjenjai produgeno osl ob algramji énolhie jedinjemanale ki s
molekulske mase colori . @aljé, inulin-Aj u s ekatralkd fiikrokapsulsu pokazalenisku

biodostupnostntocijana nakotin vitro intestinalnedigestije,j er su velina antoc
nerastvornoj frakcijiiBernardes et al., 20199 o n a fenoinihgedinjenjaiz ekstrakta semenke
grogla u modelu sa inulinom ipiloteini iekg rsudo sagal e k s |
analizirara.

Samo nekoliko studija sa bawiatriksima hrane koje nisu prirodno badgaholnim jedinjenjimakao

gto su mlelni p r o j pekarskdgrojzvodilirfasmulacijeoodvis eonde  jkaajgee i
(Cebeci &k ahYenk i | - ubuk, 2014; K a rVadilla gt al., 2016; Fankda , 20
Vadillo etal., 2017; Sengul etal.,20lR)o k azano j e da kompl eksni ma t
hlebijogurtu i | u reaje ukuprahrfgnolnih jedinjenjaantocijana nakom vitro intestinalne
digestije, i to u obe frakcije (dijalizabilna/nedijalizabilna frak¢§@angul et al., 2014Podavanje
ekstraktanagrogbBe brane na bazi ml eka i j aj a

rastvorljivost antocijana i procijanidina tokom digestije, prvensteenol vr st i m mat r i ks
iomlet)(Pinedavadilloetal.,2016)l st a sudija je pokazala da su
antioksidativnu aktivnost na kraju intestinalne digestij Ipeomwe d osl oboleni h f e
doprinose i hidrolizati matriksa hrane.
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Tabela 2.4 Uticaj razl il ih matriksa na biodostupnost i a nt tuenkts makoantvitroy n a
gastrointestinalne digestije
Fenolna jedinjenja
. . (efekat matriksa u odnosu na kontrolni uzorak Antioksidativna svojstva nakon intestinalne
Bragno/ ek Matriks Reference

bragna/ekstrakta;
posmatrano nakon intestinalne digestjje

digestije

Kontrola (ekstrakt+voda)

Ukupna biodostupnogbiodostupna fenolna jedinjenja u digestibilnoj i
nedigestibilnoj frakciji)

(posmatrano u odnosu na isti uzorak nakon oralne faze)
1. FRAP
Digestibilnafrakcija (MGZ ;

KD Z; P §;
Nedigestibilnarakcija (MG ; ;

KD §: P Z

Ekstrakt gr 1. MilBgejk Zbir frakcja(MGn . r . ; KD n.r . ; (PinedaVadillo et al.,
(Eminol®) 2. Kremasti desert (KD) 2Ukupni antocijani (MGY ; KD n. u. ; P v, 2016)
3. Palalinke 2Ukupni ro(antgcijanidini MGy ; KD §; P Z; 2. ORAC
4. Omlet (O) Ukupna fenolna jedinjenjMGZ ; KD Z; P Z; ( Digestibilna frakcijigMGy ; KD §; P §;
Nedigestibilna frakcijigMGy ; KD §¢; P ¥
Zbir frakcija(MGy ; KD §,; P 9,
Ukupna biodostupnost (biodostupna fenolna jedinjenja u digestibilnoj i
nedigestibilnojfrakciji)
2Delfinidin-3-O-glukozid (MGY ; KD n.u.; P 9
2Cijanidin-3-O-glukozid( M{G; KD n.u.; P §
Kontrola (ekstrakt+voda) 2Petunidin3-0O-glukozid (MGY ; KD §¢; P v, (
?Peonidin3-O-glukozid MGy ; KD §; P §,; C
Ekstrakt gr 1. Mil Bgej k 2Malvidin-3-O-glukozid (MGY ; KD §; P v, C / (PinedaVvadillo et al.,
(Eminol®) 2. Kremasti desert (KD) 2Metilpiranomalvidin3-O-glukozid (MG ; KD ¥ ; P 9 2017)
3. Pal alinke 2Peonidin3-O-acetilglukozid (MY ; KD §; P v,
4. Omlet (O) 2Delfinidin-3-O-kumaroilglukozid (n.d.)
2Malvidin-3-O-acetilglukozid (M5 ; KD §; P v,
2Petunidin3-O-kumaroilglukozid (M5n . u. ; KD )n. u. ;
2Peonidin3-O-kumaroilglukozid (M5n . u . ; KD n. u. ;
2Malvidin-3-O-kumaroilglukozid (M5n . u . ; KD n. u. ;
Biodostupnost (ralunata u odnt
S 1. Biskviti+antocijani (57,26%)
Bks .t rakt o gr 1 BISKVI.“ 2. Biskvit+antocijani+dokosoheksanska kiselina (8,83%) / (Karakaya et al., 2016)
(Eminol®) 2. Lepinje

3. Lepinjaantocijani (57,30%)
4. Lepinja+antocijanitokosoheksanska kiselina (n.d.)

Juvitana infant

meso; 25% kukuruzna pasta; 10%

krompir pasta; !
0,1% NacCl; voda)

Crvenovino (CV) i
belo vino (BV)

tUkupre fenolna jedinjenja
NKV (CV n.u.; BV n.u.);UKV (CV n.u.; BV n.u.);
VKV (CV Z BV n.u.)

1Ukupni antocijani
NKV (CV n.u.); UKV (CV n.u.);VKV ( CV ¥ )

2Ukupni flavan3-oli
NKV (CV §; BNV (@V. nw; BV n.u.);
VKV (CV n.u.; BV n.u.)

2Ukupne &nolne kiseline
NKV (CV n.u.; BV n.u.);UKV (CV Z BV n.u.);
VKV (CV §: BV n.u.)

(posmatrano u odnosu na uzorakavbez matriksa; nakon
intestinalne digestije)
1. DPPH

NKV ( CV n. r UKV (®BNATEBY nLr);
VKV ( CV ¥ BV n.r.)
2. ABTS'*
NKV (CVZBVNr),UKV ( CV n.r . ; B’

VKV (CV §y: BV n.r.) (Sun et al., 2020)
3. ORAC
NKV(CV ¢, uBM Qv ;y; BV ¥
VKV(CV §; BV n.r.)

4. FRAP
NKV (CV n.r; BV )UKV ( CV ¢ ; BV n
VKV (CV §; BV n.r.)
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1. Il sabel gr
2. lsabel grog
(IGB)

Kozije mleko
(probiotski jogurt)

(posmatrano u odnosu na igtiorak pre digestije)
Model digestije sa enzimima

1. ABTSM*

Jogurt+1 G ¢§; Jogurt -
2. ORAC

Jogurt+1 G ¢§; Jogurt -

(Silva et al., 2022)

Sok od gro¢

Kravlje mleko
1. Punomasno mleko (PM)
2. Obrano mleko (OM)

IUkupna fenolna jedinenfa PMS  §; OMS )
Kof eoil vinska kiselina (PN
Epi katehin (PMS Z; OMS
Proantocijanidin (PMS ¥,

2Glukozid-protokatehinske kisela( PMS §; OMS 9’

(posmatrano u odnosu na isti uzorak pre digestije)
1. ABTSM*
Punomasno mleko+sok gr
Obrano mleko+sok grog

(He et al., 2016)

Sok od grog¢
(Concord sorta)

1. Ultrafiltrirani permeat
2. Kisela surutka
3. Punomasnmleko
4. Obrano mleko

(posmatrano u odnosu na isti uzorak pre digestije)
1. FRAP
Ultrafirtrirani per mea
Kisela surutka+sok gt
Punomasno mleko+sok ¢
Obrano mleko+sok grog¢

(Lamothe et al., 2019)

Volni napit
(sa udelom kor
Airen sorte) (VN)

Obrano mleko

1Ukupna fenolna jedinjenja
VN+ml eko ¢
VN+Fe+ml eko
VN+Zn+mleko (n.u.)
VN+Fe+Zn+mleko (n.u.)

y

VN+Fe+mleko

(posmatrano u odnosu na isti uzorak pre digestije)
VN+ml eko (ORACY,; ABT
VN+Fe+ml eko (ORACY; A
VN+Zn+ml eko (ORACY; A
VN+Fe+Zn+mleko (ORACY;

(Cilla et al., 2011)

Voini napit
(sa udelom kon
(VN)

ISpektrofotometrijskb d r e PHEUCikyantifikacija; n.r-n e ma

Obrano mleko

znal ajne razlike

2Ukupna fenolna jedinjenja
2Derivati hidroksicinetnek i s el i ne Z
2Ukupnifi avoni Z
2Ukupni flavan3-o |1 i Z
2Ukupnifi avanoni Z

(Cilla et al., 2009)

jedinjenjal/vela

u-nisal detektavdnis n.utemd uticaja raijodostubriostenoinib edinjenjafi y-@d v el an a

b fermldim st upno:
a n tsi noi kgsei ndaa t bi fewntiib jsatikjgmemviorgaticksidativiia Akdivnost,; NKMiska konzumacija vina; UKMimerena konzumacija vina; VKMsoka konzumacija via
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Ukl julivanje antocijana u matri kse hrane moge

digestije ild9 efi kasan metod za <ciljanu ispor
(Pinedavadillo et al., 2017) Pekar ski proizvodi obogal eni S
pokazali visoku biodostupnost antocijana kraju intestinalne digestijene L ut i m, bi odos
antocijanajg nal aj no smanjena dodatkom dokozahee&ksaen
(Karakayaetal.,2016) Pr ema pretragenim | iteraturnim pod
koj i ukl juluju meso i ugl j ene hi dimwairbdigestij@je bi o d
mal o pr&ltwwnamsavl!jevil et .Roinatgje daeullifidi untesurveoma a l
podl ogni peroksidacij i tokom kuvanja mesa i

proizvoda oksidacije lipida, koji mogu ima toksilni [ gt e (Vieira etealf, e k a t
2017) Prapostavkajedae ul est al ost poj ave kmoverangavailk@dmi Vv a
konzumaci jom mesa, moge smanjiti dodavanjem/ g
kada se zajedno koriste u pripremi ili konzumaciji m@éaira etal., 2017) St og a, oboge
obroka na bazi mesa sa biljnim fenolnim jed
ubl agavanje navedeBitlanz dawalp e v suhpbkeralirda dodatas(.2 0 1
matri ksa (infant formula koja simulira stand:
fenolnih jedinjenja, antioksidativnu aktivnost( DPRH FRP) i sadr gaj poj edin
in vitro digestije. Suprotno pteodnoj studijiSunetal. (202 u kor i st e i identi]

velu biodostupnost f enocblomi hdij geeds jny jednij @l b gk wi a
Zbog kontradiktornih rezultata i malog broja studija koji se bave ovim problemom, nedostaju dodatna
istragivanja kako bi se procenio efekat kompl

2.6.4.Interakcije fenolnih jedinjenja sa proteinima

Interakcije fenolnitjedinjenjai proteims u u f okusu i stragiisummpeu vel.i
kroz nekoliko preglednih radovéBandyopadhyay et al., 2012; Jakobek, 2015; Ozdal et al., 2013;
Ozdal et al., 2018; Zhangetal.,2021) | zmelLu f enol nih jedinjenja i
hidrofobne interakcije koje su naknadesat abi | i zovane \add o nsiel ntiank ovleez
mogu javiti van der Walsve i jonske interakcijéJakobek, 2015)Slika 2.9).

(a) () © \/\kz }(:\pm
)K/ \[(\ Jk/ \[(\Protem )L />, \ H/\( Protein ’ ’

VODONICNA———

VEZA HO, 0 2 % 0‘.
\ J HIDROFOBNE 0
\ Polifenol Il\TERAKCIJE Polifenol
o JONSKE

\  HO ]’ Polifenol HO

O
0 \HL
H
\ k/” )k/m "@/ /Y protein
i j(\m \[(\Protein ¢
H H
0 0

- o
)l\/m /U\ Protein
NN

H H

o]
Slika29.Ti povi interakcija izmelLu fenolnih jedinjenja i pr
jonske interakcije (preuzeto Q@uan et al. (2019)
Strukturna fleksibilnost, broj OH grupa i mol

njihovim interakcijama s@roteirima (Jakobek, 2015\Naj | egi e su proul avane
fenol ni h | edikakaa sajprateifima jmkekéBankdgpadhyay et al., 2012; Ozdal et
al.,, 2013; Ozdal et al.,, 2018) Pokazano je da se fenol Rali)j edir
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domi nantno vezuju sa proteini ma -bdd) aidraobnimk az e i
interakcijama(Hasni et al., 2011; Kanakis et al., 2011; Yuksel et2010) Pored navedenog,

i stragivalima su posebno zanimljive i glear ak
(procijanidini i tanini) iproteinap | j u \baeghtik prolinom j er ove iinterakci
trpkosti u ustimgJakobek, 2015; Ozdal at., 2018) Pored togainterakcijefenolnh jedinjenjai
proteiramogu uticati na: (1) izmene u strukturi proteina; (2) neto naelektrisanje molekula proteina;
(3)biordost upnost odr el eni h(snaanujuh(@)kdigestdilnosnpsoteingdd) ost a
funkcionalrai tehnefunkcionalra svojstva proteindmodifikuju); (6) aktivnost digestivnih enzima
(smanjuju) (7) biodostupnost fenolnih jedinjenfas ma nj uj u/ p(8)vastibkaidatvia iu )

b i o & svgjstva fenolnih jedinjenjd mo di f i k uj u (Cirkévin &/slikkovic & Staific)

Vucinic, 2018; Jakobek, 2015; Ozdal et al., 2013; Ozdal et al., 2018; Zhang et al., 2021)

2.6.4.1. Uticaj mleka na biodostupnost fenalih jedinjenja
Struktura mlelnog matriksa |je vagan faktor k

biodostupnost fenolnih jedinjenj®okazano je dased n i i vi skozni matri k:
jogurt, I a kvare i takodoprinoseboljoj biodostupnostifenolnih jedinjenjai pokazuju
antioksidativhu aktivnost u por el enj u s a s i(bamothe é& a.j2014Mleka | v r
je najlegle k amlizign vitro bimadostkspnuosti feniH ni h

napitaka/ekstrakat&®okazano je daunomasnali obrano mlekai t i | puo vnmalbiadostupnosti

ukupnih i/ili dominantnilfenolnih jedinjenjgdhlorogenske kiseline i njenih derivatajtantkafe(Qie

et al., 2022; Tagliazucchi at., 2012; Yu et al., 20213manjenu biodostupnostukupnih fenolnih
jedinjenja f | avonoi dfenolihjedmjengadd innad gRodtiguezRoque et al., 2015)
linemguuti caja na bi odost uipfenolih jedinjenjasin siringinskep 0 j e
kiseline)u kodigestiji napitka odimeta(Helal et al., 2014)Mo d e | digestija2koji

i elije lgpeovpedkamza i ntestinal nu pe3rorheablialjnao sk a dn
kombinaciji sa mlekon{Xie et al.,2013) Pored navedenogpopk az ano | e-CdNa-CK)®dzei n
doprinosestabilnosit artocijana u intestinalnojfazip ovel avaj u nj i fLangetalbi odo
2021) Navedenerazlike u biodostupnosti fenolnih jedinjengu zbog proteinskog matriksa,
interakcijafenolnih jedinjenjasa proteinma, speci fil ni h unapitkadkstraktu | e d i
stabil nosti 0 sjédimjbnia i éntestialnof fazhForlenmmah pr et rageni m
podacima, £ e k a't mbateksanna dpiodostupnost fenolnih jedinjenga ekstrakta komine,
pokogice g1l oogiisdoseeaispivan U | i t eraturi se mogu n.
prate antioksidativni potencijal formulacifaavliegm| ek a s a s o kKHemtab, @016 r og L
Lamothe et al., 2019; Silva et al., 202R) kravljeg mleka sav o imnnapikom k o j i ukl j ul
k oncent r(@Giltaetglr, 20091 Gilla et al., 201I)akon intestinalné vitro digestije(Tabela

24). Me L ut ithodno pavedene studije koriste kravlje mleko, dok je biodostupnost fenolnih
jedinjenja u prisustvt e r mi | k i kozijegeniekaoskudnopgou lvama( Kost i | et al
Ef ek at tretieanogkokij&gimleka na biodostupnost faiojedinjenjassemenkg r o gL a ni | €
sada analiziran
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3. Materijal i metode

3.1. Tehnol ogki parametri grogla

Tehnol ogki parametri su utvrleni na uzéoekeaeriod
(moncioligosaharidis u odr elLeni r e f-328ritHaixireeSupply Go., (tdAGhi@a).0
Ukupne kiseline so d r e firamaAOAC (1999)i i zragene kao g ekvival e
po L gi Lb)edok(jggpH¥Kr e (gr o@lda rd @ pemoadepHpearu (Consort,

Belgija).

32.Pri prema bragna s e men knefermenisankanine ca i z d
U okviru prvog dela doktorske disertacije ukupno je ispitivano sedam uzoraka serpeokkio g i c a
koje potilu od arlanzilhi |ii ta it o hnittogdrénta crsiome i negr ® g 1

Hamburg, Prokupac, Merlot, Cabernet Sauvignon; i tri bele sorte: Smederevka, Italijanski Riesling i
Tamjani ka. Uzorci sskaobul & kddisd ralazivii Alelsandrgvau, AV i
centru Gupskotgodmmogavegdane Pserte grogla su

pogodnoj za proizvodnju vVvina. Eksperi mentaln
prikupljani odmahn ak on pr esovanja | potom sugeni u | a
Har aeus, MA , USA) , na 60AC, tokom 72h (konaln
semenke i pokogice su rulno odvojane, Basdheven

MKM 6003 UC, BSH Hausger 2te GméHKkibz poMisitamadel Ne m
Analysette 3 pro, Fritsch, Id@ber st ei n.,ZaNamdl|jka)anali zu je od
vel il i nkleilzensetliucaO, 6 mMr agria 1 8eonkeondgkiicai grogla s
pakovana u vakum pl-20Ctza dalje analizee s e | |l uvana na

Mali deo bragna semdmkri avapokcecdgrmddE|dakorsiantnes u g
mas e, kako bi se odredi o s ad.rSg apgektrofotomegrigski ii su
hromatograf ski r e zsulmastuzorka.u dal je i zragdgeni na

3.2.1. Priprema uzoraka pasral § mamatogradijme@CK i / p o k
jonoizmenjival ku hromat BRAE@Qf i ju visokih perfo

OkoO,5gprthodnop r i preml jenog bragna semenki je ekstr
kupatilu tokom 30min, na 40AC. Nakon toga, ¢
magnet noj megal i ci na 1 stoj t ekstiakeje @otora ifitrirani d o d a
kroz Whatman No.1 filter papir i supernatant je sakupljan. Ekstrakciona procedura je ponovljena, a
oba sakupljena supernatanta su spojena i upar
(Hei dol ph, Labor ot a 40 OanakoS gparavanfa g cekonstitiNsamuabmlk a )
heksana i kori gl en dalje za GC analizu masnih

Oko 0,1g odmagienog bragna semenki i pokogica
0,1% HCI . Uzorci su megani Thys@ kMawwLahontechmi& Gmbél,h a n i
Seel bach, Nemal| ka), na sobnoj temperaturi [
kupatilu, na 38°C. Nakon toga, uzorci su centrifugirani (4000 obrtaja/min, 10min), i supernatant je
sakupljan. Ekstrakciona procedurap@novljena, a oba supernatanta su spojena i uparena do suva.
Ostatak nakon uparavanja je rekonstituisan wu
mona- i oligosaharida

3.2.1.1. GC analiza masnih kiselina

Masnackiselinski profil lipidnihe k st r akata iz semenki grogla je ¢
hromatografije (GC instrument Agilent Technologies 6890, USA), opremljene plajowino j u | i m
detektorom (GEFID). Pre analize, lipidni ekstrakti sumeerotovani do metil estara masnilsdiina,

kori gl enj#veOHlrdagenss, kako su firedno opisalik o s t i | e t Ukratko, (20
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smega | i pi dinreagense leszagreeakat rm 100°C, 1h; pptomo h|l alLena na
temperaturuametil estri masnih kiselina su ekstrahovani u heksanskoj fazi dodavanjem vode. Nakon
centrifugiranja, uklonjen je gornji heksanski sloj, koji je koncentrovan u struji azotajida kor i ¢l
za detekciju masnih kiselina.

Metil estri masnih kiselina su2960el®inéde@ioimoip
duyi na 100 m, idebljsha filma Q,206m (8upelco, Bellefonte, PA, USA). Za analizu su
primenjeni sl edel i usl ovi : temperatura 1injek
protoka helijumaSmL/min; zapremina ubrizgavanja ukar 1pL; injektors pl it odnos | e
20:1; temperatura kolone, 50°C (5min) do 240°C (20min), sa porastom temperature od 4°C/min.
Analiza je trajala 72,5 min. I denti fikacija i
Supelco 37 komonentnog miks standarda metil estara masnihekim FAME) (Supelco,

Bell efont e, USA) . Sadr gaj masni h kiselina |je

(%) ukupno detektovanih masnih kiselina.

l z dobijenih podataka su uB\ardlﬂJIgTJmijhzasjitl'rénhhiilvnina
kiselina gMK),nezasi | eni h NMKgmomokegzabki han( MNMKQI,sni h
polinezasil eni RNMK)ais no chn oksi sMMK/naMK(. Pored tog:

aterogenost. (1rA) i i ndeks tromboge(nbultiil (etT)
2015)
06 ——— Q)
uOuYFl FI 7 (2)
pri d$usAmwadr gaBs@iizga@jCsa@ti4gajdDsads ga jMNMKiuBupad ;
sadr gaj mononezas ¥ bueknuipha nmassandirhg akji s¥@blkiompaa;ni ©ra i
¥3 masni lEukiup e lnitranamdasnéh &igelina.

3.2.1.2. HPAEC analizanonc- i oligosaharida

Profilmonoioligogaharida)dmagienog bragna semenki i pokogi
j e kor ijopdkeshromatografijevisokin performansiopremljene pulsnampeometrijskim
detektorom (HPAEC/PAD), premmetodologiji koju su prdodno opisaliGa g i | et. al

Ukratko, za angl emuDf®NEKal Bion&xpurthyv@le? CAjUSA) a j
opremljen sa kvaternom gradijent pumpom (Dionex), ICSDAS50 autosemplerom (Dionex) i

Carbo Pac®PA100 selektivnomanjprz menj i val Kdm2k®! oomomvel i | i na
vel i |l i-nmkaopopap<tl@angstrema; (Dionex)). Elektrohemijski detektor se sastoji od Au kao
radne i Ag/AgCl kao refentne elektrode. Mobilna faza se sastojalaodsld i h r eagenasa
NaOH (A),500mM NaCHCOO B),ul t r apr el i g eapetoka mabine faz€ je bila Br z i
0,7mL/min. Linearni gradijent je bioi8,0 min, 15 % A, 85 % C; 5(8,1 min, 15 % A, 2 % B, 83

% C;5,112,0min, 15% A, 2% B, 83 % C; 1212,1 min, 15 % A, 4 % B, 81 % C; 1220,0 min

15% A, 4 % B, 81 % C; 20i@0,1 min20 % A; 20 % B; 60 % C; 20;B80,0 min 20 % A; 20 % B;

60 % C. Pre analize, sistem je kondicioniran mobilnom fazom sastava 15% A i 85% C, 15min.
Zapremina ubrizganog uzorka je bila 25uL. Kvantifikaaij@no i oligosaharidadetektovanih u
uzorcimajespravdena kori gl enjem standardni h rastvor e
su préhodno opisaliGa g i | e t. Standardmon® 0 digodaharidasu nabavljai od Tokyo
Chemical Indust, TCI (Europe, Belgija).

3. 2. 2. Odijetghlvlakena nj e

Sadr ¢ a pih(RRVitnerastvonih(NDV)di j et ni h vlIiakana u uzorci
odr el en -gamimetripldmpastupkom(AOAC, 1995)U met odi j e kori gl er
Dietary Fiber Assay Kit (KTIDFR; Megazyme International, Wicklow, Ireland). Neposredno pre
odrelivanja svd afkiam@a, s amloexceni , a uzor@kolgs emer
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svakogprethodnopripremljerog uzoka se suspenduje u 50mL fosfatnog pufera i proverava se pH.
Nakon toga, s u sgkwenmcipnojj eazimskej digestijredoine er most abi | nc
amilazom, proteazom i amiloglukozidazoRotom seNDV odvajujufiltriranjem iispiraju toplom
destilovanom vodonRDV seiz filtratat al o ge s a @dvdfu fdtiranjeno, $ @ pmere.
Nakon enzimskog tretmana vrgi se korekcija z
ukupnih dijetnih vliakana je suma RDV i NDV.

323Pri prema fenolnih ekstrakata semenki/ pokogi

Vodeni ekstrakt. pokogica i s eme nk ithodno aplil a s L
Pantelil .Raka@adi cd 2i0 beenkesntkraa hsouv gIr etralscianadredstvar a z |
Po k ogj(oke 2g) suekstrahovaes a 20 mL met anol a iKROnLI50%setdolagi O
(50/50 etanol/voda). Semenke (oko 1gekstrahovae s a 10mL 80% met anol on
HCI (80/20 metanol/voda)10mL 50% etanal (50/50 ¢anoliodg. Zakie | | e n i met anol

sa cilems p r e |a®ksidagije (degradacije)fenolnih jedinjenja prvenstveno antocijanékod
pokodi czea) povelanje efikasnostenamljathovavmekised:
manje polarnoj fenol form(AcostaEstrada et al., 2014poredtoga z a ki gel j eni r ast
denatn i gu membr aneiodnedguisakvoag] uti kasliradjb pgheratajpeput
antocijana(RodriguezSaona & Wrolstad, 2001Poznato je da se fenolna jedinjemesutra u
sporedninpr oi zvodi ma iz grogla mogu nal. u rastvor
vezanom obl i ku. U zavisnost. i od postupka ekst
sporednihproizvo d a , potvr Lena | enih jedingehjau Inarasteorndmo(Vezxahomh a f
obliku: 19,8856,75% (Lutterodt et al., 2011) 63-79%r a | u m adhosu naukupru k ol u | i n
fenolnih jedinjenjalde Camargo et al., 2014&oja doprinose antioksidamim svojstvima ukupnih

fenolnih jedinjenjau r az |l i | i t o] n(€ang et al., @All8) 0 a 1z e rfdé @dMmprgovee
al., 2014)
Uzorci su ekstrahovani meganjem na mehanil ko

Seel bach, Nemal k a) , i Pbdle ekstnakcijesetdraktoSu osthg rame r aut U rr i
na 5°C, 22h, a nakon toga filtrirani kroz Whatman No.42 filter papir i supernatant je sakupljan.
Ekstrakcioni postupak je ponovljen tri puta, sakupljeni supernatanti su spojeni i uparavara da suv
rotacionom vakum uparivalu na 40AC (Heidol ph,
nakon uparavanja |e rastvoren u 15mL mi | | i
spektrofotometrijsku TPC, TFC,MAC, PAC) i hromatografsku analiziekstrakti su filtrirani kroz

0,45um filtere (Syringe Filter, PTFE, Supelco), pre dalje analize.

3.3. Pri pr e ma /ekdrakim gemngentisane komine Prokupca i njenih
konstituenata

Presovana ermentisana kominaautohtone sorte Prokupa& o | a ] e k oworn g | en
eksperimental nom del u, dobijena je iz 20i8nari|j
godine Odmah nakon dopremanja u laboratorgdyojena su tri jednaka dela komirfg) prvi deo

komine nije procesuirgntako da su odmah izdvojene semenk po k@ @&p wwrai na/ pet e
Izdvojeni konstituenti i ostatak komirsa samleveni u mlinu za kafu, upakovani u vakum kese i

| uv ani0°Cn2 drugideo komingesugen u | abor(asswgeanjsek oy sturg
vazduhaTV) (Thermo Scientific Haraeus, MA, USA)a 60°C, 48i{Slika P1, ae;a( 3) tr el i
komine je Iliofilisan (sugenj e zliefizatara (TelStar e m)
LyoAlfa 10, Filadelfija, SADjSlika P1, fj). Nakon procesuiranjekomine,t ak ol e su odV
semenke, @pokdrpieta | jUzioae i konstituenat a, kao
komine su samleveniu mlinuzakatup akovani u vak®0WC.kese i | uvan
Malideob r algo @i ne | njenih konstituenata (~19g) | e
konstantne mase, kako bi se odredio sadrgaj vl
i hromat ogr af ski rezul tati su dalje izrageni
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Voden ekstraktiprethodno pri premljenih uzor@&p@urkiome /nget e
su dobijeni kdod b bgkpgmprt stodng gpmen barlgoglaviju8.2.3 r e

uz par malih izmenaSvi wzorci (oko 1g) su ekstrahovansa 20ml 80% metanola (80/20

met anol /voda) koji s ja dleng u trifikatl 2supdr@atanti siedalaupljenia k ¢ i
upravani do suva i rekonstituisani u 15mL miliQvode za dalje spektrofotomet(ij#e, TFC,

MAC, PAC) i hromatografske analiz&ntioksidativrasvojstava (FRP, ABTS'DPPH' sposobnost
uklanjanja H20y) [ ci t ot ok sadrneabasmvaa eksttaktima lisfilisanih uzoraka
komine, pokogéepeZasedmrealkiev a ngvagstawa,stispenzigkssakatan i h

su filtrirane kroz 0,22um filtere.

3.4. Priprema funkcionalnih aditiva na bazi proteina kozijeg mleka

Uzorak kozijeg mleka | eMikim20Oagoding e ndd j ml. e Koz e |
odmag| e n otertiranb (80°Gni0mik)j prema metodi koju sutpogino detaljno opisaResic

etal. (2012) Nakon odmagiivanja, deoiodkmagigérmrmg kmloe |
termil ki tr et iTM)ainaljoj detoforgtie] kandkterizaziji. (
Vodeni ekstrakt semenkKE)k oj i j e kori glien wu f o priprenliengeiof i f u

fe'ment i sane netretirane komine dobiZJ0godeeprema vi na
protokolu koji je opisan upodpoglavlju 3.2.3 Semenke su izdvojene iz fermentisane komine
Prokupca, odmah nakon procesa vinifikad§eo primarnoe k st r akci ono sr%dst v
metanolk o j i s a d r gDobijehi, vad#ni aksirakt je okarakterisanor i gl enj-em U}L
Orbitrap MS.

Za pripremu praha inulin/ekstr alktutafi®dQ, Sepdugn | e
Roosendaal, Netherlands), proizveden iz korena cikoi@@icorium intybuy sa slede i m
karakteristi kama: sadr gaj O 90% | steper polimer|zacije DPp n a
varira od 2 do 60 fruktoznih ejdediirciacaraastyvoed
70%, sl atkola 10%, i99a% ri § ssja dOWP¥E mpaetpeerliaj e 95

3.4.1. Pripremame g a wnleko/akstrakt semenke

Preghodno pripremljencgtr mi | ki t r (€M) je poan@aon om| seak otzapieminasdehinh | i t e
ekstrakata semenke, kako bi se kozije mleko ot
Na osnovu unapr ed o dfeneliihgedinjenjad BE)d ek§tiaktussemen&)p ni h
kori gl enj em sBmdaled@ingeton eFab,|1998)pisana u podpoglavljd.81.1),
pripremliene sS’iIMEme gava knoe ,da j e sadr gaj bik: @,p (TMEA); Of4de n o | r
(TME2);i0,6 TME3) mgiPC mL megavi ne.

3.4. 2. Priprema me ¢nalin/ekstraktsemheekk a s a pr ahom
Prvo je pripremliens pr e | osugen pr ah IE)n Uklratkey O eokeniteksaakit S €

semenke je dodat inulin (5%astvo) , megavina je 10min ostavl jen:
Ssprej osugena kordxd elng kear aBtuarhiij sMiang sBpr e | S U
Fl awil, ®Gwajamatskaklsprej sugenja su: ulafnpa te
protok vazduha 600L/ h; protok tel nolsatkioL&mL/el

pripreml | e'Maaimlmama52)(TM8) (59 inulina u 100mL TM)kojaj e ko kab g | e n
kontrola u karakterizaciji pripremljenih formulacija.

Te r mitretikano mleko TM) je pom@gm@ao sa tr i r athddno lpripteraljenbgopkrahal i n e
inulin/ekstrakt semenkdH£). Na osnovu unapreddor e Lenog sadr gaja ubupni |

|E prahu(prah je rekonstituisan u80% metanolu) k or i gl e nj e Wiocakeu (Sidgetop o F o
et al., 1999ppisana u podpoglaviju 3B1) , pripreml jTMrs&E manhomiakogda vi n e
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j e sadr gaj u k u p nhioh10 0,42y ¢El unlOOML TMYTaVil E1)} 20 (0,j83m IE u
100mL TMYXTMIEZ2); i30(1,25g IE u 100mL TM)TMIE3) mgTlPC1 0 0 mL m&aMIBvi ne
3.4.3. Dobijanje funkcionalnih aditiva s pr e j saubycegng leem oi gnefaremenkisani
funkcionalni aditivi

Polazni uzorci mlekayl, TM) (SlikaP2a,b) pr i pr e ml (TMELE ME2eTYEIY IE, TMI,
TMIEL, TMIE2, TMIEJ)(SlikaP2,6))i deo ekstrakta semenke (SOES)

Buchi Mini B-290 laboratar j] skog spr ej sugala (Buchi Labor
Par ametr.i Spr ej sugenja su: ulazna temperatur
600L/ h; protok telnost.i 8 m LDbbmenirfunkcianalnpaditivitsu s a k

pagljivo upakovani u kivete, za-g(rCIﬂ'adalI]'eianaﬁza.rane
Funkcionalniaditvis u o kar akt er iIASRRATIR i Ramanispektreskopije,rkao i SEM
mikroskopije M, TM, TME3, IE, TMI, TMIE3, SOES.

343.1Zeta(e)pot enci j al i nefarneehtisanihfumlecionaleirsaditiva a
Zeta potencij al [ adeidas Ui madrkeé€eni c aned ol iojme rdii r
svetl osti (DLS) , kori gl en j180mHotba,eldpan). £re maja, i b a

prahovi su rekonstituisani (0,1% rastvpg) pH rastvora je proverena I
bude 6,7. Merenje je obavljeno na 25°C, u polidisperznom modu, pod uglom rasejanja svetlosti od
90°.

3.5. Priprema funkcionalnih kozijih jogurata i liofolisanih kozijih jogurta kao
funkcionalnih aditiva

Za pripremu funkcionalnog fermantisanog napitagurtai liofilisanih jogurtak o r i ie kozije o

mlekonabavl! j eno i 2Milkfil, e d aarLe jASe [Keoati gl eno sirovo
fizilko hemijska svojstva: pH 6, 34N0,0; suva
proteini 3,57N0,014%. Cela kolilina kozijeg m

Nakon toga, mleko je hlanpeandbuda 2aAGpdgvanje
starter kulture(YF-L812, Yoflex (Lactobacillus delbrueckiispp. bulgaricus i Streptococcus
thermophiluy, Chr Hansen, Nieuwegein, Holandija)odabranogsoja Lactobacillus plantarum

Mleko je zasejano sa 0,2% (w/w) starter kulturom ifili dodatkom 2i1@ | i j a/ 500 mL m
plantarumsoja. U formulaciji jogurtaj e k oistiivagénieehstrakkojijeprehodno kor i gl
pripremi nefermentisanih funkcionalnihaditva( podpogl avlje 3. 4.) . Pre
ml eko, ekstrakt semenke je ostavljen 10min na
(Syringe Filter, PTFE, Supelcdikstrakt je dodavan u pasterisano mleko u odnosu 1:1(®B0haL

ekstrakta u 450mmleka) Sadr g aj uk upni h ekswaktokbjineidbdatju mldkigen j e n |
bio48, 45mgTPC/ 50mL ek st r akRola-Cidcdlto€oj mewdijapdanae . e n ¢
podp@lavlju3.81.1).Tok fer ment aci j e -jrednogi nasVakimsatnrenmdon j e m
zavr get ka f edt6mEemerdacija je ¢rajala pdd5 do 8h, zavisnsastava uzoraka
korigienih ba(like3rl) j skuh kultura

Funkcionalni jogurti analizirani u okviru ove doktorske disertacije

a) koziji jogurt fermentisan sa starter kulturoma)s
b) koziji jogurt sa dodatkom ekstrakta semenke fermentisan sa starter kulturfm)) (SE
c) koziji jogurt fermentisan sa odabranlmctobacillus plantarunsojem(Pjo);

d) koziji jogurt sa dodatkom ekstrakta semenke fermentisan sa odabtattobacillus
plantarumsojem (Pjo);

e) koziji jogurt sa dodatkom ekstrakta semenke fermentisan sa starter kulturom i odabranim
Lactobacillus plantarunsojem (SER).
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pH-promena
Sjo
6 SEjo
PEjo

—e—SEPjo

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Vreme fermentacije (h)

Slika 3.1. Tok fermentacijejogurta bez/sadodatkom ekstrakta semenke,o r i ¢ [sertejkeltore i odabramg
Lactobacillus plantarunsoja

3.5.1. Lactobacill us pl ajogutar um s 0] koriglen wu

Jedan od ciljeva istragivan]j dactpbacildsiplantardrsa s e i
i zragenom s pos oddjuofgnblnih jedirgenjadl@aa kastdrtera u proizvodniji
fermentisanog napitk§ogurta)od ko zi j eg ml ek a k o jsemerke kbmigei [
groglLa. Smisao ovih ogleda je bilo ispitivanj
aktivnosti ovako dobijenog proizvoda.

U tu svrhu je pretr daebadluslplantasikimsiitytaaza mobekuamua v r

geneti ku i genetil ko ingenjerstvo Univerzite:
selektovani sojevi koji su pokazivali najjalu
PCR reakcijom iod selektovanih geva jedan kandidat je izabr&ao kostarter za fermentaciju

ml e | mapitkpgk oj i s adr gi semenkeo | ni ekstrakt

3.5.1.1. Bakterijski sojevi
U eksperimentima su kori gl enilacobadlushpamutaiuoiz det e

kol ekcije Laboratorije za molekularnu mikrobi
ingenjerstvo Univerziteta u Beogradu. Svi soj
nivoa vrste sekvenciranjem fragmenata 16S rRalkz | i | i t i SOoj evi su deter
el ektroforeze u pulsirajulem elektrilnom pol
prikazana u TabeB.1
Tabela 3.1.Lactobacillus plantarunso j evi kori gl eni u eksperir
Soj Vrsta

SIL5 Lactobacillus plantarum

SIL 8 Lactobacillus plantarum

SIL 26 Lactobacillus plantarum

SIL 29 Lactobacillus plantarum

SIL 37 Lactobacillus plantarum

SIL 38 Lactobacillus plantarum

SIL 69 Lactobacillus plantarum

SIL71 Lactobacillus plantarum

SIL 73 Lactobacillus plantarum

3.5.1.2 Spektrofotometrijskiesttanazne aktivnosti sojeva

Aktivnost t anpethedng ustanovienoenineteddhmshitani & Osawa, 2003koja
se zasniva na sposobnosti bakterijskih tanaza
kiselineu sintetskonmsupstratumetil-galatu) proi | emu se osUeseuselnari gal r
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kolilina otpugtene galne kiseline, odnosno nj
na4dsonmBakterijske [ elije zas epaBor@supakupldieSteringnar ,
ezomi resuspendovane u 33mM NgtO; sa 5mM metigalatom, pH50 nakon | ega |
gustina suspenzije a0 0 n m poad0glgUzarci smakon togankubirani 24h na 37°CRosle

24h, 2mL suspenzije gentrifugiramo na 1300, 5 min Dalje, 1mL svakog supernatarmgasebno je
pomegan zaasi 1 mb oNaHE (8%)yvpbl 18,6 i inkubiran 2, na 37°C i naknadno
centrifugiran(1300@, 1 min), kako bi se uklonila potencijal ne
javlijaju u slulMakionoiridumadi jseoj ®@wysaor banca s
naspram sl epe probe koja je sardgala 5mM r ast
tertian na 1 st/ nal i n kao i50o0njeup@do srazmerrainivoa i z
tanazne aktivnosti bakterijskog soja

Tabela 3.2.Tanazna aktivnost testiranilactobacillus plantarunsojeva

Odabrani izolati Aasonm
SIL5 0,558+0,09
SIL 8 0,593+0,05
SIL 26 0,553+0,05
SIL 29 0,548+0,08
SIL 37 0,572+0,11
SIL 38 0,665+0,07
SIL 69 0,940+0,08
SIL71 1,127+0,06
SIL 73 0,955+0,08

Na osnovu rezultata spektrofotometrijsiogl r e L tanazne aktaynos(tabela 3.2) izabranje soj
sargj vel om t an az hactobadllkstplantarumbti71,za sve dalje eksperimente.

35131 zol aci j a i preligiavanje hromozomal ne DNK

Bakterijske kulture narasle do logaritamske faze (OD600nm8Q,68) u t el nom MRS b
su oborene centrifugiranjem 5 min, na 13900tubi zapremine 10 mL. Dobijeni talog je ispran sa

500 pL TEN pufera. Talozi su nakon toga resuspendovani u 500 pL PP pufera sa lizozimom
(2mg/mL) i inkubirani 30 min, na 37°C. Nakon toga je dodato 250 uL 2% rastvoraaSOSuL
proteinaze K i inkubad je obavljena 30 min, na 50°C. U uzorak je potom dodato 250 pL neutralne

fenokh| or of or mske smege uz snagno mul enje. Nak c
1300, a gornja vodena faza je prebal enaneBMnovu
Naeacet at a i 1 volumen izopropanol a. Smega | e

|
precipitirana 1z smege, gclalgjeispfaugpi700anhladnog (1 0 n
20°C) 75% etanola. Nakon toga, supernatantje odliverad og j e osugen na 42A
30 pL demineralizovane vode sa dodatkom-&M e . |l zol ovana hr omozomal i
20°C do analize

3.5.1.4.PCR reakcija za detekciju prisustva gena za tanaze tanALp i tanBLp

Umnogavanje DNKméetadmmnpeavP@E&no tako gto je
se sastojala iz 0;1ug DNK; reakcionog pufera (50mM KCI, 10mM T4#$Cl i 0,1% Triton %100,

pH 9, 0) ; 0O, 2mM Dnt p; 1U DNK Taq polimeraze,; [
koncent aci je 2,5 OM. Kao negativna kontrola kor

prisustva DNK. PCR j e i @unijaleandenptoracials enjohe 94%Cm pr o
(2) denaturacija 3Qsia 94°Cj(3) vezivanje prajmera 1 mima 55°C;4) polimerizacija 30sna 72°C

(koraci 24 su ponovljeni u 30 ciklusa);(B)f i nal no hl alenje na 72AC
pozitivna kont Lastbbacilyjs @lantaramATALI 1497 kaji pgseduje oba gena

tanAcp i tanB.p. Dobijeni fragmentsu razdvajani horizontalnom elektroforezom na agaroznom gelu
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(Slika3.1) Sekvence kor i gl en i3.B Svpispitivanisejevesu mosedodadi gee u
tanB. p, dok ni jedan od sojeva nije posedovaonA p.

Tabela3.3.Pr aj meri kori gieni za PCR
Ol eki vana

Oznaka .
. Sekvenca prajmera
prajmera produkta
1 951 tanBe 5 GGATGCTGACTGGCTGGTTGE3 6 1 akb
2 952 tanBe 5 &CACAAGCCATCAATCCAGGS3 6 :
3 953 tan Ap 5 €£CTGATGAGTGGTTTGTTAG3 6 1 8Kb
4 954 tanAp 5 €TTGCGTTCTGCTTCGGTATE 6 ’
f—
tanBLp -w-e =
tanALp - —
R EREL SR,
TYi¥e mowwewye §
S §§ §§§§§y§ 8
S §§5§ §55§5§558§§ =
S $§ §§§55§58§ 5
) R
+
Slika32.PCR umnogeni f r ag meacobdcilus Mastaresojeva,eazdvaehi nd agaroznom gelu
3.5.2. Tekstualna svojstva dobijenih jogurata
Teksturalna svojstvazorakaj ogurta (|l vrsti na, konzistencija,
odrelena po mteksure @A 4T Flug Bektwe Amalyzer, Stable Micro Systems Ltd.,
Velika Britanija) kor i st el i i s toji su préhbdacddetaljmodgisakiogecki esdl.u p  k

(2020) Za i zralunavamjdéd ypyaedadmes air at slastdwrmi j eni h
EXPONENT (Stable Micro Systems Ltd., Velika Britanija).

3.53. Senzorna analiza

Ukupnsenzormk val i tet dobijenih proizvoda ,hgoeenjwanienj er
su sledeli parametri: okKgtigliemnjeda mérsikal ek
5 (sa moguinogiu davanjaodd,id a#¢odeoahsaitetands), s | e d
veoma dobarl 4, 5 O oc en a) dobaakvdlitette3 a5 >0 3g&ena kival it
nezadovoljavaju i kvalitet (2,5 O ocena kvaliteltho > 1
Koeficijenti vaasypjsteaskvalitetazbia sw jddadkirza svako svojsto.f r i r an
uzorke je ocenjivao sSemarmaramliza yzaakaejd obavigna pedan dah | a
nakon proizvodnjgogurata

3.5.4.Pripremaliofilizovanih joguratai fermentisani funkcionalniaditivi

Svi pripremljni jogurti (S, SE, P, PE, SEP) su liofilisafiielStar LyoAlfa 10, Filadelfija, SAD)
Takole su | iofil imlekaie oidgopalrazrud ire paakitnga i j s k
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koje nisu fermentisaléS,, SEo, Po, PEo, SER), polazro punomasno kozije mleko (SPM)asterisano

kozije mleko (M) i k o irsui kab kontrole u daljoj anali;Do b i j e n i l' T ofilizat
pagljivo upakovani u kivete, z a-g0rQ Za datjei anapize.r a n e
Liofilisani jogurtis u ok ar akt er i ASR-FTIR i Ramar spdkteoskppgemkao i SEM
mikroskopije.

35410drelivanje ukupnog broja vijabilnih bakte

Odrdci vanje ukupnog broja vijabil ninfetodorapotKkechi j s k
u (1883). Materijal dobijen liofilizacijom je rastvoren W1%(w/v) peptosf i zi ol ogkom r
(Oxoid, Basingstoke, Engleska) pr i preml jena su serijska decinm

rastvor u. Po 1mL suspenzije odgovarajulih raz
10mL otoplienog De MaiiRogosaSharpe (MRS) agara (Oxoid, Basitwee, Engleska). Petri posude
su inkubirane 48h, na 30AC do pojave wuol ljiwvi

Br oj vijabilnih bakt er(eng. €olopygforming unitsGFd) pokgeamu b r o j
suve mase liofilizataQFU /g d.m.).

36Priprema funkcional nisl dafgrlhimjednjenpa o d
antioksidativnih i tehnefunkcionalnih svojsava

3.6.1. PripremazaUHPLC-DAD MS/MS analizu

Pripremljeni su metanolni ekstrakéip r e j olsiuogfeinliihs aini h uzoraka sa
fenolna jedinjenja koja su doprinela funkcionalnosfermentisanih fermentisanih funkcionalnih

aditiva Oko lguzorkaekstrahovangesa 10mL 80 % met anol a koj i s a
metanol).Uzoci su ekstrahovani 1h, na sobnoj temper
toga, uzorcsu centrifugirani 300§ 10min,a sakupljeni supernatanti su filtrirano kroz 0,45um filtere

i analizirani -RADIiN$/eM$ e unljnttpiBdod pqdubglaviju 3.2.1.).

3.6.2. Priprema za analizu ukupnihfenolnih jedinjenja, antioksidativhe aktivnosti i tehno
funkcionalnih svojstava

Sprejau ¢ e ofilisani prahovi su rekonstituisani tako da se dobiju 0,1%; 0,5%; riak®ori,a pH

j e proverena i poDpbtjehi padeteyena Bpreéj 7o0sug:¢
za analizu ukupnih fenolnih jedinjenja, procenu antioksidativne aktivnosti i -feimikoionalnih
svojstava nefermentisanih funkcionalnih aditivéoloidni rastvori fermentisanih funkcionalnih

aditiva su dodatnocentrifugiran (1700@, 5min), a izdvojenisupernatants u k or i gl en i z
ukupnih fenolnih jedinjenjai proeenu antioksidativne aktivnosti. Za procetahnnofunkcionalnih
svojstavasuk or i gl eni pri maroidnbrastva&ik onst i t ui sani k ol

3.7. Simulirana in vitro gastointestinalna digestija (GID)

U okviru ove doktorske disertacije |jmvioori gl
protokol digestij@ INFOGEST protoko(Minekus et al., 2014ya procenu biodagpnosti fenolnih
jedinjenja izekstrakatas e me n k e i pokogi ce g mdegnérdisanéonine s u
Prokupcabez pri sustva i u pr i skoset nmavedesdg,0agatizitasug mat
odabrani nefermentisani funkcionalni aditiva biodostupnostantioksidatinu aktivnostfenolnih
jedinjenjas e me n k e k o mi nievitrg digesjijé a nakon

Uticaj kompleksnogmatriksahr ane ko] i u lgli jt wia bipdestupmess fenolnih
jednjenja Kao model matrikg e  k o nfanggire @uvitana, Swisslion Product d.o.o. Indjija,
Srbija) koji se sastoj i od kuvanog lureleg mesa (20¢

kukuruzne paste (25%), Naglivode (89,%4). Cagnelgraarg ma ( %),
3% proteinal0% ugljenih hidrata i 1% ukupne masti.
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Megavina koja sadrgi 2 mL vodenog eksdgerimRkat a s €
primenomnavedenog protokal®igeriraniu z or ci s u o b el e §digeriranekstrakia k a ma
pokogice u prisust v udigeraanekstreks semehke a prisystvuimatik§&E / M
hrane). Da bi se ispibauticajmat r i ksa pod i stim usl ovi ma, 39
dest i | ov an eo dgestji@M-digeriranm#rizsheme)Da bi se procenio efekat digestije

na vodeni ektrakezsmmenkképokognee pripremlije
dodatne kontrole koje sadrge 2mL ekstrakta se
obel e g &ama DREHigearane k st r a kt p odigeripneksaakt semerBeS.E  (

Da bi se definisao doprinos digestivnih fluid
hrane i samog matri ksa hrane, priemrarmaree koupk
u i stom odnosu kao tokom simulirane digesti|]
komponente i enzimi su brzo pomegani; pH je p
uzorci su redom obel e §eREK; SBKz invikk a rKkaa Kk BE /bMK ;s eS B/
por eldigenranéhuz or aka sa polaznim ekstrakti ma i ma
ekstrakta pokogice/ semenke i infant pirea su |
zapremina od 40mL, koja je identi | ranaldi@aih j e nc
uzoraka.Oviuzord u redom obel egeiMA. oznakama PE, SE,

Uticaj proteinskog matriksai dijetnih vlakana na biodostupnost fenolnih jedinjenja-
nefermentisani funkcionalni aditiv, TME3,IEi TMIE3.Sp r e | i prahwidlg)sa/bez fenolnog
ekstrakta semenk@M, TME3, IE, TMI, TMIE3) (podpoglavlje 3.4.3.)su rehidatsan sa4mL
destilovane vode potomin vitro digeriraniprema protokolu. Kao kontreldigeriranihuzorala su

k or i gV, &@MHE3, IE, TMI, TMIE3 prahovisamorekmstituisani u destilovanoj vodiaime,1g
svakogprahaposebng e pomegan sa destilovanom vodom do
dobijenoj zapremini nakon kompletne digestije analiziranih uzorakarci su intenzivno
vorteksovan i dalje analizirani zajedno sdigeriranim uzorcima. Da bi se definisao uticaj
digestivnog koktela, pripremljena je kontrola digestivhog koktel g a rbinle destilovane vode
(umesto uzorka) sa svim digestivnim enzimima i rastvo(iD@C).

Tabela 3.4.Sastav osnovnih rastvora i simuliranih digestivnih fluida.

SSF SGF SIF
Komponente Koncentracije osnovnih rastvor pH 7.0 pH 3.0 pH7.0
Koncentracija u SSF Koncentracija u SGF Koncentracija u SIF
g/L mol/L mmol/L mmol/L mmol/L
KCI 37,3 0,5 151 6,9 6,8
KH2PQy 68 0,5 3,7 0,9 0,8
NaHCG 84 1 13,6 25 85
NaCl 117 2 / 47,2 384
MgCl2(H20)% 30,5 0,15 0,15 0,1 0,33
(NH4)2CGs 48 0,5 0,06 0,5 /
NaOH / 1 / / 8,4
HCI / 6 11 15,6 /
*CaClz(H20)2 44,1 0,3 0,75* 0,075* 0,3*
Skr al &3Fsimuiransaliva fluid( pl j uv aBGFRi s ismuk )i r an gSFs dimulirdn intestirfalhi dididd Svi simulirani fluidi su
pripremljeni 1,25 puta koncentrovaniiji, j*dér vioe en akorvedrt d cijetswakayvaa nnjee ke
jedinjenja u finalnoj di gestivnoj megavini. *Ko(H0)gedodatoodvojgn@ u kol ona
Uzorci su izlogeni oral noj f a zsalivadiiidg e gt j §y ealdma
soka)(SSF): 0,5mL rastvorg | j u Wanhilaze (1500U/mL)25uL 0,3M CaCli 975uL vode; a
zatim intenzivno mul kani [ I nkubirani 2mi n, n

gastrilnoj fazi di gestijelodusdiimbsndOme) okpenpo
75mLsimd i ranog gast r ilbmlLoagtvofalpepsind £2800/8LE pripremljenog u

SGFi5uL0,3MCaCh,dok je pH podegena na 3, 0 nkeojrei glee nzja

p o d e g e n adodaganj@rOdestilovane ved | i nkubirana 2h, na 37AC
orbitaln@abSHpakker $MX 1300, Adolf K¢ghner, Baze
3000/ mi n. U zavrgnoj intestinalnoj fazi, 20mL
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simuliranogintestinalnog fluida (SIF)5mL rastvora pankreatina (800U/miaktivnog tripsina)
pripremljenog u SIF, 2, bAoul 0,3VCAGKM d ks tjveo rppH gpud c
7,0 koriglenjem 1M NaOH. Smega j e dosepastgena d

finalna zapreminak oj a j e potom inkubirana 2h, na 37AC
gej keru koji je podegen na 3000/ min. Nakon za
centrifugiranjem na 45@D(Centrifuge 5804R, Empn d o r f , Hambur g,na 8%€mal k¢
odmah zamrznuti u t80°Curadaleanaliret u I | uvani na

3.7.1. Biodostupnost fenolnih jedinjenjaakon digestije
a) Da bi se analizirao efeka vitro GI D na sadr §aj u k u,dlavonbida,f e n o |

proantgc i j ani di na [ pojedinal ni h fdna@nhojedmjerija sg edi r
i zr al urkeM a ukupailwenolnih jedinjenja, flavonoida, gemtogc i j ani di na i p o
fenolnih jedinjenja, kojsu dostupnna kraju GID,u p or eahjimovgmk ol i | i nom u po
ekstraktima i zr agav @ bed el§(edomery] e s a

80t Qe OftY Pt £ i~ pmim (3

Gde je PCdss adr g aj ernolkilujpdinjera flalzonoida, préantgcijanidinaipoj edi nal n
fenolnih jedinjenja udigeriranimuzorcima;PCiss a d r g a j fenolkitujedimjenia flavonoida,
pro(antgcijanidinaip oj edi nal ni h fupaeonimrekstnakija.e di nj enj a

b)U slulaju kompleksnog matri ksarabhurbatzi | ane
biodostupnos{TR, total recovery, za ukupnafenolna jedinjenja, fenole kiseline i flavonole u
digeriranim uzorcima sa matriksom hranBenolna jedinjenjamat r i ksa hr ane t ak
p ol az n o jfenckib jedinjenjakojas u i a digesiijezajedno sa ekstraktinppo k 0 §i c e

semenke Ukupra biodostupnostu k u p ni h i grgpfenolniif jedinjenjahudigeriranim
uzorcimaje procenjeau odnostn a nj i hov zpolazonmekstrakg drk @ &ji cei/ s e me
polaznom matriksu hrane pr ema sl edel oj jednal i ni

YQONADE Qe OfiYNR éi &——— pmm (4)

Gde TPCdspr edstavlja ukupna sadr gaj fdnanhgedimenju ki s €
digeriranim uzorcima; TPCispr edst avl ja wukupna sadr gaj fenol
fenolnih jedinjenjau polaznim uzorcima (PE i SEJ;PCfmpr edst avl ja wukupna
kiselina, flavonola i ukupnienolnih jedinjenjau polaznom matriksu hrane @J. Biodostupnosti

ukupna biodostupnostavan3-o | a o d r e L' eOnbitrap M3 HpRetls@vlijengena i st i n a
kao i biodostupnost prethodnih klasa fenolnihipgehja.

c) Procenatukupnin,poj ediklasal npbj edi nal ni h fenolnih jed
mleka MVP), inulin (IVP), ili matriks mlekoinulin (MIVP), jeo d r eplreenma sl edel o] |

MVP (IVP)(MIVP) b —— pnm (5)

Procenat{%) ukupnihp oj edi nail np dj &diarsal ni h digeiramnupoicima j e d i
(Ri), jeo d r euloénosu najihoves a d u gotaznim rekonstituisanim uzorcima pr ema sl e ¢
jedinalini

RQb — pTmT (6)

Gde PCpepr ed st av lukumih,pajd e g iaknlad sna hi pojedinalwmih f
polaznom ekstraktu semenkeCkmp r e d s t a v ukjipaih,pscajder dji & aal snai hi poj ed
fenolnih jedinjenjau kontrolnom rekonstituisanom uzorku matriks/ekstrakt seme/Kend

pr edst avukypaih,psoajderdgilan aalsmai hi poj edi na hakdndHigestignol ni
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3.7.2. Priprema uzorakare i nakon digestije za elektroforetsku analizu

Kontrolni uzorci i uzorci nakon digestije su rastvoreni u puferu za uzorke-@EBSGE i SDSNR-
PAGE),uodnosu 1:1i nt enzi vno vorteksovani i korigleni

38.Metodeinstrument alne tehnike koriglene u
3.8.1. UM-VIS spektrofotometrija

38. 1. 1. S adr fgnmlpih jedkjengni fadr gaj ukupadhgdijl aukaorg
monomerni h antocijana, sadrgaj ukupni h proant

Sadr g aj fenokih jedinjemfja( TPC) |j e odr el e@ioc&teyovbgydagensp,e m F
prema metodi koju su opisadingleton et al. (1999) Al i kvot wuzorka (700L)
Folin-Cocaltedovog reagensa i nakon 5min, sa 230uL, 7,5%@&s. Smega je potom
vorteksovana i inkubiranahBOmin na sobnoj temperatyru mraku. Nakon toga, uzorci su
centrifugirani na 170Q§) 10mi n i absorbanca supernatanta
Shimadzu spektrofotometra (U800, Shimadzu USA Manufacturing Inc, UR, USZ&avisno od

prirode analizianih uzoraka,kiu p a n fermldilr jédmjenjg e i zragen kao mg e
kiseline na 100mL uzorka ((IGQAE)/100mL)ili 100g suve mase uzorka ({@&AE)/100g SM)

Sadr gaj UkupdiTFCY | paeomaireeden korigienjem kol
hloridom, kako su ptaodno opisalRibeiro et al(2015) Al i kvot wuzorka (1250L
milliQ vode i 37,5uL 5% NaN@ Posle 6min, dodato je 75uL 10% AkCkako bi se formira
flavonoid-aluminijum kompleksdok je alikvot 1M NaOH (250uL) dodat 5min kasnije. Nakon toga,
smega je intenzivno vorteksovahariigli @m$ @mb aShc
spektrofotometraZavisno od prirode analiziranih uzorakl,bu pan sadr g ajz rfalgawo rka
mg ekvivalenti katehinéCE) i/ili kvercetina (QE) na 100mL uzorka (A@OmL)ili 100g suve mase

uzorka (mg/100g SM)

S a d ruguarjih proantocijanidina(PAC)u uzor ci ma j e odr eHQtstakor i g
prema metodi koju su opis@deng etal. (2011) Al i kvot wuzorka (0, 5mL) | ¢
HCI (95:5v/v) i 0,1mL reagensa (2% FeMiSQy)ou 2 M HCI ) . Nakon toga,
vorteksovana i inkubirana na 95AC, 40min. Nak
merena na 540nmk or i gi enjem Shimadzu spektrofotomet
proantocijanatdikiaar ijgel einjrean ukno nv éavelli et al.o2P14f ak t o
izragen kao mg PA (RAFIOOMD) D &00g suve masé worka (iiigy100g

SM), prema sledeloj jednalini

0066 6i 6OMPYXoOO )
Gde Ac-predstavlja absorbancu slepe proBepredstavlja absorbancu uzorkaDF- predstavlja
faktor razblagenj a.

Sadr gaj monome(r MAQ®) ajnd oednj ealhean pH @ockeabaahetc i j a
al., 2012) Uzorci su adekvatno razblageni -Hoadapr i pi
(0,025 mol/L; pH=1,0), i natrijum acetata (0,4 mol/L; pH=4,5). Nakon toga, absorbance pripremljenih
uzoraka su merene na dve razl irlgiatje utkailpans rhe noou
antocijana j e i z rnalyidim3-Owluknzida rakl@0g suvze imaseotka karaine

grogL@3@/mgo0g SM) i izralunat prema sl edelim |
6 obugmdx MM du ¢ MoK T O (8)
666— 6 0o OO0pmm & (9)
0066 — p T (20



GdeApredstavlja izmerenu absor ba DEpredstaedlja fdkeof i ni s
razbl agen M&molekulska knasa malvidiB-O-glukozida (493,5); i ¥ je molarna
absorptivnost malvidi3-O-glukozida (28000).

38l2Sadrgaj proteina

Liofilisani fermentisani funkcionalni aditvé u pr v o o d roaani metodom. Mkrdtko, h
liofilisanipr ahovi ( 1g) srua sntevgesanllhlasofrm 21@¥ )i ostavljeni na
mehani | kom gej keru 2h. N a k o g 10mia Supernatangzjeoodliven, s u
dokjel vr stoistéded jen u kapel. kako bi se uklonio
fino sprageaiodr &laidv gh je aelekrofaratsku karakterizaciju.

Odmagli eni ferment$aniladitvia nis p r e | neferrsentigaminaditivi(20mg) su
rekonstituisani u 10mlkalijum-fosfatnog pufera pH 7,0intenzivnopr ome gan i nNa Vvo
kori gleni za optbteinaluiuzomimgrema snatatlirkdgjejg razvidradford (1976)
Razbl ageni S up er nantsaml Brédidoodod leggengan eagina mtengivno

pr omegana instavljena 2amekng sobnoj temperaturi. Nakon toga, uzorci su ponovo

i ntenzivno pr oimesgreancaje meemaao r5t9 e knsnproteBa uzogceanp je
odrelen koriglienjem BSA standardne pr avog i
pragkastog uzorka.

3.8.1.3. Antioksidativna svojstva
3.8.1.3.1. Sposobnost redukcife®*j ona (r eduBR uli a mol )

Redukujula moil wuzoraka | e odMesldueiAder epal. €2018) me t «
Al i kvot razblagenih uzoraka (25 @fé&&pH=6,6625pub me g a
1% rastvora kalijusf er i ci janida. Smega je potom inkubir:
inkubacij e, smegi j e dodat puzoissQ Gotteksbvarfoi potom h | o
centrifugirani na 1700§) 5min (Sigma 201MCentrifuge, Osterod@am Har z, Nemal ka) .
5000L supernatanta je megano ssaNakO D@ihizmmeiedal i Q
je absorbanca na 700nm, korigienjemk8hbmadsme.
ukazuj eredukaj jneoli(@ilcinetal,2004) Za neke uzorke wukupna
i zragena k a askégnske kiselineAA) boemi uzorka (LdAA)/mL).

3.8.1.3.2. Sposobnost sakupljanja ABTYadikala - ABTS* test

Procena sposobnosti sakupljdojdanjanja ABTS *radikala je analizirana preammetodi koju su
prethodno opisalidrnao et al. (2001)0snovniABTS? *astvor (7mM vodeni rastvor ABFS (2,2
azincbis/3-etil-benotiazolinG-s ul f onska ki selina) ppersudafpm)n je s a -
ostavlien da stoji na tammo mesti 16h. Nakon toga, pripreman je radni rastABTS? !
razblagivanjemmesaovhog, r askworda se dobije al
0, 8. Pripremljen radni sal®sturoka i ndk@nn¥min mé¢rema j@ ot o
absorbanca na 734nm. Procenat sakupljenih ra
jednal i ni

06 YB i OO0 QESTOEOD Qow— pTT (11
Gde Ac-predstavlja absorbancu AB’?‘Sadnog rastvoraAspredstavlja absorbancu uzorka ili
rastvor a standar@’radnimmstvergnanog sa ABTS

Za konstrukciju standardne kriwve korigleni su
10 do 1000g/ mL. Aktivnost sakupl j an jaskorbinske b o d n
kiseline (AA), odnosno ugAA po mL uzorka (UgAA)/mL).
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3.8.1.3.3. Sposobnost heliranja jona Fé - FCC

Sposobnost heliranja jona gvoglaStjaeniocdrvd lj eerva

(2015) Al i kvot wuzorka (2000L) je pome g.daorcssa 740

vorteksovani [ ostavl jeni 30mi n, n a20Gulo FImMo | t €

ferozina i 10min kasnije olitana | e absor be

spektrofotometr a. Sl epa proba je wuporedo pri

uzorka. Sposobnost heliranja je izralunata pr
Fe2* (XD & O 0@EN'd Q0 wo—— pmm (12

Gde Ac-predstalja absorbancu slepe probs-predstavlja absorbancu uzorka.

Zanekeuzor ke sposobnost hel i r an jelendjarsinott z a aij e h at
kiseline EDTA) po mL uzorkaug (EDTA)/mL).

3.8.1.3.4. Ukupni antioksidativni kapacitet TAC

Ukupni antioksidativni kapacitet ilin vitrof os f omol i bden redukujuia m
prema met odi Rrietpetal.$1999)p rAd d Ikorpihl maeabalkgenh0, 3 mL)
sa 3mL fosfomolibder eagensa (pripremljen meganjem-0, 6M

fosfata i 4mM amonijurmo | i bdat a) . Epruvete sa reakcionom
95AC, 90 mi n. N a k o reni t nerer@a,je abspribpanca na 6950m. O fsto aréme je
pripremana sl epa proba, koja sadrgi milliQ vo

su kor i gl askorbinske &isetine (AA)i u k upni antioksidativni
ekvivdentimaAA po mL uzorka (LdAA)/mL).

3.8.1.3.5. Sposobnost sakupljgm DPPHAradikalai DPPHAtest

Sposobnost uklanjanja DPPHadi kal a j e tod kbju sulbmsal@livgiraoetam(@010)

sa malim modifikacijama. Zapremi na uthadnmok a o
pripremljenogDPPH'radnog rastvora. Nakon 30min inkubacije u mraku, merena je absorbanca na
515nm. Uporedo je pripremai  kont rol na pr oba, DPRHrainograstvsra st o j

sa milliQ vodom umesto uzorka. Procenat sakuj
prema jednalini
00 0 OO0 QECTREOD Qo— p T T (13

Gde Ac-predstavlja absorban@PPHY a d n o g rastvora ponmsgastavig s a
absorbancu uzorka i1li rDRRHradront rastveadma nd ar da p o me

Aktivnost sakupljanja s|l| ob o dnaskorbinskeckisekna (Ad) | e
odnosno HAA po mL uzorka (UAA)/mL).

3.8.1.3.6. Merenije relativne sposobnosti sakupljarff®PPHAradikala - DPPHARDSC

Merenje relativne sposobnosti sakupljaﬁ}'E?PI—Fradikala je sprovedeno prema metodi koju su
opisali Cheng et al. (2006)Reakcima smega wuzoraka (1000L) s e
razbl agenog metanol om. K cacija @kstrakat® i Tijoleksa(19,t20, #0a z | i
60i 800OL). Zatim je u svaki bunar i | DRFHkadila i t ar
ba je sadrgala 2000L me
oL

pripremljenih u metanoluS| epa pr o
pripreml j en meganjem 100 PrPH aadilala. absdrbanteOu@otaka su a s t
neprekidnoo| i t avane svakog minuta tokom vremenskog
515nm.Procenat sakupljeniPPI—ﬁr adi kala za svaku vremenski Z .
jednal ini

DPPH*radical quenchedp p —— PpTT (19
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Vrednostiprocentasakupljenl[bPPI—f‘r adi kala u razlilitim vremens
standard su ucrtane u odnosu na vreme reakci
sl edel oj jednalini

bY6 My @ @ ® @ E QQp mv 'QQ (15

Gde fo predstavlja procen@PPH'radikalasakp | j eni h na mb gresdtaklja pronenate n j a
DPPH' radikala sakupljenih u reakcionom vremenuRelativha sposobnost sakupljar[WPl—F

radi kala je izragena k(aE) ponynsdluzorkak (miol aB/geSM) i Tr
izralunata prema jednalini:
00 0 BYO"Y) (16)

3.8.1.3.7. Sposobnost uklanjanja vodonik peroksid#&PS aktivnost

Sposobnostodenih ekstrakata komine i njenih konstituenatauklanjanja vodonik peroksida je
o d r e fremra anetodi koju su opisdfiu et al. (1992)U ovoj metodi je primenjen lumindi>O-
sistemLumi ni scentna reakcija je zapollerastvorankejigan | e

sadrgi 100mmol /L luminola, rastvorenog u 50mm

je zabelegena neposredno nakon meganja kompon

i zmelu merenj a. U komtrzrameonmenzok&ubomnasbovmrp

interferentna luminiscencija bez vodopke r o k s'i d a. Povrgina ispod d:t

koncentracije ukupnih fenolnih jedinjenja (TPC)), predstavlja relativni intenzitet luminiscencije

(CL).Sposohost wukl anjanja vodoni k peroksida je izr
00 Qo QU bET & p T a7

Gde CLc-predstavlja relativnu luminiscenciju kontrol€Lspredstavlja relativhu luminiscenciju
uzoraka; &L predstayi interferentnu luminiscencijisposobnost uklanjanja vodorpleroksida je

i zr agen & vrddaost (p@d®ina od maksimalno efekie koncentracije ukupnih fenolnih
jedinjenjg.

3814 Ci totoksilna svojstva

3.8.14.1. MTT test

Citotoksilna svojstva eXsitealaibjda nakrespaieruelikrgr o § L
tetrazolijum [MTT, 3(4,5-dimetiltiazol2-il) -2,5-difeniltetrazolijum bromid] testtMosmam, 1983)

koji prati pergivljavanje |lelija na osnovu ko
u metabol il ki aktivnim [elijama (MTT se red:i
inokulacije (konfluentnost, 4® 0 %) , feetjeamse dsa razlilitim k
fenolnih jedinjenja z ekstrakata komine. Kontrolnim [eli

tretirane | el ije su he48h Posle inkablojeh dodabje MTT deagérs U n i
finalnoj koncentraciji od 0,5mg/mL. Uzorci su dodatno inkubirani 4h u atmosferi vazduha

obogimB5%8Q,na 37AC u mraku. Formazan kristali n
MTT reagens), su rastweni dodavanjem 10g/100mL natrijudodecil sulfata (SDS) u 0,01%Cl.
Kolilina rastvorenog formazana je proporcinal
37AC preko noli. Adsorbcija rastvor etwiRbadekr i st
I nfinite 200 pro, na 570nm (maksimum apsorbci
predstavlamerumetabi | ke akti vnost.i felija, koja je iz
D‘Qbébé”i‘éc'&mo'nobéié—z p T (18)

Gde A t-gdredstavlja absorbnacu uzorka kod kgjilu | el i j e t r eafnt dpeedstavije k s t r
absorbnacu uzorka kod koj i hPresnatorheglziujl & anii s 5 ut ri
kao % promena u metabol il ki aktivnim tretira
netretiranih lelija.
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38142. Test sposobnosti sakuplja0Ma unutarieli]

Unutarielijska antioksidativna akt iWolfeastiuj e o
(2007)sa odrelLeni m (Keledethli, 2028 | YJamastu su korigle

epitelnog kolorektalnog adenokarcinoma (G&o | el i j e, European C€c€oll e
ECACC No. 86010202), kao najpogodnije za merenje efektivnosti dijetetskih antioksiftelbet

etal,2018) Kul tivacija I odrgavanije Iellja j-le spr
premaSanchezetaI (2010) Lelije su kultivisane ud eom®ubat o
CO,na37°C.Cac@ I elije su uzgajane u plejtovima s

monoslojevi bez vidljive diferencijacije. Posle toga, monoslojevi su odvojenipadv r gi ne
kori glienjemEDTASWStgmasi nLel i]j e4lseula|pcpbortmup|aelo
plejtove ravnog dna sa 96 bunarila (Corring,

toga je uklonjen medi jsprame s#BS pkferont pHv7 dikibjrane sa a | e
50pL 25umol/L DCFHDA (2,7-dihlorofluorescin diacetat)s 0 OL medi j uma za r as:

vodene ekstrakte komine grogla. Ko n t-DA0 $0pLi uzo
medi juma. Sadr gaj u pl einktbaterd uratmosfer vazrieha abloge m o k u b i
50CQ,na 37AC. Posle inkubacije, |l elije su brzo

iniciran  oksidativni  stres, dodavanjem 100uL 600umol/lABAP-a (2,2azobis(2
amidinopropan)dihidrohlorid)kojigere r i ge st varanje sl obodnih rad
oksidativnog stresa je zapoleto kinet itdldsme mer

dugine od 485nm i melnfigite® 200, &aren,sAugtrigg)pansaakirb®D n m  (
Kont rol e su sadr gal e |-[2AiABA®, ak rispy bilenpréhgdre tretirare a t D
ekstraktima komine grogla. Prikupljeni podaci

zasvakiuzorakk ont r ol u prema sl edeloj formuli
66 — i o66@dot p — O6°Y (19

Gde Fi-predstavlja polaznu fluorecentnu crvenu boju u prvom mereRjEpredstavija
fluorescenciju zabeleQJenema poboeéetedhkeg mekEns
AUC vrednosti su dobijene oduzimanjem blaklkC vrednosti odAUC vrednosti uzoraka i kontrole.
Sposobnost sakupljanja @©AAsddahijdpemafprmui:i h reakt i

pTT (20

VrednostCAAj e i zragena kao k omhcjedmjenja@gTP¢/raL ekskalkt@)n i h
potrebna da bi se izazvalo 50% inhibicije fluorescencije, tj. vrednagt kffajei zr al unat a pc
Quest GraphE EC50 Calculator softvera.

660 pmim

3.8.2. Hromatografska analiza fenolnih jedinjenja
3.8.2.1. UHPLGDAD MS/MS analiza fenolnihjedinjenja

Razdvajanje i kvantifikacija fenol ni Hltimaeedi nj €
3000 UHPLC wurelLaja koji je opremljen sa DAD (
Access Max masenim spektrometrom sa trostrukim kvadrupol analizatorom (ThermoFisher

Scientific, Bazel, Gvajcaraghkd) et Eludneieg@diabdi |

na Syncronis C18 kol oni (1007 2.1 mm, 1.7 em v
sl edel i h vadaereemavl@&iselina (A) 100% acetsniof @)l (BWMS
primenjeniu sl edel o] gradijent K35 8,2 14r0anmj 955%:B, 5 % B
14014. 2 mi n; i 5% B do 20 min. Brzina protoka
detekcione talasdyy i ne su bi | elnjektbvama rapremina 8z0rkare.bila SpL.

TSQ Quantum Access Max triglyadrupol maseni spektrometar je opremljen sa elektrosprej jonskim
izvorom (HESI) i i mae :p otdeengpeenrea tsu read eil sep avaM,vaarled |
pritisak N> 40 AU, pritisak jonskog gasa 1 Apritis a Kk p o0 mo | n oigapilgrasstempedatural ,
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300°C. Maseni spektrometar je snimao mase u negativnom maa@ppsegu od 100 do 1000. Za

kvalitativhu analizu ciljanih fenolnih jedinjenja surko g1 e ni vi gestruki ma ¢
modusi skeniranj a, kao gto su poptuno skenire
i ndukovana fragmentacija je izveden agjasudaragi en |
varirala u zavisn® t i od jedinjenja. Kvantitativna anal.i
snimljen mol ekul ski j 2dragmeinta, d&oji 3u pkhadncadeftnisaniikaot i | n
domi nantni u PIS eksperi ment i ma.rsobhwer(Me@in22)o!l u i

Fenolna jedinjenjau identifikovamd i r ekt ni m porelLenjem sa komerc
svakog fenolnog jedinjenja je |izkapgliJatsliuntag g
poznati h masa uzeperza kkatrakcijoj sadmug &jorfignol ni h j e
mg/kg.

Tabek P2 i P5 pokazuje listu kvantifikovanih fenolnih jedinjenmaj edno sa nji hov
parametrima: limitom detekcije (LOD), limitom kvantifikacije (LOQ), koeficijentom korelagfe
i opsegom linearnosti.

3.8.2.2. UHPLC Qbitrap MS* analiza fenolnihjedinjenja

Razdvajanje, identifikacija i kvantifikacija fenolngdinjenjaj e t akole i zvedena p
urelaja koji je opremljen kvaternarnom Accel a
Scientific, Br emen, Nemal ka) . U H PQritrapumiasetiira | ] e
spektrometrom (LTQ OrbiTrap MS) koi sadr ¢gi el ekt r ols phermgFishero n s Kk i
Scientific, Br emen, Nemal| ka) . Sva fenolna | et
modu, osim antocijana koji su analizirani u pozitivnom jonizacionom modu. Protokol za analizu
antocijara su préhodno opisalPant el i | .&yncromis C18 Kobrea {160x2,1 mm; 1,7um
velilina,jpeorlkgr idfiA€Cy)a tenolnih jpdinnjaMpbiina faza sessastojala

od sl edel ivodat0,&% mmauijalssalina (A) 100% aetonitril (B); dok je linaerni
gradijent eluiranja bio: 5% B, 0.Q2.0 min; 595% B, 1.014.0 min; 955%, 955% B, 14.014.1 min;

i 5% B, jog 6 min. Podegena brzina protoka je
bila 5pL.

Parametrjonskog izvora su pteodno opisani u literatuf Bo g uno v i | . MStspelrl su , 20
dobijeni akvizicijomm/zopsega od 162 0 0 O . Rezol uci ja s k@6 iJaniad | a |
interesa su izolovaniujontap sa i zol acionom girinom od 5ppm
kolizione energije. Xcal i bur softver (verzija
analizu podataka. Fenolna jedinjenja senigfikovana na osnovu njihove monoizotopne maset MS
fragmentacij e, a p o tthodnd erijpdjenis podatalkarMSdfiagmerjtaeijen  p r
pr onal eni HRockenbachtektat., 2a1#petektovaa fenolna jedinjenjau kvantifikovam

kori gl enjem komerci,jaanonj idboséw vwmadfigm/gdyzeca r d a

poznatih masa)Svi standardienolnih jedinjenjss u b i | i anal itilke |istol
(Fluka AG, Buchs, Gvajcakska) ni EZa behol rdaosij e
standardi , sprovedena |je identifikacija na o
fragmentacije literaturnih podataké Ol i vei ra et al ., 2015; Pant el
Zhangetal.,2020) Zbog nedost atrkda ,s pgeecid & dj id pnai | hn i sht af nednao |
je izragen kao Og ekwiwaalue mtdigod@amiang ar tog pock | jaesd
kg SM. Talne mase komponenata su izralunate

CambridgeSoft, Cambridge, MA, USA).

3.8.3. Elektroforetske tehnike

U ovoj dokt or skoj di sertaci j:i(l) SDs pdiaknlamigilaegel e t r
elektroforeza u r e-8RAGE); (@)IiSDSmoliaksilhmidnad gel alek{ro® 2 u
neredukuj ul i MNRPAGE); v(8) Mativnd @I@i8ilamidna gel elektroforeza (Native
PAGE)za karakterizaciju proteinskog prmdovd a pr
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prema metodologiji &ju su préhodno detaljno opisaResic et al. (20125DSPAGE u r eduk uj
(R) i neredukujulim (NR) usl ozdvajange (12,5%wivizple d e n e
8,85),gela za koncentrisanje (5% w/v; pH = 6,8xdnogTris-glicinskog pufera(0,05M Tris (pH = )
8,5); 0,19M glicin; i 0.1% w/v SDSNativePAGE | e sprovedena korigle
razdvajanje; 5% (w/v) gela Zncentrisanje; i radnog Triglicinskog pufera (0,025 M Tris (pH =
8,3);i0,19Mglicin)za formiranje gelova su koriglene pl
za elektroforezu (LKB, Gv e d s brat3ka jedmicag(loBs2004-v | | a |
001),rashladna jedinica (Multitemp Il)askonstantnom temperaturom 10°@vor napona (Makro

Drive).

Puferi za uzorke:

a) SDSR-PAGE: 0,055M TrisHCI (pH = 6,8); 2% (w/v) SDS; 7% (v/v) glicerol;@D25% (w/v)
bromfenol plavo; i 5%B-mercaptoetanol;

b) SDSNR-PAGE: 0,055M TrisHCI (pH = 6,8); 2% (w/v) SDS; 7% (v/v) glicerol; i@25%
(w/v) bromfenol plavo;

¢) Native PAGE: 0,03M TrisHCI (pH = 8,0); 10% (v/v) glicerol; i 0,0025% (w/v) bromfenol
plavo.

Po 25pL (100uL za digestivni koktelprethodno pripremljerhi uzoraka u puferu za uzorke su

nammg ean b u ngaela Strljagje billk onst antna, i to 30mA po gelu
gel za razdvajanje kada je struja podignuta na 4pmAgelui zadr gana WdNaklmajgd o
je analiza z &oenig®mmi or ggl enj e mu RXBAbaja(3,30% éw/ivp | u e

trihlorsirletna kiselina (TCA); .INakntégs geloyi met
su odbojenk or i gl enjem rastvora za odbojavanje (18F¢
skenirani [ analizirani koriglenjem SigmaGel

Scientific, San Rafael, CA, USA GelAnalyzer 19.1. softver&tandard molekiskih masa (Marker
Kit Standard; Amersham Biosciences, Uppsala, Sweddn) | :Udsfarijjaza B (94,0 kDa), bovin
serum al bumin (67,0 kbDa), karbonska anh-LAdr aza
(14,4 kDa). Standard kazeina je dobijee k onst i t uci j om megav-CNg biof
CN,Ch,-LA -CNb(Sigma Aldrich), u odgovarajulem p

3.8.4. ATR-FTIR spektroskopija

ATR-FTIRs pekt ri 't ofilisanih i sSprej osugeRi h p
spektrometru (Thermo Fisher SCIENTI FI C) kKoj i
Repectance (ATR) mo d u |l o m.su réxaltati 3P eskena pc gpekiuwt r al n
apsorbcionom modad 400-4000cmt.

3.8.5. Raman spektroskopija

Raman spektri 't ofilisanih i sprej osugenih
(Horiba JobinYvon, Japan), sa pratel i Talashaa b Sp €
dugina | aserske ekscitacije je bila 532nm, a

fokusiran na wuzorak pomolu wudaljenog objekt:i
prikupljanja podataka bilo 20s sa 5 akumulacija.

3.8.6. SEM mikroskopija

Mor fol ogija odabranih Iiofilisanih i sprej o]
elektronske mikroskopije (SENQEOL JSM6390LV, Tokyo, Japan)Neposredno pre shimanja,
uz or ci su postavlinampiarreai meatl alt men wut klmimoe i za

005), 100s, na 30mA.
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3.9. Tehnofunkcionalna svojstva
39. 1. Odrelivanje emulgujulih svojstava

Emu | g aisyojstavapripremljenih rastvorauo d r e fremaanetodi koju su peodno razvili
Pearce and Kinsella (1978)kratko, 45mL rastvora (rekonstituisani prahovi) je pgnaen o s a 151

suncokretovog ulla me gavi na | e I nt enzi v rhomogenzgauMSE- t 0 K 0
Homogeniser, Measuring & Scientific Equipment Itd., Spenser st., London, S.W1, Engiend)
naj vel o] brzini. Nakon toga, s a odatoau Skl 04186t e |

rastvoa SDSa. Me ¢ aavje intenzivno vorteksovana potomje izmerena absorbanca na 500nm
(Ao). Postupak je ponovljen i nakon 10min od momenta formiranja emuije (

Indeks stabilnosti emulzie (ESl) e r al unat prema sl edeloj jednal
oY®QE o0& — (22)
Indeks aktivnosti emulziie (EAl) e r al unat prema sl edeioj jednal

EAI (nt/g) <Y (22)

Gde je: gpivremenski interval (10min)pp A(Ao-A10); T=2,203;Ff a k't or razbdagdgenj
koncentracija proteina mleka (g/migs0,25.

39. 2. Odrelivanje penivih svojstava

Peniva svojstva su odr éddroopisalkp e ma | me tUkrdtho, k ¢ 2 G
30mL rastvora (rekonstituisani prahowjp], je sipano u graduisanu kolonu. Nakon toga, u rastvor je
uvolen v admmukioz degazefwaters, Milford, MA, USA),postavljen na dnu kolone

(1min). Nakon toga je ol it an),hkapwmwopdnenakommins e p

(Va).

Kapacietpene(KP) e ralunat prema sl edeloj jednalini
0OP —— pmnmn (23)

Stabilnostpene (SH) e r al unata prema sl edeioj jednalini
"YOP —— pmnmn(24)

Gde je:Vo-polazna zapremina rastvora u graduisanoj koloni (@0xapremina pene u graduisanoj

kol oni nakon uwWwszlaeprrjeami vnaz dpuehnae; ui gr adui sanoj

vazduha.

310St ati stil ka obrada podat aka

Anali ze u okviru ove doktorske di sergpgrimenenee su

met odol ogi je. Svi podaci su predstavljeni kao

statizeanihkklika i zmelLu srednj i htestp<@0b(S@tSditCo., Rusa,i gl e
OK, USA)i analiza varijanse@neway ANOVA i Two-way ANOVA) sapost hocTukey's testom
p<0,05 (GraphPad Prism 6, San Diego, CA,US&)a ut vr Li vanje korelacij
korelacioni koeficijentr) , na ni v ops0,08imalll4StatSoftsCo.j Tulsa, OK, USA).
Grafi ci su sreleni u GaphPad Prism 6 softveru

Za PCA(Analiza glavnih komponenti)HCA (Hijerarhijska klaster analizanalizu masnih kiselina
i gelera je koriglen PLS Tool Box, suautd@dnatgki 1, r
skalirani pre multivarijantne analize.

ATR-FTIR i Raman spektri svih uzoraka su eksportovani u Unscrambler ¥es¢g¥ersion 10.4;
CAMO AS, Trondheim, Norway)Nakon vizuelne kontrole, a ' e n -pj reo cAepspsdarg @ i o
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u k| j uStandpré Normal Variate (SNWklanjanje rasejanja)SavitzkyGolay smoothing,
normalizacijui second SavitzkyGolay derivatizacijuNakon predhodne obrade, izvedenanaliza

glavnih komponenetiRCA analizaqz a nekol i ko kar akt er i Bngrprintmi h r
lipidni region). Cilj PCA je da ispita da li postoji tendencija grupisanja ili diskriminacije objekata
(uzoraka) grafik skorova (objekatq)i koje varijable (talasni brojevi) tome dopoise (grafik
varijabli).
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4. Rezultati i diskusija

4.1.Karakterizacijabr agna semenki i npferrkentiyan&oming z d v
411Tehnol ogki par ametr.i analiziranog grogla

Parametrikagt 0 su s adr guaku pjreil e rkai, s eslaidrajaij pH pul pe
tehnol ogke zrelosti grogla. Navedeni par ametr
sastav i kvalitet ekstrakta semer{Bembai et al., 2017; Lachmanetal.,2015) Te hnol og ki p
zavise od sorte, regiona u k o(W. Hareetal, 20l% Maantas z g a j
Kuljus et al., 2019; MaantKuljus etal., 2015) Ka o (@t idetis Eabetdd,§g es avdr gaj uk
gelera, sadrgaj ukupni h kiselina iredorfuopsegal i z i
od: 19,325,5 °Bx; 6,5610,78 gVKI/L; i 3,363,85. Ovi rezultati su bili uporedivi sa rezultatima
drugih studijadobilpi h za gr oglLe ubr a(Bombauetal. 20L7; WVl Hag ek a. | zr
2019; MaanteKuljus et al., 2019; MaantKuljus et al., 2015)

Tabelad.lTehnol ogki parametr.i uzoraka grogla koji su
Parametri SadrgedpBx a Sadgaj ukt H

Uzorak (g saharoze/100gq) kiselina (g VK/L) P

Smederevka 19,5+0,3 10,78+0,94 3,36+0,02

Italijanski Rieding 23,6+0,2 6,56+0,% 3,81+0,02

Tamjanika 22,310,5 7,03+0,92 3,83+0,02

Muscat Hamburg 20,2+0,2¢ 7,50+0,%° 3,76x0,02

Prokupac 19,3+0,F 8,43+0,1¢ 3,85+0,02

Merlot 25,5+0,7 9,37+0,2¢ 3,56+0,0¢

Cabernet Sauvignol 21,1+0,9 10,31+1,88° 3,400,008
Vrednosti su dobijemi z t r i nezavisna merenja (n=3) i prikazane kao srednje vr
slovom u istoj koloni nisu statisi | k i znal aj Ma k =tastd,IPi0/05).S & r p I e minska kiselMakBx-jedni ca za i zragav

sadr §a jstepegkriksar a

4.1.2 Profil masnih kiselina ub r a gefeamentisanesemenie
Profil masnih kiselina rel ati van i adsnillasglinapg%)juealfdmaobgeniin iz

br asemenks edam razl il itih sor t4i2 Ngaosmy dabijenihreziltdtaa z a n
ukupno je identifikovano dvanaest masnih kiselina u uzorcima semenki autohtonih i internacionalnih
sorti grogla. U svim ispitiva kisehme: linbloaroleingkaa pr c

stearinska i palmitinska. Linolna kiseh a  ( n emzasrskisdlir@)njeabila dominantna njen
relativni reaadro@aij6 1j, e 5\Wdr,i36 do 83, 47N1, 15%, za
linolne kiseline je otkrivenau | j u semenki i nternaci omaHambuty s or
i Italijanski Ried i n g . Me L u autohtonim sortama, semen
nezasilenih . m&s$nilmekireeuinate su pot yedimblhd i i
kiselina najzastupljenijanasna kiselinas ul j u s emenki razlilitih sa
(Dabetic et al., 2020; Ma | jilideugimh zemljanaBevéridge et 2 0 1 4
al., 2005; Fernandes et al., 2013; Gokturk Baydat.e2007; Lachman et al., 2015; Lucarini et al.,

2020; Lutterodt et al., 2011; Pardo et al., 2009; Szab6 et al.,.M21) i | ani n sedobilial . (
da je sadrgaj | i n oinhtereaciokalnes@te CaberrteSauvignennuegaj&a ma
Srbiji bio u rasponu 0@3,1075,30% Ko d r a z | i |autbhiomesorkelPmkuma®vajs adr ¢ a j
sekretao u rasponu od 69 @1% (Zdun i | et , dok jey senfefkdn®a)belih autohtonih sorti

g r o §ntiederevka i Tamjanikedeolinolnekiselinebio redom67,3%i 62,8%(Dabetic et al., 2020)

Dalje, Lachman et al. (2015udobilir ezul t at e za s a dopsgquqgd 68,10doo | n e
78, 18%, zavisno od godiBaveriddge etralb(00Sobilisnarj tvee | g r = ld
pomenute masne kiseline u ulju semenki sorte Merlot.

Ol einska ki sel ielasaa djireg an auj vni ogmesnibekisgdirsii i e mijhen s ad
varirao od 6,14+0,17 do 9,72+0,24%0k je stearinska kiselina bila najzastupliej a zasi | ena
kiseinau svim anali ziranim uzorcima sa sadr gajem
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suregi strovane u najveloj kol il ini kod autohto

znal ajne razli ke melu rezultatima zailsiadirigaso
groglLa. maltatpoveistodfesu,u saglasnassa rezultatima koje stobili Lachman et al.
(2015) dok suPardo et al. (2009Jobiliz nat no vel u kol il inu ol ei nske

sortig o g Lljaengah u G£4e88%)Mial ( LeEnDA zsemeanke. sorte Cabdrnk)
Sauvignon gajene u Miji (12,60-13,80%)i Dabetic et al. (2020¥a semenke belih autohtonih
(Smederevka i Tamjani ka) i-18B%t er naci onal ni h s

Rezultati za sadrgaj pal mit isnaulde jii otad arzien slkee
vrednosti koje su pteodnodobili Beveridge et al. (2005pdnosno 6,3%8,62% za palmitinsku i 3,60

5,26% za stearinsku masnu kiselinu, zavisno od primenjenog ekstrakcsvadstva i uslova
ekstrakcij e. S| i Hobile Femandes ét Bla(2083) s ail it zpiGfibaiaeniH i
kiselinaulja semenkieset autohtonih Pogua | s ki h s o r-8&5D0% zp padmititisau i 4,0, 1 7

5,91% za stearinsku kiselinuZ d u n i | (20&%a naall i miemajnikiei raz !l i |l itih
Prokupac (3% za stearinsku kiselinu,i2% za pal mi ti nsku kiselinu).
je pokazano da je palmitinska kiselina dominatna s i | ena masweal kmisell jnpa i

g r o (FErmandes et al., 2013; Goktirk Baydaalet2007; Lachman et al., 2015; Lutterodt et al.,
2011; Pardo et al., 20Q9) g t wsagasnpse sa ovom studijoRored navedenog, ulje iz semenki

sorte Prokupac | e sadr gal o znal aj nas8XK.44 i | i n
ei kosatrienske masne Kkiseline u porelenju sa
identi fi kovane masne ki serldtnkee masmet lei skealoi nlesfip,
tragovima i njihov sadrgaj | esto moge poslugi

Na primer, palmitoleinska i heptadekanska masna kiselindestifikovane samo u ulju semenke
sorte Tamjanika. Pored toga, u ulju semesdte Smederevkp o t v rjd pgisusivocis-11,14
eikosadenskemasne kiseline.

4. 1.2. 1. Nutriti vninefermentisames¢emenle kval i teta bragn
Nutritivni parametri kvaKjtmomon&aasigtensuMKKk
MKi odnos NMK/ ZMK, su odreleni [ prikazani u

od 8,27 (Muscat Hambur g) MNMK uzdmerkdm®svih Bnalizitaninp a ¢ )
uzoraka bio je u opsegu od 7,01 ( MuscRNMKHamb.L
kretao u opsegu od 65,39 (Prokupac) do 84,71% (Muscat Hamburg). Prema dobijenim rezultatima,

semenke razlilitih rsomasnigh okjilsae Isiun ayv, a gparne iszvvel
vel i ki m-6udwKl.omDvva studija je takolLe potvrdila
¥-3 MK. Poznato je da zabBolemeerMK piovei meajpwo
kardiovaskularnih blesti(Beveridge etal.,2005) Sa druge strane, ukl juli
s ad r dvalMki pre svegdPNMK u svakodnevnu ishranu, pokazuje pozitivan uticaj na smanjenje
koronarnih bolesti srca i arterfaKou Si msk§ et al ., 2 0 1Dostupwstj endr
i skori gl enj-8 &3V&nishranigbvezanajesaor mal nim fi zi ol ogk
me mbr ana i r egul a(Wijendran & Hdyes | 2004 PrdmeGoktisk iBaydaadt al.
(2007) semenke grogla bogate u sadwv@diawr visoknol ne
vrednih MK uishrani. Upr elli vanjem sadr gaja zasilenih MK
nji hov odnos ima znatno vele vrednosti od 1, 6

da se semenka groglLa moge okarakteri s#&AQ, kao
2003).
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Tabela 4.2.Profil masnih kiselind%) i nutritivni parametri kvalitetd r a gemenki izdvojenih ineferementisank o mi ne raz 1l i | i t i h
Uzorak
Masne kiseline (MK)(%) Smederevka ltalijanski Riesling Tamjanika Muscat Hamburg Prokupac Merlot Cabernet Sauvignon

skr al nazv

C16:0 Palmitinska 3,57+0,09 3,36+0,07 3,41+0,08 7,94+0,18 4,69+0,27 4,14+0,07
C16:1 Palmitoleinska n.d. 0,4+0,001 n.d. n.d. n.d. n.d.
C17:0 Heptadekanska n.d. 0,86+0,04 n.d. n.d. n.d. n.d.
C18:0 Stearinska 4,8+0,09 4,58+0,25H 4,1+0,07 8,27+0,18 5,83+0,2% 6,59+0,32
C18: 11 Oleinska 8,24+0,18° 7,74%0,48 6,14+0,17 9,72+0,24 7,1+0,F 6,4+0,26
C18: 21 Linolna 73,61+1,08 83,39+1,28 83,07+1,09 83,47+1,18 61,15+0,36 76,98+1,17 75,61+2,62
C1 8 : 2 1 Linoleaidinska n.d. n.d. n.d. 2,15+0,06 1,24+0,05 1,4+0,07
C20:2 Cis-11,14eikosadienska n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
C2 0: 31 Cis8,11,14eikosatrienska n.d. n.d. 0,35+0,0% 2,09+0,F 0,8+0,02 1,19+0,02
C2 0: 31 Cis11,14,1%eikosatrienska 1,47+0,04 n.d. n.d. 0,89+0,04 n.d. n.d. 1,44+0,03
C22:0 Behenska n.d. n.d. 0,76+0,02 5,4+0,25 1,36+0,03 1,97+0,0¢%
C22: 1~ Eruka n.d. n.d. 0,87+0,05 3,25+0,12 2,01+0,09 1,25+0,0¢%
Parametri nutritivnog kvaliteta
ZMK zasil ene MK 8,37 8,80 8,27 21,61 11,88 12,7
NMK nezasilene 91,63 91,21 91,72 78,36 88,13 87,29
MNMK monohezasil enct 8,27 8,14 7,01 12,97 9,11 7,65
PNMK poitnezasilene 83,39 83,07 84,71 65,39 79,02 79,64
NMK/ZMK / 10,947 10,365 11,090 3,626 7,418 6,873
1A Indeks atherogenosti 0,039 0,037 0,037 0,1 0,053 0,047
IT Indeks trombogenost 0,183 0,174 0,156 0,41 0,238 0,227
Vrednosti su dobijeni iz tri nezavisna merenja (n=3) i prikazane kao srednje vrednostitstandardna devijacija. Vredsosti kojg na| ene sa i stim slovom u i st oTukessiys

(0, 05) .

Sk r -aije detektavano.

An.

d.

fi
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Pored navednih parametara, definisane su vrednosti za éndteksgenosti i trombogenosti, koj

omogulavaju bolju kIl a s(le0|ukSa| cmsj kug . hedeks| @idriogenostthO 1n8a

pokazuje stepen inhibicije/smanjenja agregacijegflak al ogenj a masni h nasl acg

i redukciju esterifikovanih MK, holesterola i fosfoligdgt o spr el ava pojavu Kk
t en

Inde ks trombogenost. pokazuj e d @lubiietpl.uy200) v ar a
Anali zirane semenke razlili t-0,13)i8 ¢rl60i, 4gr)a g LNaajs
indeksi su dobijeni za ulje semenkirsb e Pr o k u p a c , seraenknMugah Hamleurg&Zz a u |
Tamjanike. Dobijene vrednostizalAsubdel i | ne vrednosti ma suncokr e

od vrednosti maslinovog (0,19) i ovsenog (60179), dok su vrednosti za IT bileopsegwrednosti

dobijenih za ista ulja (maslinovo 0,4; suncokretovo 0,20; i ovseneQ)3)(Beveridge et al., 2005)
Predhodnrezultaﬂukazulu deama | i zi r asemenkmuda @md oni h I i nternaci
mog ebiti dobar izvor nutritivno vrednih Mk, koj e i maj u Kl jul nu ul
kardiovaskularnih bolesti.

41.22. PCA i HCA analizanasnckiselinskog sastava r a gafeeementisane semenke

PCA analiza zasnovana na sadrgaj u »assgmenkii h i
grogla rezultira trokomponentnim model om Kkoj
podataka. Rezultati dobijeni analizom prve dia/nekomponente (Tabeka 2), su prikazani na Slici
4.1a,b.Kaogt o s e mgradikeskonova @Stkedila) pokazuje tri grupe razdvajanja.

a b
(@) 4 . ®) 6 v
palmltoleénska
4 04r heptadekanska
X L oleinska
20 Tan.l_lamka 02 obalmitinska .
o 2+ Piokii =~ linoleaidinska ¢
= o rokupac 9 y nh
& s © b k:
8 Italijanski Riesling oMerlot ; 0 . ostea?ﬁ?sl?a
g 0 ® - linolna cis-8,11,14-eikosatrienska
E Muscat Hamburge ® Cabernet Sauvignon ~ 0.2
@ -2k ®Smederevka g . .
é 041 cis-11,14-eikosadlenska 1
N 4t °
0.6} cis-11,14,17-eikosatrienska
Bk i : L ] s !
-10 5 0 5 10 e 05 0 05
Scores on PC 1 (59.63%) PC 1 (59.63%)
© 8
7 Prokupac
6 Tamjanika
L
'é" - Cabernet
g * Sauvignon
’(/)
2 4 Merlot
o) -
= 3 Muscat
— Hamburg
Ttalijanski
Riesling
1 Smederevka
% o =2 4 ®© =

Variance Weighted Distance Between Cluster Centers

Slika 4.1.Grupisanjeanal i zi rani h bragna semdrkis oirzdv qjrmofjaldrasninza koo mi
kiselina (a) Grafik skorovalobjekata) (b) grafik varijabli i (c) HCA dendrogram
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B r a gemenk Bamjanikei Prokupca su odvojena od bragna
[

grupe | i [ Trelu grupu | ine ostali ana z
heptadekanska ki seli na iosadruge glavre jkanpanengRG2zosgt i v an
na odvajanje uzorka bragna semenki Tamjani ke
sadr gaj ove dve masne ki sel i ne 48)apkwmashe kisalineo v o
kao gt o cisld,l14eikosadienskacis-8,11,14eikosatrienska cis-11,14,1%eikosatrienska,

koje nisu identifikovane u ovom uzorku, 1 maju
iste ose. Visok sadrgaj ol einske, pacls&ilfld nske
eikosa ri enske MK u bragnu semenki sorte Prokupac

s or t ese mhve glavne komponeneR1 osg Sa druge strane, linolna MK ima negativan uticaj
na odvajanje ove sorte dug nR@la s e, r ajgenru jses nrejr

porelLenju sa ostalim anal i zi cigli l4mkosadienskacisa, do
11,14,17ei kosatri enska ni su identifikovane u ovo
porelLenjemired@A tanal iPCA (Slika 4.1), odnosno
MK, moge se zakIl juliti da post-aijCaberselt Salvigrmes t | z
(Tabela 4. 2), odnosno i z me4aultalipanskog Riesligs €Erabela k i \Y
4. 2)i,h gadbvaja u dve razlilite podskupine (pod
rezultira odvajanjem uzoraka u tri kl astera.
Tamjanike.

4.1.3 Profil mono-i oligoséharidab r a gafieementisanesemenlei po&kogi c

Sastavmono i oligosaharidakstrahovaninz o d magl f & $emenki je prikazan u Tabdli3,

dok je sastawnonc i oligosaharideekstrahovanihibr agna pokogi c &.4 Premak az a |
rezultatima HPAEC/PAD analize, u svim analiziranim uzorcima agna s emenki [
pot vr Lena koncent r amongjialigogaharicadljiey tukupna 2 ld iulg idfriahg n u
semenkie varraozavisno od sorte, od 40588 do 91319 mdgikgsemenkidok je njihovs ad u g a j
bragnu pokagli af,nudopseguad 196847 do 413603 mg /
Monosaharidi su bili dominanorp o t v r Lhewsia.d uNjgargima semenké bio u opseguod

39090 do 89659 mg/k§M semenki(>91%)d ok |j e u u z o puwopsegand pO4A6DAY i c a
405382 mg/ kg SM panhdid grisaharids(bHi risda)i u tragdvimdSlika 4.2)

Pored dominantnpat vr Leni h mloa® s @thkaza idruk@za trebanapomenuti da je

s adsahaozebivdll porelenju sa -dtsisatmdfdimsn ot kri veni m d
Ugl j eni hidrat. Koj i zaostaju u komini posl e
rastvoni (prvenstvenanonosaharidi i oligosaharidi), i u vodi nerastiastruktuni polisaharidi iz

[ el i j s kCorginet al.d2015) U velini studija je analizir

grogla, nakon i ntenzivne hidrolize sl ogenih
dostupnim podacima a d mgna j oligosaharidau br agnu semenki [ pokoog
iz nefermenti sani hjecskudne rsit f aypemoiatmb (2023u uspeldda

identifikuju neke monosaharide i oligosaharid
semenki, koje su izdvojene izikd ne Nebbi ol o gr o/grindas et@la(2008uu ge
kvantifikovd i sadr gaj gl ukoze i fruktoze u pokogic
sazrevanja. U literaturi se lie gslaedstwiguiguglieninal i 1

hidratau c el o0 Komini koja je | zethaBerpseetmah (20i@&dg aj pr e
ugl jenih hidrata u samlevenom br agnubioi380@ r me n
mg/kg, dok suSousa etal. (2014) pokazal i da fino samlevena ko
292000 mg wugljenih hidratalkg, sa resptezét abi
(89100 mg/kg). U studiji koju su sproveliorbin et al. (2015)pokazano je da komina Cabernet
Sauvignora i Sauvignon blana i ma s a dr ¢ anjh ugljenitv roddaia redoen 4,6 v 37,6

mas%, sa dominantnim prisustvom glukoze i fruktozdjd)Wang et al. (2019)su potvrdili ukupn

s a d ugijemih hidrataod 368000 mg/ kg u ko n@omalezCGemtemcedal.d s o
(2010) su pokazali da svege komine deset razlil:@i
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sadr ¢gaj uglenth hidradard 20000 do 62000 mg/kd,0 k | euglgerirchidrgtaCabernet
Sauvignora bio 23000, a Merleg 24000 mg/kgOvi podaciukazujud a z nal aj nank ol i | |

ugljenih hidratgprvenstveno mona oligosaharida) zaostaje k omi ni , nakon presc
jeverovatno rezultiralonamahoai mozngl ajnsmmkak
nefermentisane komine, a samim tim i u fino s
osimprofila masnih kiselina po gel j mio i es @& diln dgkgpih hidats(firverstveno
mono i oligosaharidauy br agnu semenki i pokogica grogla,
prehrambeni h proizvoda. Domi nantno otkriveni
energetske komponente i njihova kolilina nije
s Gluk
e (a) uIOZa
S0 Fll-uktoza
«
< 2
5 s S 28 S5 =% 5
s 3 85 E §SE2S588 . =
= -l s (- <1 -
100+ 55 ’ﬁf‘ﬁ §§§5.§§ § %
P \/ 2 = //, & 2
———wb—w——k\'n;x/ 1\ 1/ ey T
N ! @ TR0 T
-50 T 1 . . - min
0.0 50 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0
2'500.nc
] (]_)) Glukoza
1 |
2.000—‘
1,500
1 Fruktoza
«
€ -
1'000—- ,.Eg § I3
- = x = s - =
: g% 7 CE // -
: ! I | 7 nu/ X 1\11 | / J __1___/
H—N— T  m 2 | Se—
-500 T - T ] d min
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Slika 4.2 Hromatogrami kvantifikovanitmono i oligosaharida ( a) br agnlr sgme nkokodi d &,)
iz nefermentisane komine Prokupca.

4.1.3.1. PCA i HCA analizanonco- i oligosaharidab r a gefeamentisanesemenie

PCA analiza zasnovana aa d r mjoag iwligosaharidau raz | i | itim uzorcim
izdvojenih i1z nefermentisanih komina razlilit
koj i objagnjava 77, 63 % ukupn a Rezaltatidpbgeni sralizomz me L
prve dve glavne komponente (Tabelads3y pr i kazani na Sl icigradik 3a, b
skorova (Slika 4.3a)pokazuj e tri grupe r azd-aaRrokupgeasuy Br a
odvojena od bhraagnha ssoermeinkgir oogst a (grupa 1 11) i
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Tabela4.3. Profil mono i oligosaharidd mg/ kg SM semenke) odmagi eni h inefefmentisanksnsinml e v e n i
Jedin?éi?;(?ﬁg/kg) Smederevka Italijanski Rieding Tamjanika Muscat Hamburg Prokupac Merlot Cabernet Sauvignon
Monosaharidi
arabinoza (Ara) 2312 18+1,2 11+0,6 22+1.4 35+ 3+0,3" 17+0,7
glukoza (Glc) 46777898 37827+829 414151636 38351+682 314561342 19350+348 33316+427
fruktoza (Fru) 42859+1526 377311618 429114918 412594263 35562+339 197374516 32818+694

73 89659 (98,2) 75576 (94,5) 84337 (95,8) 79632 (94,3) 67053 (91,9) 39090 (96,3) 66151 (96,3)
Disaharidi
trehaloza (Tre) 11+0,7¢ 940, 7~ 155+& 32+ 38710 45+F 24+1,Ff
izomaltoza (Ism) 24+1,2 10+0,9 36+0,8 36+2.2 26+2,3 42+0,9' 39+1,9¢
melibioza (Mel) 13+0,8 40,3 9+0,3" 3+0,2" 40,3 7+0,3" 5+0,4"
saharoza (Sac) 955+1 P 3737+140 2445+34 4146+59 4413+26 1009+18 1763464
gentiobioza (Gent) 140, 2+0,2" 10,2 n.d. 2+0,3" 3+0,3" n.d.
turanoza (Tur) 116+5¢ 122+% 241+12 178+1F 106+8¢ 94+3 20013
maltoza (Mal) 59+4 74+ 91+7 68+6" 65+2,9° 41+3 7030

72 1179 (1,29) 3958 (4,95) 2978 (3,38) 4463(5,29) 5003 (6,86) 1241 (3,06) 2101 (3,06)
Trisaharidi
rafinoza (Raf) 3398 24920 3409 249+17P 335+14 181+6 277+
melezitoza (Mele) 15+0,8 16+0,8 19+0,8 1440, 19+1,2 60,3 22+1,9
izomaltotrioza (Ismt) 20+1,® 93+@ 10+0,7 5+1¢ 83+ 11+0,4¢ 19+1,2€
panoza (Pan) 84+5¢ 55+4¢ 309+1% 28+ZF 448+24 47+ 1007
maltotrioza (Malt) 23+1,% 26+2¢ 16+0,9 30+2,2¢ 7+0,4 12+0,4 32+2,3

3 481 (0,53) 439 (0,55) 694 (0,79) 326 (0,39) 892 (1,22) 257 (0,63) 450 (0,66)

E F 91319 79973 88009 84421 72948 40588 68702
Vrednosti su dobijeni iz tri nezavisna merenja (n=3) i prikazane kao srednje d no st i Nstandardna devijacija.

P00, 05) . Vrednosti

u

zagr adama

d e f i nrogaui oligosaharidan au z wracsit ma | (j %)n -aijs Bételktavbngedinjemiaddtektovamu.ndt . hiago w p ana
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Tabela 44. Profil mono i oligosaharidgmona i oligosaharida) mg / k g

SM pokogice) fino

sefermmentisargkoming

pokogica

(0, 05) .

Vrednosti

cezafgr adsmap ldjegupasn@ni i olgeseharidi e uz 8t c | ma
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( %) -nije Setektavhnejedinjenidetektoyanu dt Magovi ma

(O010mg/ kg

u

Jedin'iézr]cj)g(?‘:](g/kg) Smederevka Italijanski Rieding Tamjanika  Muscat Hamburg Prokupac Merlot Cabernet Sauvignon
Monosaharidi
arabinoza (Ara) 84+3,2 61+ 22+F 4417 56+4 59+ 57+4
glukoza (Glc) 224202+140% 198894+2007 102896+254%  215263+280%  230298+2458 224992+4128 219640+3966F
fruktoza (Fru) 161957+2768F¢  158153+138%° 9115042718  169382+358%'  175028+4581 164317+333% 154355+4485%
3 386243 (98,1) 357108 (98,0) 194068 (98,6) 384689 (97,5) 405382 (98,0) 389368 (98,2) 374052 (98,1)
Disaharidi
trehaloza (Tre) 57+3,4 864 40+ 884 535 21+ 25+3
izomaltoza (Ism) 32018 33517 49+ 524127 2719 322+13 394+15%
melibioza (Mel) 2+0,2 6+0,6" 30,4 1+0,1 n.d. 5+0,6" 60,6
saharoza (Sac) 3897192 3907+3%F 1561+72 55334288 4017447 2665+63 2595+94
gentiobioza (Gent) 6+0,4" 6+0,8" n.d. 6+1* 10£1> 10+0,8" 8+0,6%"
turanoza (Tur) 1004113 74640 2789 888+24 77912 1228426 1152+29
maltoza (Mal) 675114 694+18 236x17P 810+2F 7579 949+15 888+10
3 5691 (1,51) 5780 (1,59) 2167 (1,10) 7850 (1,99) 5887 (1,42) 5200 (1,31) 5068 (1,33)
Trisaharidi
rafinoza (Raf) 772114 851+2F 429+2F 991+13 1280146 834" 809+13®
melezitoza (Mele) 41+ 83+ n.d. 1328 355+9 6713 25+
izomaltotrioza (Ismt) 8+1%" 19+2 13+1° 2+0,3" 40,3 2+0,2" 6+0,5%
panoza (Pan) 347116 297+% 533 381+13 297+16 469+12 562+6
maltotrioza (Malt) 277118 248+13 1178 390+15 398+13 582+14 767+
E 1445 (0,37) 1498 (0,41) 612 (0,31) 1896 (0,48) 2334 (0,56) 1954 (0,49) 2169 (0,57)
E FE 393649 364386 196847 394435 413603 396522 381289
Vrednostisud obi j eni iz tri nezavisna merenja (n=3) i pri kazan esaistinsloven eistamjreslu misuestdtii bkt | zNat ajpda keigsdlIsideivi ¢ a



Rafinoza, melezitoza, maltoza, fruktopdykoza i turanoza imaju rjaj | i uticajbrmanadyv
semenks orte Merl ot, dug PC1l ose, sgadonayegnihmons agl a s
oligosaharidan a ji mavam uzorku (Slikd.3b; Tabela 4)3dokjerelativnov i s o k nwlibidze g a j
i izomaltoze ima negativan uticaj na odvajanjeovoguzotka § i st e ose. Gentiob
bionajiwef agnu ssreMerlotki odnosu na bragna pozitvare n ki
efekat na odvajanjse dhwao @ dwzmqgrakng ed bg a@2aPE& 2 me s

naj vel. wligosaharifipoputiteehaloze, izomeltotrioze, panpzes ahar oze i ar i
je sadjiggeajovom uzorku u porelenju sa ostiglim ¢
sadnagmajjubr agnu semeimkrnaaPr okhapgpatai vni efekat na

Na odvajanje #BE|ekogjupbki sl bklamagemeamalii,zimaj
doprinosemonc oligosaharidk a o gafinoza, melezitoa, maltoa, fruktoza, glukozai turanoa.

Rezultati dobijeni hijerarhijskom klaster analizom (HCA analiza) prikazani su na dendrogramu (Slika
4.39. HCA na distanci 6 rezultira odvajanjem uzoraka u tri klastera. Prvi klaster obuhvata uzorak

Merlota, drugi klaster obuhvataz or ak Prokupca, a trefli kl aster
gto je u skladu sa rezultatima PCA analize. D
na distanci 5, mogu odvojiti dva podklastera. Prvi podktasteu k | bj rua gun ae Ssnederevi K i
i Tamjanike, dok drugi poldrkd (arsd e GabamedriSauuidnen] Muscat
Hamburgai Italijanskog Rieding-a.
(@) ; : (O P— S
8r gentiobioza o sorbitol
0.3F etrehaloza
~ 6r ® jzomaltotrioza
X i @ panoza
& 4r o Prokupac 02
P = saharoza
q ol e Merlot i 0.1 earabinoza
8 ol o Italijanski Riesling 5 0
o - o« Smederevka e izomaltoza
g 2k Ca%g}]sg? gﬁ?ﬁg&ggo’ ® Tamjanika 8 01k ° erafinoza |
g a melibio%a emelezitoza
3 i -0.2¢ maltoza
(] 6l efruktoza
-0.3- e glukoza
8 i maltotrioza. ® turanoza
r > L 04 r . . ¢
-5 0 5 -04 -0.2 0 0.2 04
Scores on PC 1 (35.31%) PC 1(35.31%)
©) 8
7 Merlot
6 Prokupac
[}
a Cabernet
§ 5 Sauvignon
LR il
5 g
< 3 Italijanski -|
H Riesling
2 Tamjanika —J
1 Smederevka m——
V=% % 2 4+ & s
Variance Weighted Distance Between Cluster Centers
Slika4.3.Gr upi sanje analiziranih bragna semenki profiladimomoj eni h

i oligosaharida(a) Grafik skorovayb) grafik varijabli i (c) HCA dendrogram.
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414 Dij et na nefemrkemtsandemanigin ap o&k o0 gi ¢

Rezultat.i za sadrgaj ner ast v orondrhe L samardamaior ni |
pokonasedam r azl i |,sutpiikilzaneaslicidd (grafici,aighlBar agno s emen
i ma | enerasivayih (66,3074,18%) i ukupnih (69,895,42%) a manje rastvornif0,894,27%)

dijetnih vlakna, upor e L enj u s a bDokjaninrezuitatisuedkiralizavisrm .odsorte

gro,glat o je u sagl asnoNsatjivisgi |siaderrgaajurnne rnma sptovdoa
u brmgkaigsemenkCabernet Sauvignea dok j e sadrgaj rawstvor
p o k o lplijanskog Rieslinga i semenkiSmedereve Sad r § a | ukupni h dijetn
znal ajno vigi u br agmwewe goe me nbkria,dakauposipjetkadikpiug @t a

sadr,gdpsegmenki i pokogica svi h an asbriipredstadgljmi h i n
dobar izvor dijetnih viakanae mogu se uspegno primenit. u for
vrednih prehrambenih proizvadBeres et al., 2017; Garelamillo & GonzalezSanJosé, 2017)

literaturi se najl egl eerastoogin 36466679, rastvarnil (0,22t iz ¢

9,76%) i ukupnih (46,1-74,5%)dijetnih vlakanaza komined nt er naci o n a(Caorhintet sor t
al., 2015; Deng et al., 2011; Gonzaleenteno et al., 2010; Llobera & Caf@all 2007; Saur€alixto

et al., 1991; Sousa et al., 201HK)ekoliko studijaje publikovalorezultate zes a d meyastyornih
(16,4454,59%), rastvornih (0,72,79%) i ukupnih (17,286,31%)di j et ni h vl akana
gr o (Demm et al., 2011; Karnopp, Oliveira, et al., 20Ok susamoGlil et al. (2013pdredili

sadr gaj u k u m iagemenki kdjeasa &dvajene iz komine crne (Okiizgdzil) i bele
(Narince) 7@, 78i €2,45%. ®dpblleai ez ul t at i z a sswarnihgia j u
nerastvornih vliakansu u opsegu literaturno prijavljenih vrednoMiale varijacije se mogu pripisati
sortnim karakteristi kamaem jt enhentool doogl koogm | pi o sztau pokc
vlakana (enzimsko gravimetrijska metoda ili kisela hideliPr e ma saznanj u, oVvVoO
di jetni m vl ak niamamenkiantohtofiisoni Prpkapgawmi amm@nika.

Dijetna vlakna-semenke

I Nerastvorna vlakna
[ Rastvorna vlakna

(a) Dijetna vlakna-pokoZice (b)
Il Nerastvorna vlakna
B Rastvorna vlakna

[ Ukupna dijetna vlakna [ Ukupna dijetna vlakna

Slka44.Sadr §aj nerastvornih, rastyannibh aiynuwk yoorkaodysadaias;ecnenn k

razlilitih internaci onRodaaisthprikazanakad svedrjeednostifstasdardna devijacijao g L a
(n=3). st a mal a s| @osebnoizanera d vet nhi V& ak nmastvofnp Wkarva (saruwerii )st
ukupna vliakna (zeleni stubili), pokazuT wk eesth, g 0@y nost.

4.15. Fenolni profil ekstrakatab r a geafeeementisansemenlei poe&k o gi ¢
4.15.1. UHPLC-DAD MS/MS kvantifikacijafenolnih jedinjenja

Fenolna jedinjenja (izuzev antocijama)a laen ek st r akt i ma s &vadifikbvara i p o
na osnovu dostupnih standardarikazarau Tabel ama 4. 5 i kvatifik®vanihSa dr ¢
fenolnih jedinjenjau ekstraktimas e me n k i analiim@rkheogtijjedbmz na| ajkadajevi ¢ i
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za primarnue kst rakciju koorNajivweel i 50% detyanolukupni h
(neantocijanski polifenold. i fenol neiPlokusa | i ne
(2255,5 mg/kg SM) iekstraktu p o k @ granganike (201,2 mg/kg SM)Me Lut i m, ef e
ekstrakcionog sredstva je biarijabilan kada se posmatraju dominantno izdvojene klase fanoln
jedinjenja (fenolne kiseline, flavadoli i flavonoli) u ekstr atadike ma s «
mogu bitizbog razlika u fenolnim profilima svakog uzorka, dominantnih fenolnih jedjaji njihove
polarnosti, jer su nakon uparavanjaorci rekonstituisani u vodiJ literaturi su za ekstrakciju
fenolnih jedinjenjaz semenkip ok o gi ca g rkoarliagd meanjp lo gigadinevedenc
alkoholnir a's 't v or i yodekiaastvdgnetanols etanola ili acetolfidallithraka et al., 1995;
Pintal et al ., 2018Bhodppaglnhar ree @ri.r, o dAcadel@ | i n a
rastvor.i kor i 8 @%i mat @awvolj ,ds hmanjd hajasitod 50% etanala pa)

j e vrl o mo g udaravargjaaekansituaijeaukagideomanije polarnitiendnih jedinjenja

koji su primarno ekstrahovamhe t anol ni m rastvorima nije rastyv
uklonjena filtracijom kroz 0,45um filtere pre hromatografske analld®&.osnovu rezultata ove
kvantifikacije se vidi a ve lget rf eektoil nmserlmegmgkdii N
ekstrakti ma pokopQuitcaa,viiget,o zoadv i2s,n5o0 dood 1s8or t e gr
sredstva U ekstraktima semenki su domanatno kvantifikovani fla8anti i fenolne kiseline (>90%),

dok su u ekstrakt i mdavgndikfenplheckizelineg tl du spglasnostinsa nt n i

prethodno publikovanim podacim@ D | Lecce et al ., 2014; GolLeva
Mandil2@®8;alPantel il et al ., 2016; P®r ez Nava
2006)

Galna i elaginska kiselina somhinantmo kvantifikovanefenolne kiselie u ekstraktima semenki svih
analiziranihsati, dok su ostale fenolne kisee ne pr on al e(fTabelawd.5)t rMeglo vi ma
sadr gaj gal ne ki ¢ i ekstrektima &oji bui padmaz ekstrbhaviam sa 50%
etanolom,osim kod Merlota i Cabernet Sauvignem , gde nije bilo stati st
druge strane;2 put a velagimsk lgseliderjgeajpr onalen u ekstrakt:i
ekstrahovansa80% metanam. Zanimljivo, koniferil alkohol je kvantifikovan samo u ekstraktima

koji su primarno ekstrahovani sa 50% etanol@wes pe ci f i | n o srazlikeuspalarnpstis | e d
fenolnih jedingnja. Na primer, poznata je dobra rastvorljivoaing kiseline u visoko polarnim

rastvaima i dobrarastvorljivostelaginske kiselinel manje polarnim rastvorimde Lu i spi t i v
sora ma , naj veli sadr ¢ ajje bypalekiraktima seménki Priokumck 2 obdai s e

ekstrakciona sredstva40,5(80% Me) i 267,8(50% H) mg/kg SM za galnu kiselinu 640,1(80%
Me) i 329,0(50% H) mg/kg SM za elaginsku kiselinh.r uge st udi je su almmakole
kiselina i njeni heksozii naj | e gl e dgrivaib hichokstbaenzoeve kiseline ekstraktima

semenki az | i | i ti(hDisorddcegretglaal ., 2014; Golevac e
etal,2016) dok su elaginska kiselina | njen pento
autohtone sorte ProkupécL i r kovi | et al ., 2019; GolLevac et

al.,2019)U ekstraktima pokogica je pronalen znal aj
ekstraktima semenkPored galne i elaginske kiseline, u svamaliziranime k st r akt i ma p ok
detektovang o § ptehimgka ikkfeinska kiselina. &tale fenolne lgeline su detektovane u

tragovima samo u nekim sortama, ¢gto moge pred
(Tabela 4.6).

Me Lu f3lolma,katehin je dominantno pronalen u eks
groglLa (Tabela 4.5), gt o |j e( Duabseatglia sento satli. ,s a2
al ., 2014; GolLevac et al ., 2010; Luo et al .,
Navarro et al., 2019; Tahmaz et al., 20e L ut i m, znal ajno vigi sadr
ekstraktimakoji su primarno ekstrahovani sa 50% etanolom, zasve $tat¢ vi gi s agr gaj
potvulLekstraktu semenki crnih sort.i groglLa Mu

(1626,9 mg/lkg SM)kaoiek st raktu bel e sort e kg8M).Plug aufbra mj a n
su t otradiiei sok sadr gaj katehina u ekstboatkt u s
Prokupac (535;B940,6 mg/kg SMY Pant el i | et al ., ,eRs@raki semehki u ni |
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Muscat Hamburga (1078,1 mg/kg SM) G o L etwla 2010)Crne Tamjanike (4937 mg/kg SM) i

Gupl janke ( 15(508Barb emmg/lk geOstlMidvan3-oli 2 éksir@k)ima semenki su
detektovani u tragovima sam@okiodsmekankoBer det
ekstrakti ma pokogi cparedkatehineekbjep octt. vokpd s/invbedlizirgnin m

sorti, galokatehirgalat i epigalokatehig a |l at su kvanti fi kovaninhsamo
sorti, sa n ajobaekstiakhCabeangtrSguaigneam u

Flavonoli su dominantno kvantifikovani u ekstraktimalpo §gi c a, prvenstveno
(Tabela 4. 6) .-30-@glakdoridpga a Lkevre r uodebb hGrfkatijanski Riesling) do
53,83 (Tamjani ka) mg/ kg SM, 2negsredstvagatimsi@édesutnr t e |
i kampferot3-O-gl ukozi d. Dr u g i pokazalitda@ninantnos prisustva kverdetn i
kampferol gli kozida (glukozid, rutinozid, gal
(Di Lecce etal., 2014) Vidal (Luo et al., 2017)Temparnillo(Pérez Navarro et al., 201BMerlot

(Bindon et al.,, 2011gr og L a. Zani ml ji vo-7-O-gvliuskookz i slaad rjgeaj p o
ekstraktima pokogica aut ohtioodiimgkg 8M)Smedrevkao § L a
(68,99 i 90,81 mddg SM)i Prokupac (47,91i159,90 mg/kgSM).i r kovi | etswltakea
odrediivi sok sad7-@ggfj ukaziedbd i n pdMad @i Kkiol P BRep kav.e
glukozida i luteolin7-O-g | u k 0 z i d an aslue ekstaktinéd semenki svih analiziranih sorti.

Ostah kvantifikovara fenolna jedinjenjgTabela 45) sun a L @ magovima i bihsu karakterigt lan
samoza neke sorte.
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Tabela4.5.UHPLC-DAD MS/MS kvantifikacijafenolnih jedinjenja u ekstraktima semeigdvojenihiz nefermentisankomine

(Sléiﬁéﬁia) Smederevka Italijanski Rieding Tamjanika Muscat Hamburg Prokupac Merlot Cabernet Sauvignon
; Ekstrakciono sredstvo — g00 10 5006t 80% Me 50%Et  80% Me 50%Et 80%Me 50%Et 80%Me 50%Et 80% Me 50%Et 80%Me  50% Et
edinjenje (mg/kg SM)

Fenolne kiseline (HB+HC) i njihovi derivati
Galna kiselina 62,82~ 106,68 30,26~ 65,6%B 9422~ 144, FB 150,04~ 196,98 240,05~ 267,83 64,89~ 596(¢~ 765FA 90,524
Protokatehinska kiselina 2,52~ 42808 1,504 4,468 2,21cA 4,098 1,27A 2,128 1,54dA 2,048 2,01cA 2,908 3,154 3,908
Gentizinska kiselina n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,41 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
p-HFSkiselina n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 5,89 n.d. n.d. n.d. n.d.
Elaginska kiselina 170,4~ 90,358 13,624 9,328 178,03~ 88,02B 169,3R~A 127,48 640,FA 329,08 18,594~ 11,79A 27, 7PA 11,2%8
Kofeinska kiselina n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,14 0,18 n.d. n.d. n.d. n.d.
p-Kumarinska kiselina n.d. n.d. 0,33% 0,45 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Sinapinska kiselina n.d. n.d. n.d. 452 2,59 n.d. n.d. 5,61 n.d. 2,8F n.d. 12,55 n.d. n.d.
Koniferil aldehid n.d. 577 n.d. 6,19¢ n.d. 2,31 n.d. 2,3F n.d. 6,33 n.d. 4,914 n.d. 6,00

7 235,7 207,0 45,8 90,6 277,0 238,5 320,6 334,4 882,3 614,1 85,5 91,7 107,5 111,7
Flavan-3-oli i procijanidini
Katehin 107,53~ 2353B 196, 543,%B 619,53~ 1081,F® 1009,34 1736,8B 9837~ 162688 346,60~ 877,08 359,FA 914,78
Galokatehin galat n.d. 1,08 1,37 n.d. n.d. 2,81 n.d. n.d. 4,944 1,288 2,19 n.d. n.d. n.d.
Epigalokatehin galat n.d. n.d. n.d. 1,93 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 1,32

3 107,5 236,4 197,7 545,4 619,5 1083,9 1009,5 1736,8 988,7 1628,2 348,2 877,0 359,1 916,0
Ostahk kvantifikovana fenolna jedinjenja
Kvercetin-3-O-galaktozid 4,184~ 45534 1,514 1,618 2,764 3,188 2,254 2,038 1,274 1,084 54PA 5718 2,834 3,938
Rutin 0,254 0,12A 1,1PA 1,28A 0,97%A 1,004 n.d. n.d. n.d. n.d. 0,74~ 0,734 0,554 0,69~
Kampferot3-O-glukozid 0,36 0,314 n.d. n.d. 0,344 0,354 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Luteolin-7-O-glukozid 7,054 7,304 1,22A 1,188 5,964 5,498 1,27A 1,004 2,971A 2,288 1,194 1,224 n.d. 0,66
Hesperetin 0,31 n.d. 0,21° n.d. 0,18 n.d. 0,4 n.d. 0,40 n.d. 0,28 n.d. 0,23 n.d.
Naringenin n.d. 0,20 0,22A 0,22bB n.d. n.d. 0,594 0,298 0,354 0,248 n.d. n.d. 0,18 n.d.
Polidatin (Piceid) n.d. 1,92 0,13 n.d. n.d. n.d. 1,504 1,51pA n.d. 1,87 n.d. n.d. n.d. n.d.
Heksesterol n.d. n.d. 0,39%* 4,218 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Eskuletin 31,03 n.d. n.d. 9,91 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d 20,83 n.d.
Florizin 2,71A 4,000B 4,680A 5,19A 4,834 4,33A n.d. n.d. 9,78A 7,758 1,824 4,658 2,100dA 2,548A

74 45,8 18,5 9,54 23,6 15,1 14,4 6,05 4,81 14,8 13,2 9,50 12,3 26,7 7,80

FE E 389,F 461,% 253,0 659,6 911,686 1336,8 1336,2 2076,0 18857 22555 443> 081,0 493 & 1035,%
Prikazaner r ed no st i u tabeli su srednje vrednosti dobijeni i z at rsivarkez eekiss ma kme roemroj asr(emds3 )v.o Malsae bnlogva oz
sorte. Razlilitaidlkava nedmgTneek GioR et ISk & md enijeidetaktovan; HBnidroélsibénzoeva kiselina; HBidroksicimetnakiselina;p-HFSkiselinap-hi dr oksi f eni | si 1

kiseling 80% Me-metanol (80% metanol+0 ,1%HCI); 50%&anol(50 50 etanol/KHO). Napomena:nakon ekstrakcije navedenim ekstrakcionim sredstvima, svi uzorci su uparavani doegavestituisani u milliQ vodi.
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Tabela4.6. UHPLC-DAD MS/MS kvantifikacijafenolnih jedinjenja (izuzev antocijana) e k st r akt i ma

p nekeongntisardkoming d voj eni h

Uzorak Italijanski L Cabernet
(pokodic Smederevka Rieding Tamjanika Muscat Hamburg Prokupac Merlot Sauvignon
Ekstrakciono sredstvo 00 1o 5006t 1000 Me  50% Et  100% Me 50%Et  100% Me 50%FEt 100% Me 50%Et 100%Me 50%Et 100%Me 50% Et
Jedinjenja (mg/kg SM)
Fenolne kiseline (HB+HC) i njihovi derivati
Galna kiselina 10,744 11,134 5,200 6,668 4,32A 6,258 9,064 21,608 9,5FA 17,078 10,80+~ 13,8FB 11,93'A 16,30'B
Protokatehinska kiselini ~ 4,90* 4,8gbA 3,394 422248 4,154 5,07cB 2,994 5,71°8 2,884 4,078 3,344 2,794 2,894 3,938
Gentizinska kiselina n.d. 0,14 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Vanilinskakiselina n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 8,312 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 3,18
Elaginska kiselina 3,72A 6,558 1,27A 2,01beB 1,38A 2,418 2,9%A 3,788 7,31A 9,748 3,0xA 1,828 3,094 2,584
Kofeinskakiselina 1,044 1,828 0,234 0,398 0,32cA 0,518 0,434 0,544 1,024 1,2FB 0,200A 0,204 0,204 0,29%eA
Sinapinska kiselina 1,73 n.d. 5,49 n.d. n.d. n.d. n.d. 2,29 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
73 22,2 24,5 15,6 13,3 10,2 14,2 15,4 422 20,8 32,2 17,4 18,6 18,1 26,2
Flavan-3-oli i procijanidini
Katehin 0,52A 4,748 n.d. 1,54 1,154 2,368 0,89¢A 36,248 1,12A 44,308 1,47cdA 14,3458 1,854 12,458
Galokatehin n.d. n.d. 0,51 n.d. n.d. n.d. n.d. 1,10 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Galokatehingalat n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 1,54 n.d. 5,394 3,388 3,384 2,018 6,86 9,61°B
Epigalokatehin galat n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 1,164 2,2128 7,884 5,198 5,554 8,28 9,79MA 9,624
7 0,57 4,74 0,51 1,54 1,15 2,36 3,59 39,6 14,4 52,8 10,3 24,6 18,5 31,7
Flavonol aglikoni i glikozidi
Kvercetin3-O- 4793~ 4782~ 1650~ 23478 A B 32,20 68 11A 488 A FA 34,084 68
galaktozid 93 82 6,50" 3478  396FA  5383° 3229 39,06'® 30,1F¥A 3848'® 39,37A 3993~ 3408" 3896
Rutin 20”A  24PA 503~ 632~ 11004 13158 1353~ 130 19684 21994 13924 15138 11,18~ 14,228
glir;g%rom-o- 486~ 5768  17A 2408  58FA 7,868 102~ 1184  29¢A  39FB  21PA  24A  13gIA ] 5FA
Kampferol 0,624 3,378 n.d. 0,41 1,154 1,728 0,084 0,568 0,584 0,878 0,894 1,004 0,354 0,719
Z 55,5 59,4 24,2 32,6 57,6 76,5 34,7 421 35,6 455 56,4 58,5 47,0 55,5
Ostah kvantifikovana fenolna jedinjenja
Luteolin-7-O-glukozid 68,994 90,8RB 26,8004 41,048 80,594 107,18 17,324 21,49'A 47 9FA 59,908 36,954 39,084 24.3%A 25,204
Hesperetin 1,000A 2,628 0,234 0,324 0,834 0,764 1,494 1,600A 0,934 0,97~ 4,334 3,418 4,38A 4.2PA
Naringenin n.d. 0,22 n.d. 0,09 n.d. n.d. n.d. 0,7C¢ n.d. 0,27" n.d. 0,24 n.d. 0,26
Heksesterol n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 2,02
Eskulin 0,234 0,254 0,154 0,13cA 0,120¢A 0,094 n.d. n.d. 0,094 0,12cA  Q,1FcdA  (Q,17cA 0,10 0,144
Florizin 0,604A 0,912B 0,294 0,31A 0,194 0,2xA 0,404 0,668 0,35dA 0,598 0,324 0,528 0,14 0,368
73 70,8 94,8 27,5 41,9 81,7 108,1 19,2 24,4 49,3 61,9 41,7 43,3 28,9 32,2
E B 149,¢ 183,9 67,F 89,3 150,72 201,2 72,9 148,3 120,0 192,39 125.8 145,¢ 112,58 145,68
Prikazane vrednosti u tabeli su srednje vrednosti dobijeni iz tri nezavisna merenjda=B)a s | ova oznal avaju porelenje izmelu sorti za

sorte. Razlilita slova

metanol+0,1%HCI); 50% teetanol (50:50//v etanol/HO). Napomena:nakon ekstrakcije navedenim ekstrakcionim sredstvima, svi uzorci savapado suva i rekonstituisani u milliQ vodi.
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4.15.2. UHPLC Orbitrap MS identifikacija i karakterizacija fenolnih jedinjenja (izuzev
antocijana)u ekstraktimanefermentisanesemetkei pokogi c

Met anol ni ekstrakttiakpadikad izde ainis &kmeankjd esnj em L
cillem da se identifikujis p e c idérivati fanblnih jedinjenjakoji nisu prehodno UHPLGDAD

MS/MS identifikovani i kvantifikovani(Tabela 4.5 i 4.6)U ekstraktima semenki su identifikovani
derivati hidroksibenzoeve kiseline (jedinjenja),derivati hidroksianetnekiseline (4 jedinjenja),
flavan-3-oli i procijanidini (11 jedinjenja)i flavonoli (5 jedinjenja)Tabela 47). Sa druge strane

e k st r akt iaswmidentifikévangdernvati hidroksémzoeve kiseline (8 jedinjenjajierivati
hidrokscimetnekiseline (6 jedinjenja) i flavonoli (13 jedinjenja)ok flavanr3-oli i procijanidini nisu
uopgte d e(Tabelkat 48)v admdrioksibezoeve kiseline, gélna, protokatehiks, p-

hidroksibenzoevagent i zi nsk a i vanilinska kiselina) S
standarda. Izuzev gentizinske kiselikeja nije identifikovana u ekstraktimsemenk Smederevke i
Mer |l ot a, ostal e hidr ok s Bvbneanalizoaaimekstrékima seinenkie s u

p o k agElaginska kiselina (300m/3, heksozid galne kiseline (331 m/2 i heksozid
dihidroksibenzoevéiseline (315m/2 suidentifikovanena s n o v u t a | ?fragmemacige ¢ , MS
literaturnih podatakaj svim analiziranim ekstraktimmo k o §i ca. i semenki

Prisustvo kfeinske, p-kumarinslei ferulinskekiselineu ek st r akti ma semenki [
sorti (ngkodsyil)pe potvrLeno kori gl enj ehidroldicimetninp ni h
kiselina, kofeoilvinska (311 m/2, p-kumaroilvinska (295 m/2 i feruoilvinska (325 m/2 kiselina su
identifikovarena o0 s n o v u MSaflagmentacija Igeeaturnih podatakdJi et al., 2015)
Kofeoilvinska i p-kumaroilvinska kiselinas u n a Lekstraktimasemenk i pokogica
analiziranih sorti. ®a jedinjenja su imala isti osnovni (bazni) pik MSr agment aci j e ( 1.
odgovara masi deprotonovane vinskeekige. Ferudvinska kiselinaj e nalena samo u

p o k 0 @njen asnovni pik M3fragmentacije je 1981/z( gt o o d g onowanopferuirskojr ot o
kiselini). Na osnovu dobijea@dmnidmopesdat amkeane méag e
egzistirgu spojene sa vinskork i sel i nom, gto suapatvedrhijulii c
semenk p od& o gioeni n gDiLeccg etalg 2084; Ivanova et al., 2011; JoséBalacios

et al., 2014; Lingua et al., 2016; Luo et al., 2017; Mitic et al., 2012; Pérez Navarro et al., 2019;
Gukovil et al., 2020)

Flavan3-oli i procijanidiri su identifikovani fnagmentexije,ozvaev t a |
katehina koji je potvrlLen na osnovu dostiupnog
s u potsamolueeksraktima semenki kod svi h anal iPadadrkatenhinah s o
identifikovani flavan-3-ola su bili epkatehin ikatehin galat. Katehin i epikatehin su izomeri sa

identilnim talnim malsiamaa ir MBSl if Iriatgimm nit @ tm&an c i o r
njihovoj identifikaciji. Fragmentacija qcijanidim u k | j ul uj e tr i me hani z ma
heterociklilnu fisiju prstena, kojom se | uva

floroglucinolna jedinica {126 Da); (2) retro DielsAlder-ovu fisiju, koja se bazira na eliminaciji
hidroksivinil benzndiol jedinice {152 Da) i (3) kinon metid cepanjéoje predstavlja fragmentaciju
interfl avanske vez(@&chanp stall 2022¥ip feagnamtaci@ precijaaidina

mo g e doprinetdi nji hovoj Nekolke rpodgriipa komdajanidina jei k |
identifikovano:B tip procijanidindimer (3 izomera) B tip procijanidin trimerr (2 izomera) B tip
procijanidin dimer galat(2 izomera)i B tip procijanidin dimer digalat Sve izomerne forme
procijanidina u okviru svake gjogr upe su i mal RS’f dagme hnhac imas.e :
retenciona Vvremena, gt o jDmgidutoppsn i hakolL @i denoDi
tip procijanidin dimere i trimere ekstraktu semenki Italijanskog Rieslinga, SmedezeMuscat
Hamburga, Prokupca, Merlota i Cabernet Sauvigrortao L evac et al ., 2010,
Mandil et al., 2008; Rockenbach etUzalma,j u2012;
dostupnditeraturre podake, prvi put je publikovanaletaljna karakterizacija procijanidin derivata
naleni h u ekkatbhtoaeksorte Tasn@amka.
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Tabela 4.7.UHPLC OrbitrapMS identifikacija i karakterizacija fenolnih jedinjenjaa L eumitdmnolnim ekstraktima semenKa svako detektovano jedinjenje je

dato retencionovremexft, i z malsanamalena masa, srednj e’fagheitiupanj e masa (ppm) i
, |l spitivane sorte
Jedinjenja tr, min zr a | una Na L__e na ppm MS? fragmenti >
[MTH]' [MTH]' S IR T MH P MR CS
Hidroksibenzoew kiseline i njihovi derivati
Galna kiselina 2,30 169,01425 169,01411 0,14 125100) + + + + + + +
Galna kiselina heksozid 3,77 331,06707 331,06647 0,60 169100), 125(5) + + + + + + +
Dihidroksibenzoeva kiselina heksozic 3,83 315,07216 315,07150 0,66 153100), 152(50), 109(15)08(10) + + + + + + +
Protokatehinska kiselina 4,33 153,01933 153,01915 0,18 109100), 95(75), 79(20), 59(10) + + + + + + +
p-Hidroksibenzoeva kiselina 5,08 137,02442 137,02448 -0,06 109(10),93(100) + + + + + + +
Gentizinska kiselina 5,44 153,01933 153,01912 0,21 125(50), 123(50)109100), 107(30) - + + + + - +
Elaginska kiselina 6,81 300,99899 300,99869 0,30 284(40), 271(60)257(100), 229(85), 185(40) + + + + + + +
Vanilinska kiselina 6,84 167,03498 167,03479 0,19 153(10),152(80), 124(10)123100), 108(20) + + + + + + +
Hidroksicimetre kiselinei njihovi derivati
Kofeoilvinskakiselina 4,73 311,04031 311,04065 -0,34  179(40), 177(15)149100) + + + + + + +
p-Kumaroilinskakiselina 5,43 295,04594 295,04550 0,44 163(30),149100), 119(5) + + + + + + +
Kofeinskakiselind 5,84 179,03498 179,03448 0,50 135100), 117(10), 91(20), 59(15) + + + - - + -
p-Kumarinska kiselina 6,67 163,04007 163,04001 0,06 119100) + + - - - - +
Flavan-3-oli i procijanidini
B tip procijanidin dimer izomer 1 4,65 577,13515 577,13562 -0,47 559(10), 451(30425100), 407(40), 289(20) + + + + + + +
B tip procijanidin dimer izomer 2 4,90 577,13515 577,13560 -0,45 559(5), 451(20)425100), 407(35), 289(20) + + + + + + +
B tip procijanidin trimer izomer 1 5,29 865,19854 865,19904 -0,50 695100), 577(60), 425(30), 407(30), 287(30)  + + + + + + +
Katehin 5,35 289,07176 289,07190 -0,14  271(5),245100), 205(40), 179(15), 125(5) + + + + + + +
Epikatehin 5,85 289,07176 289,07175 0,01 271(5),245100), 205(40)179(15), 125(5) + + + + + + +
B tip procijanidin dimer izomer 3 5,57 577,13515 577,13556 -0,41 559(10), 451(20%425100), 407(40), 289(20) + + + + + + +
B tip procijanidin dimer galat izomer . 5,83 729,14611 729,14685 -0,74 577(90), 559(80), 425(20407(100), 289(20) + + + + + + +
B tip procijanidin trimer izomer 2 5,89 865,19854 865,19794 0,60 695100), 577(80), 425(30), 407(40), 287(35) + + + + + + +
B tip procijanidin dimer galat izomer : 6,10 729,14611 729,14594 0,17 577(50), 559(60), 425(10307(100), 289(20) + + + + + + +
B tip procijanidin dimer digalat 6,45 881,15707 881,15814 -1,07 729100), 711(30), 577(10), 559(20), 407(30)  + + + + + + +
Katehin galat 6,75 441,08272 441,08328 -0,56  331(10),289100), 271(10), 169(25) + + + + + + +
Flavonol aglikoni i glikozidi
Kvercetin 30-rutinozid 6,44 609,14611 609,14496 1,15 343(5),301(100), 300(30), 271(10), 255(5) - + + - - + +
Kvercetin 30-glukozid 6,70 463,08820 463,08844 -0,24  301(100), 300(30) + + + + + + +
Taksifolin’ 7,09 303,05103 303,05084 0,19 285100), 179(50), 177(10), 151(30), 125(10) + + + + + + +
Kampferol 30-glukozid 7,14 447,09329 447,09358 -0,29 327(20), 285(80)284(100), 255(10) + - + - - + +
Izoramnetin 30-glukozid 7,26 477,10385 477,10437 0,52 357(20), 315(50)314(100), 300(5), 299(5) - - + + + + -
Kvercetin 8,81 301,03537 301,03494 0,43 283(15), 271(60), 257(25},79100), 151(80) + + + + - + -

nj ego

Napomena: Navedena jedinjenja su identifikovana u ekstraktima seim&ole su prvobitno ekstrahovan80% metanolom+0,1%HC zatimsu ekstraktnakon uparavanja do suva finalno rekonstituisani u milliQ vodi.
d o s t Au-piftentifikovana andar d

Skr al e-Brmedeeevka; HRtalijanski Rieding;T-Tamjanika; MH-Muscat Hamburg; FProkupac; MR-Merlot; CS-Cabernet Saugnon *Jedinjenja identifikovan&ori g enj em

j edi n jidinjeajg nistAidentifikovana.
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Tabela 4.8. UHPLC OrbitrapMS identifikacija i karakterizacija fenolnih jedinjenjézuzev antocijanap a L eunmetanolnim ekstraktim@ o k o §i c a . Za

detektovano jedinjenje je dato retencionovreme (t i zr al unat a mas a, nalena masa, fragmeetdnj e odstupanje
’ I spitivane sorte
Jedinjenja tr, min Iz rM"’EL ,u na N a,\;..eHr.,‘. a ppm MS?2 fragmenti P
MTH] MTH] S IR T MH P MR CS
Hidroksibenzoee kiselinei njihovi derivati
Galna kiselina 2,30 169,01425 169,01411 0,14 125100) + + + + + + +
Galna kiselineheksozid 3,77 331,06707 331,06647 0,60 169100), 125(5) + + + + + + +
Dihidroksibenzoeva kiselinheksozid 3,83 315,07216 315,07150 0,66 153(100), 152(50), 109(15), 108(10) + + + + + + +
Protokatehinska kiselina 4,33 153,01933 153,01915 0,18 109100), 95(75), 79(20), 59(10) + + + + + + +
p-Hidroksibenzoevéiselind 5,08 137,02442 137,02448  -0,06 109(10),93(100) + + + + + + +
Gentizinska kiselina 5,44 153,01933 153,01912 0,21  125(50), 123(50)109100), 107(30) + + + + + + +
Elaginska kiselina 6,81 300,99899 300,99869 0,30  284(40), 271(60)257(100),229(85), 185(40) + + + + + + +
Vanilinska kiselina 6,84 167,03498 167,03479 0,19 153(10),152(80), 124(10)123100), 108(20) + + + + + + +
Hidroksicimetne kiseline i njihovi derivati
Kofeoilvinskakiselina 4,73 311,04031 311,04065 -0,34  179(40), 177(15)149100) + + + + + + +
p-Kumaroilvinskakiselina 5,43 295,04594 295,04550 0,44 163(30),149100), 119(5) + + + + + + +
Feruloivinskakiselina 5,78 325,05651 325,05643 0,08 289(10), 265(15), 235(10}93100), 149(15) + + + + + + +
Kofeinska kiselina 5,84 179,03498 179,03448 0,50 135100), 117(10), 91(20), 59(15) + + + + + + +
p-Kumarinska kiselina 6,67 163,04007 163,04001 0,06 119100) + - - - + + +
Ferulinska kiselina 7,02 193,05063 193,05043 0,20  178(70),149100), 134(50) + + + + + + +
Flavan-3-oli i procijanidini nije identifikovano
Flavonol aglikoni i glikozidi
Miricetin 3-O-heksozid 6,23 479,08311 479,08356  -0,45 463(30), 455(10), 317(80316(100) - - - + + + +
Kvercetin 30-rutinozid 6,44 609,14611 609,14496 1,15 343(5),301(100), 300(30), 271(10), 255(5) + + + + + + +
Kvercetin 30-glukozid 6,70 463,08820 463,08844 -0,24  301(100), 300(30) + + + + + + +
Kvercetin 30-heksuronid 6,72 477,06692 477,06741 -0,49 301(100) + + + + + + +
Laricitrin 3-O-heksozid 6,73 493,09876 493,09836 0,40 331(100), 330(30), 317(40) - - - + + + +
Taksifolin’ 7,09 303,05103 303,05084 0,19 285100), 179(50), 177(10), 151(30), 125(10) - - - + - - +
Kampferol 30-glukozid 7,14 447,09329 447,09358 -0,29 327(20), 285(80)284(100), 255(10) + + + + + + +
Siringetin 30-heksozid 7,23 507,11441 507,11444  -0,03 479(10), 387(20), 345(80344(100), 299(15) - - - - + + +
Izoramnetin 30-glukozid 7,26 477,10385 477,10437 -0,52  357(20), 315(50)314(100),300(5), 299(5) + + + + + + +
Izoramnetin 30-heksuronid 7,32 491,08311 491,08316  -0,05 473(10), 315(70)301(100), 300(60) + + + + + + +
Kvercetiri 8,81 301,03537 301,03494 0,43 283(15), 271(60), 257(25),74100), 151(80) + + + + + + +
Kampferol 9,74 285,04046 285,04025 0,21 255100), 227(10) + + + + + + +
Izoramnetin 9,93 315,05103 315,05054 0,49 301(20),300(100) + + + + + + +
NapomenaNavedena jedinjenja su i dagkoesiprvobitno ekatratovamsal@% metanlank-0,i%HEllapea kb gimcnakon uparavanja do suva fi-nalno r

Smederevka; IRtalijanski Rieding;T-Tamjanika;MH-Muscat Hamburg; AProkupac; MR-Merlot; KS-Cabernet Sauvignon*J edinjenja

jedinjenja nisu identifikovana
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FIl avonol agli koni [ gli kozi di su najlegie ide
u ekstraktima semenki identifikovasia mo par Kkar akteri stil nih fl
aglikoni (kvercetin, izoramnetin i kampferol) i njihovi glikozidi (kverce8fO-rutinozid, kvercetin
3-O-glukozid, kvercetin3-O-heksuronid, izoramnetiB-O-glukozid, izoramnetif8-O-heksuronidi

kampferol3-O-gl ukozi d) su identifikovani u ekstrakt
Miricetin-3-O-heksozid (479n/2, laricitrin-3-O-heksozid (493n/2) i siringetin3-O-heksozid (507
m/2 su identifikovani n a Sbfmgmentacije. tOual jediajenjmaus e i

potvrlLena samo u ekstraktima pokogica crnih s
nije a L e3rO-hseksorid. ldentdikovani flavonol aglikoni i glikozidisupheo d no nal e |
r a k th rroaj npiohk osga rct¥itis vimifera (@ilLacceietzal. 201a};,dvanova et

011, Ji et al ., 2015; Perestrelo et al
ul i u obzir pretragenu I|iteraturu, prvi
ktu pokogica autohtonih sorti grogla Ta
4.1.5.3. UHPLC Orbitrap MS identifikacija, karakterizacija i kvantifikacija antocijana u
ekstraktima nefermentisane pokogice

Ukupno 15 antocijan derivata je identifikoval
izdvojene iz nefermentisane komin@icch s or t i gr o g L a-Orbikap M$. Pdrieatn j e m
antocijana su identifikovani na osnovVvtuMSinol ek
MS) i postoj el i h(Drosouetala2015; Fraigetet ap, 20d4a Guartem et al., 2009;

Pantel il (®abelaa.p),dpkj@warst)i fi kacija odralena pomol
u odsustvu pojedinih standarda identi®B0Okovan
glukozida (Tabela 4.10). Sadrgaj wukupnih i po
ekstraktima koji su primarno ekstrahovani S a

povelane stabilnosti (\‘itebal.j J0G)Valvidin dekivats sulbili j Sr
domi nant ni u ekstrakti ma P, ksimjuieksmaktina soe Mascad | | z
Hamburg u kojima je dominantan bio peoni@®O-glukozid i malvidin3,5-di-O-glukozid. Drugi

aut or i pakazati doiatiteo prisustvo malvidin derivata u etanolnim i/ili metanolnim

e k st r ak tide Marlotg(Rinklom @t al., 2011)Cabernet Sauvignea(Guerrero et al., 2009)
ProkupcgMitic et al, 2012) k a 0 i u ekstraktu pokogice Muscat
rezultatima ove studijgMitic et al.,, 2012) Malvidin-3-O-glukozid, peonidin3-O-glukozid i
petunidin3-O-heksozid su dominantrkvantifikovani u metanolnim ekstraktima Mermt(142,79;

53,30; 143,28 mg/kg SM) i Cabernet Sauvigreo(55,22; 102,37 i 97,84 mg/kg SM), dok su ostali
glukozidi detektovani u tragovima. Drugi autoridobiliz nal aj no vi gi s adar ¢ aj

u etanolnim i/il:i met anol {Bindon et &.s2011;aGkdrreronat al.p o k o
2009; Miticetal.,2012) Ove razli ke mogu biti Zzbog nalina
dasu uzorci primarno ekstrahovani metanolom ili etanolom a zatim uparavani, rekonstituisani u vodi,
filtrirani kroz 0,45uL i tek potom analizirani Kao gt o se moge primeti-t
internacionalnih vinskihvisgmomn jge ogiliandMieeh ozn
(od721 puta vige) antocij ana inego aekstraktina gutotgne pr
sorte Prokupac. U ekstraktima Merbpi Cabernet Sauvignen s u u znal ajnim ko
razl i | iofeoil i kuroaeotl detfivati ahktocijana, prvenstveno malvi@i®©-(6"-acetil)heksozid
(100,82269,11 mg/kg SM) i malvidi3-O-(6"-p-kumaroil)heksozid (9,4145,96 mg/kg SM).
Prisustvo ovih derivata quotvrdili i drugi autor i analizirajuldi po
u Gp €udrrgro et al., 2009; Pérez Navarro et al., 20B8)tugalu(Perestrelo et al., 2012)
Makedoniji(lvanova et al., 2011prbiji( Mi t i ¢ et al ., 201 2; Nat,i | et
CrnojGori( Gukovi I idggnalaf i 2 &®ifdpnretalp 20b1Na stici 4.5prikazane

su strukture dominantnih antocijanieBrO-glu k 0 zi da u e k s tnjihevi tetentiana p 0 k ¢
vriemena i talne mase u p@zitivnom jonizaciono
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231(70),213100)

157(20), 141(20)
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Tabela 49. UHPLC-MS/MS Orbitrap identifikacija antocijana a L euneikhs t r akt i ma pokogi ca. Za svako detgktova
izralunata masa, nalena masa, s gMS&dMJ*‘feagnedtist upanj e masa (ppm) i nNj egovi M
¢ Molekulska | zr a | NalLen
Jedinjenja mRi’n formula, masa, masa, ppm  MS?fragmenti MS? fragmenti MS* fragmenti
[Mi H]* [Mi H]* [Mi H]*

Malvidin derivati
Malvidin-3-O-glukozid 547  CuHheOn' 49313405 49313107 2,98  332(10)331(100) %ggggsggl(gg)), ggggg))' gégé?g;' gg?gg;’ 287(100),

S . 494(15),493(100), 316(80), 315(100), 299(90),
Malvidin-3,5-di-O-glukozid 518  CogHesOur 65518683 65518335 353 o000 ooy 00 331(100) 500(30). 28770 270(50)
Malvidin-3-O-heksozidacetaldehid 507  CuHOy' 51713405  517,13007 3,98  356(15)355100) gg%(i%c)))’z?ez(%?)'236121(%)’ gg;gggg ’322;3((31535 321811((120(?))’
Malvidin-3-O-(6"-acetil)heksozid 632  CuHrOn' 53514462 53514136 326  332(10)331(100) g;gggggszlgl(gg;, g?ggg))' 3%2%8?)’253%3?)’ 287(30),
Malvidin-3-O-(6"-kofeoiljheksozid 6,67  CypHuOx' 65516575 65516095 480  332(10)331(100) g;gggg'?’zlgl(gg;' ggggg))' gégg’g; gg%gg; 287(100),
Malvidin-3-O-(6"-p-kumaroi)heksozid 7,10  CyHuOn'  639,17083  639,16595 4,88  332(10)331(100) 3322283‘32185(71(383 ’ 53888)) ' Séﬁﬁ’gi’ 533%33’ 2670100
Peonidinderivati
Peonidin3-O-glukozid 542  CpHuOn' 46312349 46312054 2,95  302(10)301(100) 287(10),286(100) ggg%’)'258(1°°)' 230(25),
Peonidin3-O-(6"-acetil)heksozid 631  CuHxOn' 50513405 50513010 3,95  302(10):301(100) 287(10),286(100) ggg%’)' 258(100), 230(25).
Peonidin3-O-(6"-p-kumaroil)heksozid 7.03 CoHaOid  609,16027  609,15723 3,04  302(10)301(100) 287(10),286(100) 382%’)' 258(100), 230(25).
Delfinidin derivati

A . 303(15), 285(10), 275(10), 239(5), 229(100), 213(25),
Delfinidin-3-O-glukozid 466  CuHuOy 46510275 46500921 354  304(15)30%100) 257100). 245(12). 225(30) S018). 175(20)
Delfinidin-3-O-(6"-p-kumaroil)heksozid 6,44 CaHaOur  611,13953  611,13483 4,70  304(10):30100) 32388;' 3238822 >7100) f?gﬁg?)’ 213(26). 201(30)
Petunidin derivati
Petunidin3-O-heksozid 507  CuHxOy' 47911840  479,11465 3,75  318(10)317(100) 302(100), 274(5) %Zgﬁg;’)' 246(10), 228(10),
Petunidin3-O-( 6atetil)heksozid 6,03 CoHaOid  521,12897  521,12476 421  318(10)317(100) 302(100), 285(30), 274(10) %ﬁg&gg'2212‘1(51)0(1’)5'32(2855)'
Petunidin3-O-(6"-p-kumaroilheksozid 6,73  CaHwOw’ 62515518 62515045 473  318(10)317(100) 302(100), 285(30), 274(10) ;igggg' gzgggol)ég?;éf)'
Cijanidin derivati
Cijanidin-3-O-glukozid 489  CuHnOu' 44910784 44910425 3,59  288(10)287(100) 287(60), 269(25), 259(40), 241(50, 195(10), 185(100), 167(10),



Tabela4.10. UHPLC-MS/MS Orbitrapkvantifikacija antocijana (mg/lkgSM) e kst r akt i ma p oekeongntisarsgoming dv oj eni h i z
(L:)Z%riko gica) Muscat Hamburg Prokupac Merlot Cabernet Sauvignon
Ekstrakciono sredstvo 100% Me 50% Et 100% Me 50% Et 100% Me  50% Et 100% Me  50% Et
Jedinjenje (mg/kg SM)
Malvidin derivati
Malvidin-3-O-glukozid* 13,754 3,888 18,90+~ 5,898 142,794 30,278 255,22A 108,3F8
Malvidin-3,5-di-O-glukozic? 22,3RA 12,788 0,394 0,21pA 1,844 0,628 2,304 0,948
Malvidin-3-O-heksozidacetaldehibi n.d. n.d. n.d. n.d. 2,884 1,588 4,094 4,43A
Malvidin-3-O-(6"-acetil)heksozibl n.d. n.d. 4,504 6,184 112,984 100,828 191,134 269,1F8
Malvidin-3-O-(6"-kofeoil)heksozié n.d. n.d. n.d. n.d. 18,884 3,128 35,44 9,98
Malvidin-3-O-(6"-p-kumaroil)heksozitl n.d. 1,69 12,884 8,154 48,894 9,478 145,964 41,58
F 36,1 (38,5) 18,3(59,7) 36,6 (78,8) 20,4 (79,2) 328,2(70,8) 145,9 (81,4) 634,0 (67,5) 434,2 (77,5)
Peonidinderivati
Peonidin3-O-glukozidc? 53,144 11,098 9,554 2,7PB 53,30+~ 10,198 102,374 37,568
Peonidin3-O-(6"-acetil)heksozibl n.d. n.d. n.d. n.d. 9,55A 6,888 18,844 24,9PB
Peonidin3-O-(6"-p-kumaroil)heksozitl n.d. n.d. n.d. 2,1% 9,984 1,548 25,3PA 6,448
E 53,1 (56,7) 11,1(36,3) 9,5(20,6) 4,9(19,1) 72,8(15,7) 18,6 (10,4) 146,5(15,6) 68,9 (12,3)
Delfinidin derivati
Delfinidin-3-O-glukozid? 0,524 0,67~ n.d. 0,46 9,904 1,798 21,694 7,798
Delfinidin-3-0-(6"-p-kumaroil)heksozifl n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 3,30 n.d.
Petunidin derivati
Petunidin3-O-heksozid 2,06 n.d. n.d. n.d. 43,284 6,868 97,844 30,988
Petunidin3-O-( 6atetil)heksozitl n.d. n.d. n.d. n.d. 5,384 5,614 11,564 16,248
Petunidin3-O-(6"-p-kumaroil)heksozibl n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 17,89 n.d.
Cijanidin derivati
Cijanidin-3-O-glukozic? 1,8644 0,568 0,29 n.d. 3,724 0,618 7,17A 2,018
E 44(47) 12(40) 0,29(06) 046(1,8) 623(13,4) 148(8,3) 159,5(17,0) 57,0(10,2)
E B 93,7¢ 30,59 46,44 25,80/ 463,3F 179,31 940,08 560,14
Prikazanevrednosti u tabeli su srednje vrednosti dobijeni iz tri nezavisna merenjakha3).a sl ova oznal avaju porelenje izmelu sorti za svakwuiggek str akc
sorte. Razl il it atislllivaz malnajl Taevkaciesir @psi,08d/r prdenmoas t i u zagradama dledi aktger ipstoiclemiatierivagtaasroeirpad’f).Bladmjediaa ni di n

kvantifi kovana

k standagdh;dedifjenjm kvahtifisovandp nii z r agen a

kao

metanol+0,1%HCI); 50% teetanol (50:50//v etanol/HO). Napomena:nakon ekstrakcije navedenim ekstrakcionim sredstvima, svi uzorci su uparavani do suva i rekonstituisani u milliQ vodi.
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4.15.4. Spektrofobmetrijska analiza ukupnih fenolnih jedinjenjaflavonoida, proantocijanidina i
monomerni h antocijana u ekstraktima semenki i

Rezultat.i spektrof ot omet rfenplrshk geglinjenja dflawwrioiday a nj a
proantocijanidina i monomerni h antocijana u e
g r o,Wpakazannaslici 4.6 (grafici, ai).

Sadr gaj u k ib jpdinjertja (TP€) n ekstraktima semenknaliziranihs or t i j e bi o
vigipor e kkstratmgpp s B ogitoaj e u saglasnost iecamlae r ezu
TPC u ekstraktima semenki je bio apseguod 2699,08+26,99 (Smederevka) do 6467,9+64,68
mgGAE/100g SMProkupac) za metanolne ekstrakte; odnosnaai,82+26,45 (Smederevka) do
5518,68+55,19MgGAE/100g SM(Prokupac) za etanolne ekstrakskka 4.6b). TPC vrednosti za

etanolre ekstrake semenksu biliz nal aj no manj i , vrednoptima ze@mmoljeu s a
ekstrake semenki gt o j e u suprotnost. s a-DAD eMSIMSt at i n
kvantifikacijom. Ove razlkese mguopr avdat i da sulrgmatogratsiom analizom
kvantifikovara samo fenolna jedinjenja za lgu bili dostupni standardDobijeni rezultati su bilu
opseguezultata koje sdobili MedountAdrar et al. (2015)za vodeni, metanolni, etanolni i acetonski
ekstrakt semenkhmar BouAmara ut oht on®o Al ¢ i g s8FELINGGAEAB®OSIM)
Tahmaz etal. (202 a vodene ekstrakte (primarno ekstra
sorti gr o g Lrskoj @&p6626 mHGAE/1I00g BM) Pant el i | gat vodanke . (2
ekstrakte (primarno ekstrahovane 80% metanoldn3 aut oht oni h i i nterna
gajenih u Srbiji (38020298 mhGAE/100g SMYisokTPCp ot v r L e n semenkautolstdneg a k t
sorte Prokupaprethodnosu dobilii drug autoriianal i zi raj ul i vodeni (1
(Pantel il ietanonigl4669 mgBAEILB0g SM)Dabet i | ekstrakaSa druge 2 0 2
stranenaj viPGza oba ekstrakcionaeksteds&t va@abergeo po @ i
Sauvignora (1976,26+19,76 i 1884,32+18,84 mgGAE/100g SMe z st at i st i | ki Zr
me L u nEkismar.a k t belihpsorkkgorgoigclaa su i mal e znal ajno n
ekstraktimap o k @agmihcs or t i (skika 464),l. apr ve nst v e namtocjala &aji sus adr ¢
det ekt ovani s ambosortiDaledTRQuEkstcaktimga ok o gi ca Muswcat H
Prokupcase njeme Lusobno znal aj nonjhoaZACbk ov g ®&; zmal wtj in
porelemMAQ@ vsraednost i mketragimapoklb@nicm uUunternaciona

0
0

Caberne Sauvignomobijeni rezultati u ovogtudiji su bilin i g i u porelenju sa I
dobiliTahmazetal. (2021) anal i zi raj ul i pokog-B78%5mgGAELATOG h s
SM), bili su uopseguezultata koje sdobiliPant el i | idNtatal . e, 2a@HsBaktd 2 0 2 !
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pokogica autohtoni h i i nter an2660mgGAE/T00§M), dokrr t i
subiiznal ajno vi gi u p ojesadokelibi at al. £2812)r ezzau | pt cakt o gmac uk
(179,1 mgGAE/100g) i Cabernet Sauvignona (219,5 mgGAE/1@ggp varijage u rezultatima

mogu biti posledica pmenjenog ekstrakcionog sredstwa pripremi ekstrakatag k ol o g ki h
agronomskih wuslova koj i mesaziewnjdjz bgd eebek @t a zk a

godimb er be i st ep eBimmonztrale 20bls @brequg et al.§201:8)

Ukupan flawdidad(ldFC)u ekstrakti ma semenki i pokogi c.
dva razlilita standarda (kvercetina | kat e hi
Uzimajuli u obzir |injenicu da su davati(Trakemat ni
4. 7) , a u semenkama katehin i procijanidini

katehina kao standarda za kvantifikaciju ukupnih flavonoida. TFC u metanolnim ekstraktima semenki
je varirao od 1995,2 do 6211,66 mg(QE)/100g ®Wnosno od 2064,6 do 3860,27 mg(CE)/100g

SM. Sa druge strane, TFC u etanolnim ekstraktima semenki je varirao od 2576,42 do 5259,24
mg(QE)/100g SM; odnosno od 2103,11 do 3959,51 mg(CE)/100g SM. Za oba standarda, najmanja
kolilina ukupnirkefnlaawored&kisd & ajke | pn@at s e men k-i Sme
a, a najviga u ekstraktima semenki autohtone s
dobijenim UHPLCDAD MS/MS kvantifikacijom.lvanova et al. (20119udobiliz nal aj no vi g
za ekstrakte semenki Smederevke (4940mg(CE)/100g SM) i tde@d®@60 mg(CE)/100g SM),

gajenih u Makedoniji. Dalje, rezul tatidobli ovoj
Guaitaetal. (2021) anal i zirajuli e k st r a-B280emg/a08grSMi, Kkaji Bar
su procesuirananardzlii t i m t emperaturama sugenja, prikupl

zametanole ekstrakepokogi ca je varirao od 400,38 (Iltal
Sauvignon) mg(QE)/100g SM; odnosno od 2092,83 (Smederevka) do 4000,69 (Prokupac)
mg(CE)/100g SM. Sa druge strane, TE&etanolre ekstrakkes e ni j e razl i kovao i
manj i, u porelenju sa metanolnim ekstrakti ma
(Italijanski Riesling) do 1386,78 (Merlot) mg(QE)/100g Sddinosno od 2093,01 (Smedervka) do
4169, 02 (Prokupac) mg(CE)/100g. Dobijeni rezu

koje sudobili Ivanova et al. (2011) anal i zi raveruhi i pblkedghcesoct i g
Makedoniji (312 do 1020 mg(CE)/100g SMPutnik et al. (2016) anal i zi r aj ul i e k
Merlota (18035403 mg(QE)/100g SM, u zavisnosti od uslova ekstrakcijByagaet al. (2016)
analizirajuli e k s tar(2243 tmg(QPE)/k06ggSME. ¥ arij&cijeru aezultaliimai su
Zzbog sortne karakteristike, usl ova ekstrakci
kvantifikaciju. U z i equdtgteui ifeinolnau protild analizirane o bkviju evee r
di sertacije, moge se zakljuliti da su u anal i z

se katehin koristi kao standard za ekstrakte semenki, a kada se kvercetin koristi kao standard za
ekstrakte pokogica.

Sadr gaj ukupni h(PPGpantooi jzanmildijma vi gi u eks
olekivano ako se uzme u obzir |injenica da su
proantocijanidina u ekstraktima semenki je varirao od 3189,44 do 6109,24 mg(PA)/100g SM, za
metanolne eksakte; odnosno od 2612,1 do 4811,32 mg(PA)/100g SM za etanolne ekstrakte (Slika
4. 6h) . MelLu analiziranim ekstrakti ma, naj ni gi

semenki Prokupca. Sa druge strane, 9R/A291udo ek st
1101,54N72,17 mg(PA)/ 100g, zavisno od anali zi
4.59g) . S| i | dobili Rumik et lalt @018 sSwpi tuj ul i uti caj r
parametara na sadr gaj pr olk10jmgCGE)/100g SM).Guaitaetoak 0 § i ¢
(2021) sudobiliznal ajMACz @i gkstrakte razl i [-4200ang/100pet i r a
Barbera sorte grRAG Eaaekstraktesemanki |(284L8700mg/Md0g) iste sorte

grogla. Qverultatireezd i \Kkeer ovat no zbog razlilitih me

ukupnih proantocijanidina
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(a) Ukupna fenolna jedinjenja-pokozice (b) Ukupna fenolna jedinjenja-semenke
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; TR h
(g) Ukupni proantocijanidini-pokoZice ( ) Ukupni proantocijanidini-semenke
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Ukupni monomerni antocijani

i
( ) Hl 100% metanol (+0,1% HCI)
2009 @B 50% etanol

d,A

1504

d,B

1004

mg (M3G)/100g SM

Slika 4.6. Sadr gaj ukupni h fenol fd) hsenerkdmah)] e Spdr gajpoklgp ciama f
p ok o gilcep semenkamdd,f); Sadr gaj ukupni h pr o@)n semenkamahy i dSiandar gua j p
ukupni h monomernih d@ntoedjvapenuhpokogomama navedeni h s

ekstrakcionimsredstvimRodaci su pri kazani kao srednje vrednosti Nst
porelLenje izmelLu sorti za swalkiok®ksltowkcoomal svajdstpyor ¢
Razlilita slova oznal avajTw ksabpthtfsi093 i. | Sk r a h a-hije @gerldovana NI DK «

GAE-galna kiselina; Qkvercetin; CEkatehin; PAproantocijanidin; M3Gmalvidin-3-glukozid. Napomena: nakon
ekstrakcije navedenim ekstrakcionim sredstvima, svi uzorci su uparavani dorgkeastituisani u milliQ adi.

Sadr gaj ukupni h mo(MACNee nphoae@mjoemn j aamocrnha ek s
sorti (gtoghbad. 6i) U ekstraktima belih sorti
ako se uzme u obzir |linjenica da su bele sort e
sortma je bio znalajno vigi (Ir,9644/R1 nggéM3G)AdDg m me
SM), u porelenju sa -2fiandbnmqp( BIBR&) Fra2aROgMai §8i
MAC je potvrlLen u ekstr aktai,magtpoo kjoeg iuc es aCgal baesr nn
hr omat ogr af ske ahmiajlarmrie.r eveedluttatm, uw ovoj studi
sa rezultatima koje sibbili Tahmaz etal. (2021) anal i zi raj ul i pokogice \
969, 2 mg(M3G)/100g¢9), ukl julujuli s ojret es uMetrd kod

dobileznal ajno vi gi sadr gaj M A-&(Ivanoveeek &.,12014; lPatnikrata  p o
al., 2016)i Cabernet Sauvignea(Du et al., 2012)

U tabeli 4. 11. prikazan je test anali zé&jivari|j
utilu na sadrgaj (kksafrakaolemiilstj édi hj gmjupau ekst
i zdvojenih iz komine sedam autohtoni h i i nt e
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ispitivanifaktori( e k st rakci ono s ipoddnd mo i sorhaegabkglpl
sadr gaj ukupni h fenolnih jedinjenja, .flavonoi
Na osnovu dobijenih podataka, semenka autohtone sorte Prokupca se pokazala kao najbolji izvor

ukupnih fenolnih jedirgnja, flavonoida i proantocijanidingt o j e ovu sortu kval
i stragi v an jkaratdrizagifesnentisame &ommienjenih konstituenata

Tabela41l. Tes't analize varijanse za wutvrlLivanje znal
karakteristilnih grupa fenolnih jedinjenja u eks
autohtonih i internacionalnih sorti grogla.
parametri Faktori DF SS MS F p % varijanse
Ekstrakciono sredstvo (ES 1 141156 141156 45,23 <0,0001**** 1,276
pokog Sorta groglLa 6 10770000 1795000 575,3 <0,0001**** 97,41
TPC ESxSG 6 57943 9657 3095 0,0188* 0,524
(mgGAE/100g) Ekstrakcionasredstvo (ES) 1 6995000 6995000 588,6 <0,0001**** 12,72
semenka Sorta grogla 6 45790000 7632000 642,1 <0,0001**** 83,27
ESxSG 6 1870000 311633 26,22 <0,0001**** 3,400
Ekstrakciono sredstvo (ES 1 821375 821375 222,4 <0,0001**** 7,731
pokog Sorta groglLa 6 9504000 1584000 429,0 <0,0001**** 89,45
TFC ESxSG 6 196326 32721 8,862 <0,0001**** 1,848
(mgQE/100g) Ekstrakciono sredstvo (ES 1 1904000 1904000 100  <0,0001**** 4,045
semenka Sorta grogla 6 32100000 5350000 281,1 <0,0001**** 68,20
ESxSG 6 12530000 2088000 109,7 <0,0001**** 26,62
Ekstrakciono sredstvo (ES 1 308333 308333 23,72 <0,0001**** 1,366
pokog Sorta grogla 6 20540000 3423000 263,3 <0,0001**** 90,98
TFC ESxSG 6 1365000 227443 17,50 <0,0001**** 6,046
(mgCE/100g) Ekstrakciono sredstvo (ES 1 310942 310942 20,40 0,0001*** 1,682
semenka Sorta grogla 6 16620000 2770000 181,7 <0,0001**** 89,87
ESxSG 6 1135000 189133 12,41 <0,0001**** 6,137
Ekstrakcioncsredstvo (ES) 1 42540 42540 40,11 <0,0001**** 1,084
pokog Sorta groglLa 6 3793000 632154 596,1 <0,0001**** 96,68
PAC ESxSG 6 58208 9701 9,148 <0,0001**** 1,484
(mgPA/100g) Ekstrakciono sredstvo (ES 1 8978000 8978000 2310 <0,0001**** 29,03
semenka Sorta grogla 6 20610000 3434000 883,5 <0,0001**** 66,62
ESxSG 6 1235000 205843 52,95 <0,0001**** 3,993
MAC Ekstrakciono sredstvo (ES 1 1829 1829 125,6 <0,0001**** 3,423
(MgM3G/100g) pokog Sorta groglLa 3 50054 16685 1146 <0,0001**** 93,69
ESxSG 3 1310 436,7 30,00 <0,0001**** 2,452

Svi tabelarno prikazani rezul tati psO05; $0,001p<C0L;i *0001<p<0OE]; &*F*px0,0001.Ni v 0 i Z
Skr al @arCGSada:r gaj u k u pTFC-8 a drofuanih davandida;;PE-Sadr gaj ukupnih gSadnga¢i juknipdii
monomernih antocijana; Dstepeni slobode; S&uma kvadrata; MSredine kvadrata.
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42. Karakterizacija ekstrakata fermentisane komine Prokupca 1 mije
konstituenata

4.2.1. Hromatografska analiza

42.1.1. UHPLC-DAD MS/MS kvantifikacijafenolnih jedinjenja (osim flavan3-ola i antocijana)
netretirane Rrokgpecagene komi ne

S a d rf@naljih jedinjenja {zuzev flavan-3-ola i antocijanakoji su odvojeno analizirajpi u
ekstrakti ma fermentisane komi ne Prokupca [
gepur i na)/ppkazansdujTdbelidlé Me Lu f enol nim kiselinama,
galna kiselina a zatim ferulinskahlorogenska protokatehinska i dfeinskakiselina. Kvercetini
izoramnetinderivati su bili dominantno kvantifikovani flavonolu svim analiziranim uzorcima
Nekoliko predhodnih studijp e t pokvmibei sok sadr §gaj ga(l Dab &tiisle |
al., 2020; GolLevac etkaaiVisokROda8adr gdpunkVveertealr
30gal aktozida u (ddkd&epiviil Rrtokdpga.2019; Pant el

Kao ¢t o s enaosooyuerezultatad(€abela 4.1@prada( s u gteplim vazduhom (TV)
liofilizacija) komine nakon odvajanja od vina nal ajenonautsaddr gaj poj edi
jedinjenja  Znal ajno vigi s a dkwvagtdikovanihitenofih kidelina i flgvamgl e d i n
gli kozida je potvrlLen u ekstr ak,tkojenpeethotno msun e ,
procesuiranelzuzetaki e g e p Wkroidn &k oj i haTyie Ipiosfl iel isar@-&puiae p ot
vige ukupnih fenol & dcr gkaijs ed d Inme i kiidsiekstiatinea | jae
netretiranih uzorakasemdrkk 1 33, 12 mg / kag(6038mg/kdSM)a dele Kpimine (56,98

mg/ kg SM),.njMeal wtaidm gaj se znalsajghmemeskmamopdi @ g iuc
komine u struji toplog vazduhaza 42,9; 51,6; i 10,9%kao i uekstraktima liofilisane semenke,
pokogice,zia KBdmi2ne 62, 9; i 3, 9 %. Najvele konce
izoramnetin) i njihovih glukozida (kvercetifB-O-galaktozida iizoramnetin3-O-glukozid) su

pot veuLerkstrakti ma metltemi nan@opokadr gmnjouse t &
procesuiranim pokogi cama.

Ako se posmatra saspekta primenjenih tretmanak s t r a k t S u Brekmpeatodtimo mi n e

vazduhomj e i mao znalajno viggi sadr gaj ukupni h f
pojedinalnih flavonol a ni | Ekstraktiailisang seroenkgerinname ni o
znal ajno vigi sadr gaj gal ne, damsemedkamme genj mkav

dok se sadr gaj svih kvanti fi kovamado tazlikbvhoaiv o n o |
ekstrakt iTva liofdisamjhesemehki U ekstrktimas u g g e @ uir i pe kTo&/gei c e
potvrLen znal aj n oodetekfpvanileaobhih Kiselina (gaman ipnotakatéhimska
kiselina),iznal aginos aadr g ag pdoot nvfrhlaemnbi nho | a gl ikdercetim k a o
izoramnetin i kampferollreba spomenutidajeustrakul i of i | i spnenptiiBogsadr (
resveratrol a, koj i usjoees o €MNg ju & & nu.ddueorazike U profiima n a
fenolnih kiselina i flavonola mogu biti zbog strukture matriksa koji je procesuiran ili uslova
pri menjenog tretmana kao gto su temperatura
sugenj a. Degradacija fenol ni h | eebitirzlhog pojozne u | |
strukture koja povelava kontakt sa va(Gaaahom i
Lomillo & GonzalezSanJosé, 2017) Sa druge str gnae,TW enbpoeACat,u rdau

sugenj a i konstantni kontakt sa kiseoni kom, ut
tokom sugehgrrauri et al19%/mi € . na gl i znalajnu razlik
fenol nih jedinjenja u | i ofTséngancZhaoj(20ippkdzalida u g e n
l'iofilizacija ima bolji efekat na odrgivost wu
grogla. S obzirom da je najveli br oj razli| it

njenim konstituentima primenotdHPLC-DAD MS/MS tehnike, ovi uzorci su odabrani za dodatnu
kvalitativnu i kvantitativnu karakterizaciju fenolnih profkao r i gJHRLE-Drbitrap MS tehnike.
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Prokupca

Tabela 4.12.UHPLC-DAD MS/MS kvantifikacija fenolnih jedinjenja @ k st r akti ma netretirane
posl e fermentaciije i nj egiepysaswtavni h konstituenat a
U . Beztretmana Sugenje top? im\ Liofilizacija®
Zorcl

i toppinm v@mzdeherukiomire n e

(semenka,

Jedinjenja (mg/kg SM)

semenkh g e p u'r p o k o'g komina

semenkd ¢ e p Pr p o k 023 komin&

semenkd g e p Pr p o k 0°g komina

Fenolne kiseline (HB+HC) i njihovi derivati

(1!

l

Galna kiselina 133,124 n.d. 60,49~ 56,98~ | 75,888 30,394 29,2%8B 50,748 | 92,9AC 22,938 22,44C 54 7FA
Protokatehinska kiselina 2,648 3,304 13,304 8,21dA 2,012B 8,438 6,468 7,894 1,888 3,7PA 3,59¢ 3,798
Gentizinska kiselina n.d. n.d. n.d. n.d. 1,04 n.d. n.d. n.d. 0,37 n.d. n.d. n.d.
Hlorogensk&iselina n.d. 3,534 15,28A  65XA 0,834 2,458 4,388 2,348 1,13A 3,08¢ 5,87C 2,88¢C
Ferulinska kiselina 4,564 10,8~ 18,76~ 26,33~ n.d. 6,36%8 10,768  15,3ZB | 28728 15,2&¢ 7,06 4,02¢
Kofeinska kiselina 3,184 n.d. 7,487 5,3gA 1,648 5,57PA 2,6X8B 4,558 2,13C 6,448 2,91¢8 2,97C
p-Kumarinska kiselina n.d. 3,194 5,144 n.d. n.d. 4,258 3,548 3,694 n.d. 3,224 3,628 2,37%8B
74 143,49 20,92 120,40 103,42 81,42 57,39 56,95 84,63 101,26 54,64 45,45 70,75
Flavonol aglikoni i glikozidi
Kvercetin 24,264 48,494 75,28~ 44844~ | 139BRB 42 7B 62,068 39,748 | 13,688 54,60 66,7°C  36,08C
Kvercetin3-O-galaktozid 1,404 n.d. 62,60~ 34194 1,144 20,964 28,738 13,048 1,094 21,794 30,88C 13,088
Kvercetin3-O-ramnozid n.d. n.d. 0,95 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Rutin 0,712A 1,334 10,844 5,97A 0,412A 4,558 5,048 2,088 0,427 3,40¢ 6,1ZC 2,228
Izoramnetin 15,024 n.d. 4552A 27 8ZA 7,858 14,624 26,088 15,448 8,138 16,428 26,998  14,19'8
Izoramnetin3-O-glukozid 0,934 n.d. 5422~ 25034 0,6~ 14,494 28,768  11,39'B 0,684 11,768 27,298 11,108
Izoramnetin3-O-rutinozid n.d. n.d. 3,244 0,70pA n.d. n.d. 1,02 n.d. n.d. 0,16 1,48C 0,278
Kampferol 1,464A 2,324 9,894 6,824 1,094 6,088 9,27A 5,438 1,034 8,10¢ 13,768 6,924
74 43,78 52,14 262,56 145,37 25,06 103,37 160,98 87,11 25,03 116,22 173,19 83,86
Ostali kvantifikovani polifenoli
Apigenin n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,49 0,29 0,2& n.d. 0,44 0,3% 0,2F
Apigenin-7-O-glukozid n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,35 0,17 n.d. n.d. 0,22 0,18 n.d.
Luteolin 1,464 n.d. 4,204 2,744 0,7RB 1,644 1,288 1,198 0,848 1,604 1,158 1,03¢
Naringenin 0,36 n.d. n.d. n.d. 0,31A 1,234 0,7ZA 0,57HA 0,278 1,148 0,798 0,708
Eriodiktiol 1,700~ 3,420A n.d. n.d. 0,948 2,458 n.d. n.d. 0,968 2,220¢ n.d. n.d.
Resveratrol n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 4,44 3,71A n.d. n.d. 5,458 2,648 2,49
Aeskulin 0,52A 2,43cA 2,384 1,994 0,234 2,3A 4,438 2,578 0,284 1,708 3,17A 1,27PC
Floretin n.d. 1,912A 2,614 1,64 n.d. 0,50 n.d. n.d. n.d. 0,508 0,498 n.d.
Florizin 1,62 n.d. n.d. n.d. 0,988 0,47°A 0,184 0,794 1,32¢ 0,758 0,164 0,928
Taksifolin n.d. n.d. n.d. 5,82A n.d. 9,66+A 5,62A 6,648 n.d. 8,028 4,4108 3,90
E 5,65 7,76 9,18 12,19 3,24 23,53 16,30 11,99 3,66 22,03 13,32 10,57
E E 192,93 80,82 392,14 260,98 | 109,72 184,29 234,24 183,63| 129,95 192,89 231,97 165,17
Prikazane vrednosti u tabeli su srednje vrednost i sbakikengitem kominezposebnad (semenga@ v i 1s ipmakoegli & mk, ami( ma)3,) . a Mad lai lsd o
por el en juassvakog tetmana (bez tretmasay § eaplimevazduhom! i of i | i zaci j a) . Razlilita sl ovaTwkeatsat £<0,G5) .u Sk rag )i enijal detéddovanz HBa | aj ne
hidroksibenzoeva kiselina; Haidroksidmetnakiselina.Napomena:nakon ekstrakcije 80% metanolom+0,1%HCI, svi uzorci su uparavani do suva i rekonstituisani u milli€rakdije su odmah ekstrahovane @etmana);
’Frakcie komi ne sugene u SFuakcieikamine du tofilisanen v az duhom;
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4.2.1.2. UHPLCOrbitrap MS karakterizacija i kvantifikacijafenolnih jedinjenja u ekstrakatu
liofilisanih uzoraka komineProkupca

Detaljan fenolni profil vodenenog ekstrakiafilisanec el e ko mi ne, segmponkene
autohtone sorte grogla Prokupac, kabetP3iTabelj i hov
413 ldentifikacija fenodlndnrmj ¢neQtbitp Mehanaizatpra o dr

uzi maj uli u obzi (retencior® memer ado Igak wing kae -HMy, s e
poj edi nPfaMShMS*MSagmente i postojeie literaturne
kvantifikovano 75 fenolnih jedinjenja (neantocijani i antocijgpodaci za kvantifikacijuTabela P4)
MeLut i m, radi |l akgeg tumal enja regtultazlail iitziv

(1) hidroksibenzoeva kiselina i njeni derivati (13 jedinjenja); (2) hidrokstmakiselina i njeni

derivati (6 jedinjenja); (3) flavaB-oli i procijanidini (13 jedinjenja); (4) flavonol aglikoni i glikozidi

(16 jedinjenja); Bb) st e noi di (9 jedinjenja),; (6) antoci | e
fenolnih jedinjenja je u vezanom obliku i javljaju se kao estri ili glikozidni kompleksi.

Hi droksi benzoeva kiselina i nj eni d egpitivanant i s u
vodenim ekstraktima t o 44,34% (cela komina), 51,63% (semenka} , 3 0% ( pokogi ca
epurionda ukupno kvantifikovani h fehadrazikbuj edi
nji hovom sadr ¢ a jumorcimaHeksozal izameri galmerkisehne In @miniraju u
ekstraktu semenkelok su heksozidi dii hidroksibenzoeve kisgle preovladavali u ekstraktima
pokoggeppuriifhcered toga, Zzabel e-gamta u fvin amatiranima j a n
uzorcima (22% semenkal 8 , 9 % p, 2%0%G ecp uir2il,2¥%acela komina, od ukupno
kvantifikovanih derivata hidroksibenzoeve kiselingrovatno zbog alkoholne ferntewije kojoj su

komi na gr og Ltaentibiliing lem§ e rkio nsrt @ a n a menméje dtilgalata d | o ¢
je predstavljen na slidi.7a). Nedavno je objavljenodaegla | at & vitrommuvivepgaukciju
prostagladina gt o del om doprinosi p r o iLongahi aitchavt wiran i m
(H. R. Wang et al., 2018) vodenom ekstraktu cele komine, heksozidni izomeri galne kiseline, etil

galati heksozidi di i hi droksi benzoeve kiseline |ine 89,
hidroksibeoeve kiseline. Hidroksimetna kiselina i njeni derivati su detektovani u malim
kolil,pRham&0mg/ kg SM u ekstr aldtipmaodk aueul ekstrakt® mi n ¢
semenknaleni u tragovima (<5mg/ kg pSiMdksibendaedei n a

kiseline (heksozid i dheksozid izomeri galne kiselindeksozid hidrokis i dihidroksibezoeve
kiseline, galoil-heksahidroksidifenil kiselinrdeksozid etil-galat, vanilinska kiselina), do sada nisu
prijavljeni u vodenim ili nekim druginfenolnim ekstraktima sorte Prokupac.

Flavan3-o | i [ procijanidini su bili domi nant no
ekstraktima p k 0 g§ e puircelenkeminei predstavljali su 47,5% od ukupno kvantifikovanih
fenolnih jedinjenja semenke. Domm t n o  spuocijanalib @meri trimen (75,5% od ukupno
kvantifikovanih flavar3-ol a i proci jani dina), u3omafled4d%eod| u s
ukupno kwantifikovanih flavar3-o | a i procijanidina), melLu koji
mgCE/kg SM) i epikatehin (114,0+5,38 mgCE/kg SM) bili identifikovani. Najzastupljeniji
procijanidin oligomeri u ekstraktu semenke su bili B tip procijanidin dimer izoraezgtim B tip
procijanidin trimer izomeri i procijanidin galat izomerigdelima: 34,3%, 24,4%15,3% od ukupno
kvantifikovanih flavar3-o | a i procijani di na. -30laiaploajandinajemanj i
pronalen u vodenkomneedep uf@énjedd@o i &% ukepnih fenolnih
jedinjenjg , dok su u ekstr ak tagovinmddkao& mgCEkg BM.I i Slpirli s

rezultate za metananekstrakte semenk  p o&sa dpbilicPeixoto et al. (2018Z d u ni | et
(2019) su primetili dominantno prisustvo katehina, procijanidina i procijanidih @a a me L u
polifenolima koji su ekstrahova® 0 % met anol om iz semenki grogla

dok prisustw B tip procijanidin dimer digalat izomerdje identifikovano. Ovi izomeri su po prvi
put otkriveni kod ove sorte u vodenim ekstraktima semegke,p uircelenkemine, u opsegod
0,3819,51 mgCE/kg SM. V ¢gsiadr ¢ aj pr oci,juarpiod iea noodmergnesome r a
t a k o L ePeixlotw btiall (2018)a metanolne ekstrakte semeroe suizdvojereiz fermentisane
k o mi n e . Sypraing fredhodnim rezultatimtéammerer et al. (2004u pokazali dominantno
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prisustvo monomernih flavaBola u metanolnom ekstraktu semgrkoje suizdvojene iz komine
bele sorte g 0 gRAajaskiRiesling.

Zarazliku od derivata hidroksibenzoeve kiseline i procijanidina koji su domenfemolna jedinjenja

u vodenom ekstraktu semenke, ukupni flavonol aglikoni i glikozidi su prisutni u tragoviodelsan

od oko 1% ukupnih fenolniteginjenja Sa druge strane, ova jedinjenja su dominantno prisutna u
ekstraktima  p o k og¢eipceussaiuidelmdm:41,1%i 35,2% od ukupno kvantifikovanih fenolnih
jedinjenja. Velina identif i kipevmuinelerkamihessy lblino | a
obliku glikozida kvercetina, izoramnetina, miricetina, kampferola, siringetina, aromodendrina i
laricitrina. Ovi rezultati sw saglasnosti sa rezultatima koje sulppenodobili Drosou et al. (2015)

za etanol ne ekst ralGtshiehldma za enetanalne gkktrakte komine crne
sorte gr o(@nie etialz 2004) aMé [ e ot kr i veni m3®Heksozojol i m
bi o dominantno ot kr gepnir umelkes t k carkit rue ,p oska g9 acr,
375, 9N7, 27; 289, 0N5,9 mgQE/ kg S M.-30O-dukdzifae , z
(153,8+5,57 mgQE/kg SM) i kvercetBrO-ramnozid (98,6+2,85 mgQE/kg SM) je otkriven u
ekstraktug e p y kab iekestraktup o k o Peixote et al. (2018u pokazali dominantno prisustvo

laricitrin, kvercetinisir ngetin gli kozida u metanolnim eksH
komine (megavina pokogice i se#®hk&yoziidebarn
u malim kolilinagmap ir<iZridg eu kekns tnreg k tdw k menke k st r

nije identifikovan. Ovi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima kajelsili Peixoto et al. (208), za
metanolne ekstk t e p o keménkeciredvojene iz komindpk su u suprotnosti sa rezultatima

koje suprijavili Drosou etal. (2015r a et anol ni ekstrakt komine grc
glikozida (osim kverceti8-O-glukozida, kvercetin3-O-heksuronidakvercetin3-O-ramnozida),i

aglikon flavonoli poput aromodendrina i izoramnetina su po prviyooj studiji otkriveni u

fenolnim ekstraktima sorte Prokupac.

Stilbenoidi su podma klasa identifikovanih fenolnih jedinjerga potencijalnim antioksidativnim i

nutritivnim svojstvi ma, melLu kojima je resvert
oligomernim oblicima. Stilbenoidi su bili detektovaniumakmo | i | i nama u e28str ak
mg RS/kg SM), dok suuekt raktu pokogice i cele komine

kol nhma, sa sadrgajem odkg7,SM. mgMekgut $hh, i nLL b
prisustvo je bilo u ekstraktyie p u(r3 on7e, 0 mg R 3 /i &vgP% S8dvikupno Kvantfikovanih
fenohih jedinjenjag e pur iMeel u ot kr i v edimemtrimdriitétrangen resvetatrotaa ,

su bili najzastupljeniji i do sada nij e z aweulpetgodno @nalimifarinh o v o
ekstaktima sorte Prokupaénastasiadi et al. (2012) su pri j avi | i ptrans ust v ¢
resveratrola D-viniferina u metanolnom ekstrakijie p uc i mieh | belih grl kil
gro,gllai ji je ukupan sadrgaj varirao od 241 do
sadganpi feri maljemetaholivioda Bkstrinag e putrriiner az |l i | it e ¢
proizvedene u Argentini (81,2373 mg/kg SM)Ferreyra, Btini, et al., 2021)Rezultati ove studije
pokazuju da su vodeni ekstraklie pugi og@la Prokupac, izdvojeni
stilbenoida.
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Slika 4.7. Prepostavljeni

(epi)katehim,d et ekt ovani h wu

fragmentacije(a) etil-galata; (b) malvidin-3-O-heksozid(8,8)}metilmetin
ekstraktima |liofilisanih dzoraka |

putevi

U ovoj studiji je identifikovano ukupno lderivataantocijara u ekstraktima liofilisane cele komine,
pokogdgepuy ok rueskstraktu semenke ova jedinjenja nisu detektovana. MaBAOm

glukozid je najdominantnijep ot v r j€dmjange, sa shr gaj e m
250,4+6,71 mg/kg SM i 194,7+6,14 mg/kg SMzatim peonidif3-O-glukozid saadr gej em

od 600, 1N11,

o

301,0+6,49 mg/kg SM, 159,3+2,68 mg/kg $ML1,443,51 mg/kg SMredom u vodenim ekstraktima

pokogi ce,

arabinozidapelargonidin3-O-glukozida i malvidin3-O-heksozida c et al de hi da s

kol il i nama

cged peu rJkRdinjEnjanpeput icijanidiB-O-sambubiozida, cijanid#3-O-
u na

u geikaget,p aikcele leomine d45R6000d ukupno kvaiftkovanih

derivataantocijar@), apr i sust vo

OVi

h

jedinjenja

u ekstrak

Znal ajno
crnihsor t i

deiva@gtdantzipdjrej agr onal en
grogla
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autorit Ant oni ol li et al., 2015; .DMe4 @thodadanavedene, 20O
autori surezultateizraziia masss uvog ekstr akt a @jhovul cel izgaidt g ppo
derivataantocijamp r er aliun a&trialgeni h na masu s uyxbegnalogni ne,
prinosaekstraka (od 2,8% do 24,4%(Drosou et al., 2015} 16,1% (Antoniolli et al., 2015)Pored

toga treba wuzeti qur oogblzei rs oritng emri ckuu pdaac saudr g i
porelenju sm@m ®6t ba(@acega ®@lP)a Na ni zak sadrgaj
mo ge ut i c a pdstupl rpripreman ij apatize zoraka. Naime, u ovoj studiji, metanolni

ekstrakt:i komi ne gr,cegobstituisani u niliQavoda filtarankroz 0,4buns u v a
filtere i tek potom a-@rhittap M$ u raeliVagkad miag laairt jog m |
metanol/voda ili etanol/voda ekstraktomingl Ant oni ol | i et al ., 2015;

al., 2018)Peixoto et al. (2018)Amico et al. (20043uodredilin i z a k astacighnad ekjtraktima
pokagirodlkari glen 80% 2z akoje¢geprijugjeng postee fdraizvodnje a )

portugalskogi sicilijanskog crvenog vina@ a v njigowi,rezultati subili ni § i u porele
rezultatimaove studije Prisustvo antocijana u ekstrakjue p uje veroeatno posledica njihove
adsorbcijie ngepur i nom/,uetl eldj liinctaermazi vnog kontakta s.

tokom presovanjakao i kontakta sa vinom tokom procesa vindikc i | e ., u Tspitkvaniine
ekstrakti ma komi ne - aaetlikofenihdaelreinvia tkiu maanrtooicli j ana
(5% od ukupno kvantifikovanih antocijana), osim malwdin peonidin3-O-(6"-p-
kumaroil )heksozid derivat &38iR6,7t1,71 mgM3Gkg 8M g a |
ekstraktu pokogice; odnosno 44,6N1,89 i 14,9
Prisustvo ovih derivata su potvrdili i drugi autori, u etanolnim i metanolnim ekstraktima komine
g r o gottidlerello mascalese&;abernetSauvignon Terci, Mix i Agiorgitiko (Amico et al.,2004;
Drosou et al., 2015; Ribeiro et al., 201%)ored togapokazano jerisustvos peci f i | nog |
malvidin-3-O-heksozid(8,8ymetilmetine( e pi ) kat ehi na, u vodenim ek
mgM30/kg SM) i cele komine (11,77+0,32 mgM30/kg SM). Ovo jedinjenje je kompleks
(epi)katehina i malvidi¥B-O-heksozida,i nastaje tokm sazrevanjavina, reakcijom izazvanom
prisustvomacetaldehidc U o v o m , sidlekdli antocijana i flava3-oli su povezani preko etil
(metikme t i 1) grupe. U nekim radovima ovo kompl e
glukozid-etil-katehin(Zhang et al., 2020Prehodno je bilo dentifikovano samo komini cme sorte
grogla i Oliveiaetaly2PEliaije kvantifikovam. Pr edl ogeni put fr
jedinjenja je predstaviljen ndici 4.7b . Vi s ok s adenvgtaaptocijara z ékstrakiintai h
pokogice i komi ne pgtogll@nsar tovopPr skwmag i, om
upotrebu ovih jedinjenja kao prirodnih bojila ili funkcionalnih aditiva u formulaciji brojnih
prehrambenih proizvoda.

e
S

Kvalitativna i kvantitativnaanaliza fenolnih profila liofilisangermentisan&omine injenihsastavnih
konstituenata primenorHPLC-Orbitrap MS tehnike, jepokazala da su semenke najbogatije
flavan-3-olima i proantocijanidima,d a n e s a d r g)i @jihcvatdéricate Zjogtayga je uticaj

t e hni k ena profife Baman-&ola i procijanidina dalje analiziran nekstraktima tertiranih i
netretiranihnsemenk d ok j e uti c aj sugenja na sadrggaj po
pral en n a koeiesptorkagigjieqnar i ne
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Tabela4.13.Sadr gaj s v i fenoldirejedmjenfal0veanu lht at | s u i zeksrakemaliofiisane kogihek Ryokudilpjenin konstituenta
(semenk, pokogpakiomi gl en j-@rinitragy\tBPZa Gvako detektovano i kvantifikovano jedinjenje u tabeli su dodatno prikazani: retencino vreme
(tr) mol ekul ska formula, izralunata masa, nalena masa, srednje odstupanj ¢
: - Molekulska 1 zr al v Naler Semenka Pokog Gepur i Komina
tr, Min Jedinjenja formula, masa, masa, ppm (mg/kg) (mg/ka) (mg/ka) (mg/ka)
[Mi H]" [Mi H]" [Mi H]" 9’kg 9’kg 9’kg 9’kg
Hidroksibenzoeva kiselina i njeni derivati
1,90 Diheksozid galne kiselitte CioH25015 493,11989  493,12015 -0,26 22,84+0,92 3,73+0,08 4,16+0,16 9,700,258
2,04 Heksozid galne kiseline izome? 1 Ci3H15010 331,06707 331,06686 0,21 249,34+5,89 25,58+0,45 24,75+1,08 120,1+4,2%
2,52 Galna kiselina C7HsOs' 169,01425 169,01421 0,04 39,9+1,12 15,7+0,49 12,18+0,42 27,44+0,67
3,81 Heksozid galne kiseline izome? 2 Ci3H15010 331,06707 331,06674 0,33 819,5+29,8 59,48+2,72 36,11+2,0¢ 568,719,
3,86 Heksozid dihidroksibenzoeve kiselthe Ci13H1504' 315,07216  315,07208 0,08 22,96+0,98 200,77+3,32 261,46+4,68 149,31+1.56
4,33 Protokatehinska kiselifia C7HsO4' 153,01933  153,01933 0,00 1,44+0,06 2,460,183 2,34+0,13 2,88+0,2%
5,08 Heksozid hidroksibenzoeve kisellhe C13H150g' 299,07724  299,07739 -0,15 3,53+0,1% 38,11+1,4% 76,89+2,12 29,32+0,75
5,20 Galoil-HHDP-heksoza® C27H2101¢ 633,07334 633,07391 -0,57 28,63+1,84 4,32+0,38 0,53+0,05 27,28+0,4%
5,37 p-Hidroksibenzoeva kiselita C7Hs03 137,02442  137,02429 0,13 1,98+0,13 0,63+0,04 0,73+0,06 6,45+0,43
5,44 Gentizinska kiselir&a C7Hs04' 153,01933 153,01912 0,21 1,42+0,? 2,700,138 0,93+0,07 n.d.
6,81 Etil-galaP CoHoOs' 197,04555 197,04565 -0,10 345,345,658 86,26+1,60 130,346,4% 259,15+2,37
6,82 Vanilinska kiselin& CgH7O4' 167,03498 167,03479 0,19 0,64+0,04 5,16+0,27 2,03+0,06 3,98+0,22
6,84 Elaginska kiselina Cu14HsO¢' 300,99899 300,99884 0,15 14,02+0,54 11,9140,25 14,34+0,62 16,28+0,52
E 1551.51 456,85 566,74 1220,6
Hidroksicimetna kiselina i njeni derivati
4,73 Kofeoilvinskakiseling Ci13H1104' 311,04031 311,04065 -0,34 3,72+0,25 27,08+1,08 34,54+1,99 34,41+2,3
4,74 Kofeinska kiselina CoH704 179,03498 179,03508 -0,10 0,83+0,05 1,430,024 2,34+0,13 1,28+0,09
5,26 Hlorogenska kiselirfa Ci6H1709' 353,08781 353,08731 0,50 n.d. n.d. n.d. 0,62+0,03
5,77 Feruloiinskakiseling C14H1304' 325,05651 325,05670 -0,19 n.d. 22,58+1,28 13,88+0,54 12,09+0,43
6,37 p-Kumarinska kiselin&a CoH7Os' 163,04007 163,04001 0,06 n.d. 0,38+0,03 0,50+0,04 n.d.
7,02 Ferulinska kiselin& C1oHoO4' 193,05063  193,05043 0,20 n.d. 4,15+0,18 n.d. n.d.
E 4,54 55,62 51,26 48,39
Flavan-3-oli i procijanidini
3,10 B tip procijanidin trimer izomer9 Ca4sH37018 865,19854 865,19922 -0,68 99,21+3,44 n.d. 2,16+0,17 4,51+0,39
3,66 B tip procijanidin trimer izomer® CasH37018 865,19854  865,20007 -1,53 114,43+5,88 0,18+0,0% 5,38+0,29 12,11+0,44
4,90 B tip procijanidin dimer izomerdl CsoH25017 577,13515 577,13562 -0,47 295,98+11,31 2,80+0,20 52,94+1,84 49,28+1,59
5,25 B tip procijanidin trimer izomer® CasH37018 865,19854  865,20026 -1,72 90,14+3,2 0,03+0,004 4,92+0,19 6,19+0,27
5,35 Katehirt Ci5H1306' 289,07176  289,07208 -0,32 159,745,683 1,71+0,10 25,9+1,13 27,85+1,52
5,57 B tip procijanidin dimer izomer® C30H25012' 577,13515 577,13566 -0,51 188,98+7,48 0,61+0,04 1,65+0,1% 24,61+1,04
5,82 B tip procijanidin dimer galat izomef 1 Ca7H29016 729,14611 729,14685 -0,74 120,61+4,17 0,59+0,03 7,82+0,35 24,54+1,4%
5,83 Epikatehirf Ci1sH130¢' 289,07176  289,07184 -0,08 114,02+5,38 0,98+0,04 1,75+0,08 21,38+0,58
5,85 B tip procijanidin trimer izomer% CasHz7Ong 865,19854  865,19989 -1,35 40,82+1,93 0,20+0,02 1,22+0,025 3,46+0,28
6,08 B tip procijanidin dimer galat izomef' 2 Cs7H29016 729,14611  729,14679 -0,68 95,82+3,8 0,60+0,024 4,49+0,38 15,3+0,63
6,47 B tip procijanidin dimer digalat izomef 1 CaaH33020 881,15707 881,15826 -1,19 19,51+0,7%2 n.d. 0,71+0,05 3,73+0,15
nastavak
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6,79 (epi)Katehin galdt C22H17010 441,08272 441,08356 -0,84 72,46+2,22 0,71+0,0238 2,36+0,F 14,54+0,4%
7,40 B tip procijanidin dimer digalatizomef2  CaaH3302d 881,15707 881,15826 -1,19 2,250,183 n.d. n.d. 0,38+0,02
E 1413,98 8,42 111,3 207,86
Flavonol aglikoni i glikozidi
5,89 Aromadendrir7-O-heksozid Co1H21011' 449,10894  449,10947 -0,53 n.d. 19,47+0,46 5,36+0,37 4,07+0,27
5,93 Kvercetin3,7-di-O-heksozid CorH29017 625,14102 625,14172 -0,70 0,68+0,08 66,91+1,92 23,95+1,0% 13,58+0,25
6,22 Miricetin-3-O- heksozid C21H19013 479,08311 479,08374 -0,63 n.d. n.d. 1,54+0,08 0,39+0,02
6,42 Kvercetin3-O-rutinozidt C27H29016 609,14611 609,14575 0,36 n.d. 38,59+1 47 14,61+0,72 10,97+0,42
6,70 Laricitrin-3-O- heksozid C2oH21017 493,09876  493,09879 -0,03 0,74+0,04 649,5+7,94 375,94+7,2% 288,97+5,09
6,72 Kvercetin3-O-heksuronid CoiH17014' 477,06692 477,06793 -1,01 0,53+0,04 41+1,88 25,10+0,9% 13,97+0,4%
6,74 Kvercetin3-O-glukozid* Co1H19017' 463,08820 463,08920 -1,00 0,11+0,0% 14,68+0,98 6,78+0,49 3,90+0,23
7,05 Kvercetin3-O-ramnozid C21H19011' 447,09329  447,09357 -0,28 3,36+0,14 98,62+2,88 37,62+1,09 31,29+1,52
7,12 Siringetin3-O- heksozid CoaH23013 507,11441 507,11493 -0,52 0,12+0,0% 15,48+0,93 7,1+0,1% 4,15+0,15
7,15 Kampferot3-O-glukozid? C21H19011' 447,09329  447,09406 -0,77 0,30+0,02 27,57+1,68 9,29+0,38 7,75+0,29
7,26 Izoramnetin3-O-glukozid* C2oH21017 477,10385 477,10461 -0,76 2,91+0,14 58,75+3,2 153,845,57 11,76%0,20
7,32 Izoramnetin3-O-heksuronid Co2H19013 491,08311 491,08371 -0,60 n.d. 5,38+0,238 8,860,642 3,29+0,18
7,98 Aromadendrifi C1501106' 287,05611 287,05606 0,05 5,35+0,17 224,89+ 7 101,5+4,6% 33,79+1,18
8,79 Kvercetirt C1sHoO7' 301,03537 301,03500 0,37 0,14+0,014 8,86+0,54 2,81+0,16 1,94+0,06
9,73 Kampferof C1sHgO6' 285,04046  285,04019 0,27 9,08+0,2¢ 20,82+0,83 11,78+0,30 10,73+0,39
9,95 Izoramnetif CieH1107 315,05103 315,05078 0,25 9,08+0,25 20,82+0,26 11,78+0,89 10,73+0,04
3 32,39 1311,33 797,8 451,29
Stilbenoidi
6,62 Resveratrdl C14H1105' 227,07137 227,07121 0,16 n.d. 0,58+0,03 3,08+0,1% 0,66+0,04
7,35 ResveratreB-O-glukozid CooH210¢' 389,12419 389,12463 -0,44 n.d. n.d. 2,36x0,14 0,23+0,014
8,97 Resveratrol dimer izomef 1 C2gH2106' 453,13436  453,13486 -0,50 n.d. 4,82+0,16 29,38+1,54 6,27+0,17
8,39 Resveratrol tetramer izome' 1 CseH41012 905,26035 905,26105 -0,70 1,01+0,048 13,57+0,38 88,08+2,64 32,24+1,4%
8,64 Resveratrol tetramer izome' 2 CseH41012 905,26035 905,26080 -0,45 1,79+0,1d 26,66+1,79 160,7+7,13 53,04+1,5%
9,17 Resveratrol dimer izomef 2 CogH2106' 453,13436  453,13455 -0,19 n.d. 4,63+0,37 33,66+1,99 4,07+0,18
9,24 Resveratrol trimer izomer 1 Ca2H310d' 679,19736 679,19653 0,83 n.d. 5,54+0,4 49,15+1,58 10,34+0,58
9,55 Resveratrol trime¢ k a-winifeldn) f Ca2H2904d' 677,18171 677,18140 0,31 n.d. 0,69+0,04 17,08+1,12 2,18+0,14
9,72 Resveratrol trimer izomer 2 Ca2H310d' 679,19736 679,19696 0,40 n.d. 1,21+0,06 13,50+0,258 1,96+0,08
E 2,8 57,7 396,97 110,99
Antocijani
4,64 Delfinidin-3-O-glukozid? C21H21012* 465,10275 465,09958 3,17 n.d. 92,8+2,57 16,71+0,56 44.53+2 1%
4,65 Malvidin-3,5-di-O-glukozid? C29H35017" 655,18688 655,18213 4,75 n.d. 0,50+0,02 n.d. 0,36+0,02
4,78 Cijanidin-3-O-glukozid? C21H21011* 449,10784  449,10425 3,59 n.d. 17,29+0,83 13,03+0,88 9,04+0,26
4,82 Cijanidin-3-O-sambubiozid C26H29015" 581,15010 581,14541 4,69 n.d. 0,59+0,04 0,46+0,08 n.d.
5,04 Cijanidin-3-O-arabinozid C20H19010" 419,09727 419,09308 4,19 n.d. 0,55+0,03 4,80+0,17 n.d.
5,07 Petunidin3-O-heksozid C22H23012" 479,11840 479,11465 3,75 n.d. 114,856,112 n.d. 42,234,88
5,15 Pelargonidin3-O-glukozic® C21H21010" 433,11292 433,10864 4,28 n.d. n.d. n.d. 0,2440,02
5,42 Peonidin3-O-glukozid? C22H23011* 463,12349  463,12054 2,95 n.d. 300,966,4% 111,448,552 159,32,68
nastavak
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nastavak

5,47 Malvidin-3-O-glukozid? C23H25012" 493,13405 493,13107 2,98 n.d. 600,13+11,09 194,68+6,14 250,44+6,7%
5,97 Malvidin-3-O-heksozidacetaldehiél Ca2sH25012" 517,13405 517,13007 3,98 n.d. 12,786,812 n.d. 4,030,084
6,24 ?:'e?)'l‘)’l'(‘ife FO-neksozid(® Bymetimetine  cou0ie  800,22874 80922378 4,96 n.d. 4,05:0,19 n.d. 11,7790,32
6,30 Peonidin3-0O-(6"-acetil)heksozi C24H25012" 505,13405 505,13010 3,95 n.d. 0,9610,04 n.d. 0,2040,01°
6,32 Malvidin-3-O-(6"-acetil)heksozidl CasH27013" 535,14462 535,14136 3,26 n.d. 4,3540,23 n.d. 1,1640,07
6,44 Delfinidin-3-O-(6"-p-kumaroil) heksozi#l CaoH27014" 611,13953 611,13483 4,70 n.d. 5,410,212 n.d. 3,224,168
6,67 Malvidin-3-O-(6"-kofeoil)heksozid Caz2H31015" 655,16575 655,16095 4,80 n.d. 8,2440,3% n.d. 2,8910,18
6,73 Petunidin3-O-(6"-p-kumaroil) heksoziél C31H29014" 625,15518 625,15045 4,73 n.d. 12,0340,35 n.d. 5,2940,30°
7,03 Peonidin3-0O-(6"-p-kumaroil) heksoziéi C31H29013" 609,16027 609,15723 3,04 n.d. 26,694,717 n.d. 14,979,73
7,10 Malvidin-3-O-(6"-p-kumaroil) heksoziéi Cs2H31014" 639,17083 639,16595 4,88 n.d. 102,094,38 n.d. 44,564,89

E n.d. 1303,6 341,3 594,7

F F 3005,23 3193,5 2265,3 2633,8

Vrednosti su dobijeni iz tri nezavisna merenja (n=3) i prikazane kao srednje vrednosti +standardna devijacija. Vredsiastikojg nal ene sa i stim slovom u i st otesturpesdy. Orbi su s

Skr al en i-mjedeektovanfl edd ifinj enja kvantifikovana koriglienjem do sn1|gLel«;yivalemip-hﬁirtolaihedzmeveikixeliﬁeﬂoteidskerkiseﬂir&kaaehirlé,vk\aercetimgn‘ i kovan:
resveratrol§ malvidin-3-O-glukozic? po kg SM uzorka*Galoil-HHDP-heksoza galoil -heksaldroksidifenil kiselinaheksoi.
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42.1.3.UHPLCOr bi trap MS karakterizacija i kvanti fi
komini Prokupca

Antoci jani [ njihovi derivat:i u edgesp uRadkup@ ma n
su identifikovani (Tabela P3) i kvantifikovanpgdaci za kvantifikacijuTabela P4k or i gl enj e
UHPLC Orbitrap M$ i prikazanisuu Tabeli 4.14. Podaciazprofile antocijana i njihovih derivata
liofiisanihnsemenkpr euzeti su iz tabele 4.13 radi | akge
antocijana Jje bio najvigi u geekpsutrribhigaf u tmiam)] i oV o
sl ul asjvikhodpoj edi nal no kvanti f i koB&®glukbzidgriboci j
naj vi gi u netretirano] ( 7-®3@-gluRozid u liofiksdnbj,(3BHI6 Mg / k ¢
159,3 mg/kg SM), a delfinidi#3-O-glukozid (124,17 mg/kg SM) petunidin3-O-heksozid (137,37

mg/ kg SM) u sugenoj p o k o ¢ ip&umarail /derivati anfoaijama sui . /
potvrLeni u znalajnim kolilinama samo u ekst
dehidracije ova jedinjenja verovatnod at no koncentri sana i omogul
Najzastupljeniji kvantifikovan derivat je bio malvidgiO-(6"-p-k umar oi | ) heksozi d s
108,691 11,91 mg/kgSMuekstrakiv sugene pokogi ce i komi ne, od
SM u ekstraktu istih ali liofilisanih uzorka; zatim slede peoni&i@®-(6"-p-kumaroil)heksozid i
malvidin-3-O-(6"-kofeoil)heksozid. Pthodno identifikovae derivate antocijana su otkrilitic et

al. (2012), analizirajuli ekstrakt grogla wupravo so
domi nant an s é3®iylgkazida, kaa li wjegdvih nacetili p-kumaroil derivata u
ekstraktima fermentisane komine Merlota, Syrah i Cabernet Sauddhorgua et al., 2016)

Znal ajne k o |-3-O-heksczidacetaldehida dsu rkvantifikovane u ekstraktima svih
analiziranih wuzoraka, a najvige u ekstraktu n
su enmail samo u nekim ekstraktima u malim kol il
formiraju tokom procesa vinifikacije, kroz reakcije slobodnih antocijana i sporednih proizvoda koji

su nastali delovanjem kvasaca (acetaldehid p i r cagiseling (da Freitas & Mateus, 2011;

Gukovil et galo. do2i@2mp potvrlLuje |injenica da
nefermentisane komine Prokupca (Tabela 4.10). Pored toga, bimajg !l asi t i da | e
sadrgaj ukupni h derivata antocijana pronalen
fermentacije (~20 puta), u porelenju sa ekstr
(Tabela 4.10). Ovo je verovatlob o g kori gl enja razlilitog ekst
pojedinalnih antocijana tokom procesa vinifik
(vinu) i povel anog oslobalanja antocijana iz
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Tabela4.14.Sadg a |

svih

detektovani h

antocijana

( r e z udpltmavazduhosrdiofilisanim &ajnaama Prokupeey / k g

posl e fermentaciije, kao i ¢e pikyoirhiogvliem jKeditrapiNtBPZaGyakdletekiavang idkartifikovano jedinjenje u tabeli
su dodatno prikazani: retencinovremg ({ mol ekul ska formul a, izralunata masa, nalena masa, ST
- - o I,
th, Jedinjenja Bez--tretmanail | Sug e.n je top I in L|9f|||zaC|ja .
min pokold gepur komind poko? gepr komn& poko3§ gep Fr komingd
Malvidin derivati
4,65 Malvidin-3,5-di-O-glukozid? n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,5¢ n.d. 0,3@
5,47 Malvidin-3-O-glukozic? 703,924 134,444 245,35A 434,428 129,524 118,928 600,13 194,688 250,444
5,97 Malvidin-3-O-heksozidacetaldehibl 38,644 6,25A 11,82A 23,748 6,08A 3,208 12,78C n.d. 4,038
6,03 Malvidin-3-O-heksozidpiruvaf n.d. n.d. n.d. 9,36 1,11 n.d. n.d. n.d.
6,24 Malvidin-3-O-heksozid(8,8)-metilmetine(epi)katehifi n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 4,053 n.d. 11,77
6,32 Malvidin-3-O-(6"-acetil)heksozibl n.d. n.d. n.d 3,09 n.d. n.d. 4,358 n.d. 1,18
6,67 Malvidin-3-O-(6"-kofeoil) heksozid n.d. n.d. n.d. 23,484 0,9 1,704 8,248 n.d. 2,898
6,98 Malvidin-3-O-(6"-p-kumaroil) heksoziehcetaldehid n.d. n.d. n.d. 4,19 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
7,10 Malvidin-3-0-(6"-p-kumaroil) heksozi®l n.d. n.d. n.d. 108,694 10,89 11,9PA 102,09-A n.d. 44 568
E 742,6 (78,9) 140,479,8) 257,2(74,9)| 606,960,5) 148,574,5) 135,462,0) | 732,156,2) 194,457,0) 315,353,0)
Peonidin derivati
5,42 Peonidin3-O-glukozid? 106,424 27,1pA 52,234 66,958 20,794 20,928 300,96-¢ 111,448 159,3¢
5,91 Peonidin3-O-heksozidacetoh 6,63 n.d. n.d. 6,084 1,18 n.d. n.d. n.d. n.d.
6,30 Peonidin3-O-(6"-acetil)heksozitl n.d. n.d. n.d. 0,63 n.d. n.d. 0,968 n.d. 0,20
7,03 Peonidin3-0-(6"-p-kumaroil) heksozi#l n.d. n.d. n.d. 31,2»A 3,7 3,94 A 26,698 n.d. 14,978
E 113,1 27,1 52,2 104,9 25,7 24,9 328,6 1114 1745
Delfinidin, petunidin, cijanidin i pelargonidin derivati
4,64 Delfinidin-3-O-glukozid? 22,494 3,784 9,434 124,178 9,584 25,698 92,8.C 16,7P8 44,53
6,44 Delfinidin-3-O-(6"-p-kumaroil) heksoziti n.d. n.d. n.d. 11,424 0,46 1,714 5,4128 n.d. 3,208
5,07 Petunidin3-O-heksozid 63,544 4,784 24,334 137,358 14,434 29,664 114,8¢€ n.d. 42,238
6,73 Petunidin3-O-(6"-p-kumaroikvh n) heksozid n.d. n.d. n.d. 17,56A 0,79 1,264 12,03+ n.d. 5,298
4,78 Cijanidin-3-O-glukozid* n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 17,29 13,03 9,04
4,82 Cijanidin-3-O-sambubiozié n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,5% 0,40 n.d.
5,04 Cijanidin-3-O-arabinozid n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,55 4,80 n.d.
5,15 Pelargonidir3-O-glukozic? n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,24
E 86,0 8,6 33,8 290,5 25,3 58,3 2429 35,1 105,0
ZE B 941,64 176,37 343,16 1002,4 199,45 218,9 1303,62 341,25 594,67
Prikazane vrednosti u tabeli su srednje vrednosti d c\aki koestuent konzine pasebndyfeepzuar vi pneck caglimee ake mmian a()n,= 39 . v eMail kaa s
por el enjusvakag trethand(ez tr et mana, sugleingfei Itiopddim a)a.zdRiedoIim liita sl ov@ubk dastap<@lba.j uS ksrt alt enieidatektdvanNapomaeda:ai) ne r a
nakon ekstrakcije 80% metanolom+0,1%HCI, svi uzorci su uparavasivdoi rekonstituisani u miliQvod® edi nj enj a kvanti fi kovana kori glenjem dostupnih standa

malvidin3—0—g|ukozid§’ po kg SM uzorkaFrakcije su odmah ekstrahovane @hetmana)?Fr ak ci j e
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4.2.1.4. UHPLC Orbitrap MS karakterizacija i kvantifikacija flavan3-ola i procijanidina u

netretiranoj I s Brgkepamj s emenki komi ne

Sadr gaf3ofi avaprocijanidini u ekstraktima netr
prikazan je u tabela 4.1(tdentifikacija Tabela P3podaci zakvantifikaciju, Tabela P4)Podaci za

s adr ¢ a43-olafilpaocijamidina uliofilisanoj semenkipreu z e t i su i1z tabele
porelenja.

U ekstraktu I|liofilisane semenke je pronalen
flavan-3-ola (273,76 mg/kg SM), B tip procijanidin izomera (829,57 mg/kg SM) i procijanidin galat
izomg a (310,66 mg/ kg SM), dok je njihov sadrga
naj manje u ekstraktima semenki sugeni h-3adiV. TG
naj verovatnije poli meri zuju u nea har fitenmd pré& ul s Kk

hromatografske anali ze. Predhodne studije su
monomernih flavaiB-ola, kao i procijanidin dimer, trimer i galat izomgraGoLevac et al
Zduni | et al ., 2019)

Tabela 4.15Pord. e nj e s ad3-ajlag ai fpraovainj ani di na (i zrageni u
toplim vazduhomi liofilisanim semenkama, koje su izdvojene iz komine Prokupca posle fermentacije,
kori gl enj-erbitapM® L C

Flavan-3-oli i procijanidini Semenka
v ' procijanicini Beztretmana S u g eTW| Liofilizacija
Monomerni flavan3-oli
Katehirf 104,29+9,54 39,38+3,09 159,74+5,68
Epikatehirt 89,70+4,65 35,2843,48 114,02+5,38
72 194,00 (24,2%) 74,66 (26,6%) 273,76 (19,4%)
B tip procijanidin izomeri
B tip procijanidin dimer izomer°1 132,85+8,45 48,03+2,34 295,98+11,31
B tip procijanidin dimer izomer?2 33,94+1,0% 11,81+0,58 188,98+7,48
B tip procijanidin dimer izomer3 110,25+0,45 41,10+1,49 n.d.
B tip procijanidin trimer izomer®L 90,61+2,19 23,79+2,34 99,21+3,44
B tip procijanidin trimer izomer2 44,05+4,74 6,26+0,32 114,43+5,88
B tip procijanidin trimer izomer3 n.d. n.d. 90,14+3,1
B tip procijanidin trimer izomer® n.d. n.d. 40,82+1,93
72 411,71 (51,4%) 131,00(46,7%) 829,57 (58,7%)
Procijanidin galat izomeri
(epi)Katehin galdt 37,30+4,70 20,24+2,64 72,46+2,22
B tip procijanidin dimer galat izomeP 1 54,17+2,73 18,11+2,00 120,61+4,17
B tip procijanidin dimer galatizomeP2  102,26+4,76 35,28+3,38 95,82+3,8
B tip procijanidin dimer digalat izomeP1  2,15+0,13 1,03+0,04 19,51+0,7¢
B tip procijanidin dimer digalat izomef 2 n.d. n.d. 2,25+0,18
4 195,88 (24,4%) 74,65 (26,6%) 310,66 (22,0%)
E B 801,58 280,3% 1413,98

Vrednosti su dobijeni iz tri nezavisna merenja (n=3) i prikazane kao srednje vrednosti tstandardna devijacija. Vredeosti kgjez nal ene s a |
slovom u istom redu ni su testtaprR O DEIBK r @ h enijéaddektovary ag U § esiutgee nf) ¥ee mao p | i
vazduhom® edi nj enja kvantifikovana korigienjem dosmgLelp/inaiIehtikamhinﬁpod(gl?oNda; Jed
uzorka.

4.22.Sadrugupnih i s p e c i Klasd fenolrih jedinjenja u netretiranoj i
Prokupcai njenim konstituertima

Rezultat.i spektrof ot omet rs g esckiofgfehamd rijeslibijerjasssng a
prikazaninaSlici 4.8a,b,c,dN a j  ia @ iuluanijh fenolnih jednjenjaje po t v r Ekstraktima
netretiranih uzoraka, zatim u ekstraktima liofilisanih uzorakayajmanji uekstraktimauzoraka
sughdW,i i to sl sechenk komirar e pl @ding € p wBlikad &).Vodeni ekstrakt
netretiranesemenke komine suimalinaj vi gi b@PCst ati st inekliu znna |naa
(5601,46+142,8 i 58360+:1044 mg(GAE)/100g SM) a zatim ekstraktinetretiraneg e puir i ne

p o k o §likacA8a). Ako se posmatra sa aspekta primenjenog tretmana, ekstrakti liofilisane komine,
poko@iepeasii niemdPd wuvi gor el en jkampkraentarhiszorakas lkutgiema h
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TV. Izuzetak su esktraki e menke gde ni je bil <099. ddabiesi TARC| k i .

rezultatisuuglavnombili u opseguezultata koje sdobilid r ugi aut or i, i spituju
i acetonske ekstrakte k dReriietal, 2020,eKymet al.k2014;iRibgro k o ¢
etal., 2015; Rockenbach et al., 2012; Tseng & Zhao,2P12nt el i | ,etsualodr (€20 16)

v i TPCuvodenom ekstraktsemeie Prokupcg10125 mgGAE)/100gSM)aliz na |l ajTR®@ ni ¢
u ekstraktup o k @ igte sortg1232 mgGAE)/100g SM) Leal et al. (2020%udobiliz nal aj no v
TPCzaekstrateg e p ulrd Inieh s or ti gr og L a-12809 mgGAL)/A00QUSMP or t u

S a d rugumnih flavonoida u ekstraktima semenki je bio apseguod 1713,315,8 (netretirana
semenka) do 1237,2+23,3 (@F)/100g SM(liofilisanasemenkajt o j e znal aj no mar
sa TFC vrednostima koje swodredili Ivanova et al. (2011ya ekstrakeé semenki (48666960
mg(CE)/100g SM)I et i r i s or t e enpt, Snpdesevkd CHardammay)Dobijee TFC
vrednosti zaekstrake netretirane, liofilisane i TV s u g &ommme su bile redom 1492,9+91,5;
1447,0£23,8 1 922,1+33,3 n(QE)/100g SM.Ove vrednosti su bila opseguezultatakoje sudobili

drugi autori, za metanolne ekstrakte komina | ¢
Mix i Terci) (Ribeiroetal.,, 2015z a acet onske ekstraktge olgiLaf iMeird
i Pino Noir(Tseng & Zhao, 2012kao iza metanolneé t anol ne ekstrakte kom
Sauvignon i Merlotz Srbije( Pi nt al .€EC za ékstraktg 2 @ lufg Yyarimaeod 963,6+30,5

do 416,3+24,05 m@E)/100g SM zavisno od tretman®ve vrednostisa nal aj no ni ge u
sa rezultatima koje sipbili Leal et al. (2020)Dobijene TFCvrednosti zakstrakep o k @gpinisu
statistil ki z n a | arednosti dobgerilzdekswaktia) le @ u d EC rz&E ¢k<Irakte
netretirane, liofilisane TV sugene pokogi:c868,2&l056h6:+158& i 42%8d16,e
mg(CE)/100g SM Ove vrednosti su wpsegu vrednosti koje surethodno dobililvanova et al.

(2011)

Rezultatizes adr g aj uk upni hsupledit iatintrenol kao JTFC mezudtati (Stka 4.8d).

Naj vi gi sadr gaj ukupni h proantocijaniiRZdha | €
mg(PA)/100g SM) i cele komine (56942131,3 m@gPA)/ 1 00 g S M)PAC uSekstrakina |
S u g @\nielioflisanes emenke se nije statistilKki znal ajr

rezultatima hromatografske kvant iTVn&laen jz2nalga
manji sadrgaj poj e3dlnaliniphr ac iujkaurpinadititendehcg@®nam s e
procijanidina da intenzivnije polimerizuju u

hromatografsku kvantifikaciju al i ne sprel a\
ukupnih proantocijanidina je bio najmanjiu ekkttai ma p o k o-A47¢ angPA)AL@0G IM) 8
igepuBlneas26,6 mgeA)) 100g S M) , bez tatistil ki znall

Il i of il i s ageep wroilmweyi cezul tati s
Putnik et al. (2016 a opti mi zovane ekst
Merlota (6841610 mdCE)/100g SM).

Sadr gaj u k ugonihi ahtociems em ni j e znalajno razlikov
netretirane i l i ofilisane pokogice (279, 02N1
netretirane | l iofilisane komine (133,76N4, 6
ekstraktma semenki g e p unije detektovan primenjenom metodom (Slika 4.8c). Ekstrakti TV
sugeni h pokogica i komine su i mal.@ znal ajno
degradacije ant ofTseng & Zreo, 20d2BRezutatsovegstudijguau skladu sa
podaci ma dobijenim za metanol ne ekst(Rizeikotee k on
al., 2015; Rockenbach etal.,2012) vr ednosti ma za etanolne ekstr
komine grogla po(Keétalo2014)iMAC virednasti dobigre @ ovoj studiji su
vige u porelenju sa MAC vrednostiilmas ahmebiij elnV
komine i pokogi c €Tsedep& Zham,t2@12)i Pi no Noi r a

Il ni i 1i vig

o
S
u sl

rakte dobijene i
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Slika 48. Sadr ¢ aj fenkib edinjehja( a) ; Sadr gaj ukupni h flavonoida (
antocijana (c); Sadr gaj ukupni h proantocijanidina (d);

konstituenata: semeink p oik @& p icRPodani su prikazani kao shgje vrednosti+standardna devijacija (n=3). Mala

sl ova oznal avaj u tiuentlotieerppsebnoz(semenigaa [k i p ik ko a ¢gdela komina), a velika

sl ova oznal avajuakpogeten] manaokhbher vaizdlmwminamd ,j | szgenja)t
slova oznalavaju statTaketdsthp<0@nal Skmneal e-pijedetchitosan; [OAE Ma fi
galna kiselina; Ckkatehin; PAprocijanidin; M3Gmalvidin-3-glukozid. Napomena: nakon ekstrakcije 80%
metanolom+0,1%HCI, svi uzorci su uparavani do suekonstituisani u milliQ vodi.

4.2.3. Antioksidativha svojstva vodenih ekstrakata liofilisanih uzoraka komine i njenih
konstituenata

Kako su se wuzorci l' i of i lisane slkamigfiavare3mla k a z a |
pro(antgcijanidina i antocijanaodr elLeni m Lathjf M8 ©oOdhelkvanje ant
svojstva fermentisane komine Prokupca i njenih konstituenata odabrani su liofilisani Reputiati
antioksidatiwih svojstavaza ekstrate liofilisanih uzorka komine i njenih konstituenata (semenka,
pokog§ e pu,risuprikazani na Slici 4.9a,b,c,d. Dobijene vrednostz a redukuj ul u
ekstrakata komi ng e pssubleudpsegnod @lode @jadinia absorbancije
merene na 7 Opfikazanmaglia 4.8a.G\Ngjw ayjednostin a j potehdjaldareduluje
Fe** jone je imacekstrakt semenke, 0,279+0,0@i1zatim ekstraktp o k o § ie @ e@icealekamine,
| ije se vrednosti ni s <G0blatKesrntel &kdai ama | an lnioz a
pozitivnu korelacijui z merleud u k u j uilsea d amukhaphih flavar3-ola i procijanidina
(r=0,94); kaoiznal aj nu n e gua tzimeneud kkou jeud aec mmipabyih derivata
hidroksicimetnekiseline (=-0,94,0 d r e IUERLC-@rbitrap MS analizom(Tabela 4.16)Glilgin
(2012) je prehodnosugerisa da antioksidativna aktivnogenolnih jedinjenjazavisi od njihovog
stepena hidroksilacije i konjugacijBored togaKy et al. (2014)su pokazalipozitivhu korelaciju
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i zmelu sadr gaja ukupni h pizetagoinih ekstrakdta sermaenki&@o n o me
izdvojenei z komine grogla i nji Hjonee sposobnosti da

Ka o gpredstayljenma Slici 49b, ekstrakti semenke i cele komine itlom pokazalidobru
aktivnostsakupljanjaABTSATadikala918,712,67i878,6¢13,37 WA/ML,bez statistil ki
razlike(p<0,05.Vr ednosti dobi j en ej ezpauhie kasso 5 kntage. @lavk 0 g i
razlogover az |l i ke s u b i luesastaaureksirahovanih fenolnih jsdmjepjaag asie mo ¢
prepostaviti da su pravo procijanidini i fenolne kiseline doprinele ovoj aktivnosti.
Spektrof ot oma ukupmjfeadina jedmnjenja@=0D,88) ukupni flavonoidi (=0,95) i

ukupni proantocijanidinir€0,99), kao i UHPLGOrbitrapMSodr elLene ukupne f enc
bileu | ako]j pozitivno jsakkpbanjaABTeS%*ria(jikala 7 akstraktetkomine.o g [
Gtavige, |jako]j pozitivnojsa&oawdmcadntii akksuipda thi
naj vi ge s u dpdidroksiberzbeve kidetine50,973, terivati galne kiselineg£0,97) i

etil-galat (=0,95)(Tabela 4.16)Nekoliko predhodnih studija je pokazalozutivan uticaj ukupnih
fenolnihjedinjenja / i | i s p efenolnihijedimenjdz etinbl@ibsi wodenih ekstrakata semenke

i cele komineu sakupljanjuABTSA ‘radikala(GonzalezParamas et al. 0D4; Ky et al., 2014)

U ovoj studiiji ja[HDPHf\metodag deodr e h@bmatim!tlaajzmja@lé@i

radi kal a, koja je bazirana na pralenju vreme
semenke, gpeqakjnejﬁa]mc(i?léradikalima(Cheng etal., 2006DPPI—FRDSC teskoristi

povrginu ispod krive za odrelivanje kapaciter
termodi nami | ki aspekt reakcije i zmelLu radikal
test razvijen i pot finousitmjenihlsenerkidChaedonpay nPinet koi sortea k a
grogla. R e’ RD3Cttestesiu [pPOKH z al i znalajno velu akt
komine i semenke, u por gk p n(Bliocid.gca Dobijere vredadstisu ma

bile uopsegu od 0,55 do 0,92mol TE/g SM. Ove vrednosti su biliporedi\e sa rezultatima DPPH
testakoje su préhodno dobiliCheng et al. (2006a acetonske ekstrakte semenki Chardoranay

Pinot noira, kao iLiu et al. (2016z a met anol ne ekstrakte pokogi c
Rezultati DPPH'RDSC testasu bili u jakoj pozitivnoj korelaciji savrednostimaABTS *testa

i spitivani h ekst subiiajakoj pozitivnd) kofelac)ji sa speatiofotdinestrijski

odr eleme dnn o st i makupnitafensirshdedigjenjp, ukupri flavonoidai ukupnh
proantocijanidina re1,00; r=0,98; r=0,97), kao i UHPLGOrbitrap MS odr el eni m uku
fenolnim kiselinama i njihovim derivatima=0,95), ukupnim derivatima galne kiseline=0,93) i
etil-galatom (=0,93) (Tabela 4.16). U ovoj disertacpjrvipu t | e DRPH BDIS@testza uzorke

iz komine grogla.

Sposobnost uklanjanja vodorplkeroksidaHPS)] e odr el en visoko osetl ji
metodom, merenjem vrednosti pika luminiscencije koji je generisan u reakciji luminola i vodonik
peroksida u prisustvu/odsustvu vodenih ekstrakata komine i njenih konstituenata. HPS aktivnost
ekstrakatgeizmgena kao koncentracija ekstrakta koja
s me @dnosno kao Efg vrednosti (Slika 4.9d). Svi ispitivani ekstrakti poseduju sposobnost
uklanjanja HO.. Ekstrakt semenke je posedovao minimalnusge@ednost (345,5+23, ug

TPC/ mL) , pokazujuli naPvelii kapakapati ukt apbe
razlike),o d r ejd za nodeni ekstrakt komine (B&S381,5£21,6 ugrPC/mL). Ekstraktig e pur i n e
(ECs50=888,7+39,8 ug PC/ mL ) i poeBAOBLRBR.e @l P(CEGnL) su i mal i zr
kapacitet uklanjanja vodonig e r o k si d a (njihove vrednosti se

u porelenju sa ekstraktima semenke I komine.
sadr gaj e m Inihedipjenja, bkugnié flewonoida i ukupnih proantocijanidira-0,98 r=-

0,95 r=-0,99, ukupnim fenolnim kiselinama i njihovim derivatimes ¢0,97), ukupnim derivatima
hidroksibenzoeve kiseline<-0,97), ukupnim derivatima galne kiseline=(0,96) i etil-galatom (=-

0,99 , ] e samo potvrdila vel dokazanu vi soku
jedinjenja/klasa fenolnih jedinjenja iz testiranih ekstrakata komine premaﬁRBHSA tadikalima

(Tabela 4.16).
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Slika 4.9. Antioksidativna svojstva ekstrakata liofilisanih uzoraka komine i njenih konstituenata: sememkoik o g i ¢
g e p u Bpbsobnost redukcije F¢ ona ( r e d u&);Bposcbrest sakupljanja ABTS8adikala(b); Relativha
sposobnost sakupljanja DPPHdikalai DPPH'RDSC (c); Sposobnost uklanjanja vodonik peroksi##PS aktivnost

(d). Podaci su prikazani kao srednje vrednosti+standardna devijacija =3, s i mb o | pokazuje st
razliku izmedju uzoraka za svaki antioksidativni testgimoZaposthod s pi ti vanj e statistil ke
T u k etgsta $<0,05. Napomena: nakon ekstrakcije 80% metanolom+0,1%HCI, svi uzorci su uparavani do suva i
rekonstitui sani u  mienulantid@sidativnihisvojstav&k. o r i g1 e ni za proc

42. 4 . Citotoksilna svojstva i [ elijska antiok
komine i njenih konstituenata

Pre ispitivanja Ilelijske antioksidativne akt
vodenih ekstrakata kominesnen ke, QpepongCace® [ el ijama. U tu sv
MTT kolorimetrijskitesto6 d r e dj i velimijeel ipjrae gnnav osnovu kol iline
soli u metabol i |aketultad $utikazamiria®ici #.104. Iz jobijemén podatakse

moge wuol| i tkordiagladrddeadme®n | eopsegkios 0,01adk 4% ~@,66-66umg

TPC mL) , nije imalo stati snaiChck2 Izenlailjasikaonj cliitroit

razbl agenja su skdrtiiguiaemfe Zaeldglsijkee anti oksi dat

Rezultati testa | el ii{CAA supikazdninaSkcis4il@h.adltovoystudiji, a k t i
ECsovr ednostppeveopmgrza ekstr amklPpndRqggigee® (6 u4d
sarezultatima koje sdobiliWolfeand Liu (2007) za acet onske ekstrakte
nisu utvrleni skat i gdzezhvisiantiaksidativra gfekti. Ovi rezutati bi se

mogli objasniti promenljivim sastavorenolnih jedinjenjar az |l i | i ti h ekstrakat
konstituenata (§gemenkakia op ogktood i < &betnd.1Beekstraktd e t i
pokogice je bogat kvercetinom, kampferol om i
ispitivanim ekstraktima u ovoj stlui j i . Stoga, moge se rel. da | e

antocijana u ekstr akt iCAifaa kptoi kvongoisctei ,n agjtvoi ¢jee dpoopt
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analizom. Gtavige, korelaciona anal i zveednosi ot k.
i spektrof ot omatdnrugimpgihernonomermiheatitecijpnat),90); kao i UHPLC-

Orbitrap M3 odr el eni h uk upni hr=003), rkampfarolai=0/05), esiringetirtiai n a
(r=0,90), aromadendrinar£0,92), malvidina (=0,91) i petunidina =0,93) (Tabela 4.17)Wolfe

and Liu (2007)su preghodno v el pokazal. da odrelLena feni
kampferola, mogu imati istaknutije CAA efekte od ostédiholnih jedinjenja
Uopgteno govoreli, moge se samo nagalati o

jedinjenja iz graglba CiAA| luelsit jas kvaj studij,iprepmamdja u o
se da fenolna jedinjenjaz  k o mi mrkupljpju/aképhjaguge ner i sane radi kal e
interaguju sa DCFHdaju fluoroscentni signal; ili aifkeragujusaABARO m spr el avaj ul i
radi kal a. Brehangzini su rindilbicijal deroksidacije lipida, kroz reakeiga peroksil
radikalima kojipropagi aj u st varanje drugi h radi ka(Kdletti | i i
et al., 2018)Ipak, efektikoje ispoljavajuekstraki komine i njeni konstitughn a unut ar i el i |
produkciju (rek t i vne ki s e otioksidativie odkranidbenesistem su aedovoljno ispitani i
zahtevaju detaljnija ispitivanja koja bi pomogldw n ouparejci zni ji h zakl jul ak

(a) (b)

1.4 60-
1.21
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0.0-

40

MTT

204

EC5y(mg TPC/mL)

razblaZenje od 1%  razblaZenje od 1% razblaZenje od 1% razblaZenje od 1% é& 60

Semenka Sepurina Pokozica Komina

Slika410.Ci t ot oksi | na svojstva ekstgeapkuartipnock o gf c e i(8)&BTeh eu ko0

kol orimetrijski test (odredjivanje pregivljavanja | eli
aktivni m@b)ledliijjasnkagd ;ant i oksi Ratzilvrka aktmevmoktontCAAl. i e
odrekenkeg(ITe kjdestdp<005) . l zmelLu kontrol e i primenjenih tr
razlika na np<0@u znal ajnosti,
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Tabela4.16.St at i st i | ki z n a | aatjoksigativkilbsvogstavms & § £ g a jzane K ar a kjedmjenjd klasafénalnihiedirfjeajau didfilisand)

komini i konstituentima komine

EG TDGK THBK THCK TFK TF30 TFL TST TAN TPCor TPGs TFCs MACs PACs| FRP ABTS* DPPH'RDSC HPS aktivnost

EG - 0,99* 1,00* 1,00* -0,97* 0,92 0,96* 0,95* 0,93 -0,94

TDGK - 1,00* 0,99* -0,92 0,91 0,99* 0,97* 0,94 -0,96*

THBK - 1,00* -0,95 0,94 0,98* 0,97* 0,95* -0,97*

THCK - -1,00* -0,94

TFK - -0,95 0,94 0,90 0,98* 0,98* 0,96* -0,97*

TF30 - 0,94

TFL -

TST -

TAN - 0,97*

TPCor -

TPGs - 0,99* 0,94 0,98* 1,00* -0,98*

TFCs - 0,95* 0,98* -0,95*

MACs -

PACs - 0,99* 0,97* -0,99*

FRP -

ABTSH - 0,99* -1,00*

DPPH'RDSC - -0,99

HPS aktivhost -
Dobijeni korelacioni koeficijenti prikazani Tab el i odnose se samop<ma 1z n aslear rkeo dk dr e&loar ceil jaec | mpx0 n kKWoeU $ lc li-gtillgalat; DS K-ukupii @eaVlatagplme | na

kiseline; THBK-hidroksibenzoeva kiselina i njeni derivaliHCK-hidroksicimetna kiselina i njeni derivantFK-ukupne fenolne kiselinefF30-ukupni flavan3-oli; TFL-ukupni flavonol aglikoni i glikozidi;TST-ukupni
stilbenoidi; TAN-ukupni antocijani;TPCor-ukupna fenolna jedinjenja d r e WiARLC Orbitrap MS* kvanifikacijom; TPCs-ukupra fenolna jedinjenjao d r e kpekirofotometrijski; TFCs-u k u p n i flavonoi di
spektrofotometrijski; P&s-u k u p n i proantocijanidini Ceudkrueplne n i mosnpoenketrrnaif oat nototoetiriskaFRRIR ieoddur Medl'j ewnii a *ssposbbrtostAdkdpanja ABT$adikala;
DPPH'RDSGRelativna posobnost sakupljanja DPPtadikala;HPS aktivnosSposobnost uklanjanja vodonik peroksida

111

n



Tabela4.17.St at i st i |
komini i konstituentima komine

Ki zn allag Iniej skkoer ed mtcii g kesadidizageljvip e ) kji n wmmish i f liavonol

TAD TQD TSD TMD TID TKD TLD TFL TCiD TDeD TMaD TPeoD TPelD TPetD TAN TPCor TPG TFGCs PACs MACs | CAA
TAD - 0,99* 0,99* 0,98* 0,94 0,97* 0,91 0,92
TQD - 1,00* 0,99* 0,97* 0,98* 0,91 0,96* 0,94 0,95 0,92
TSD - 0,99* 0,98* 0,99* 0,94 0,93 0,93 0,90
TMD - -0,93
TID - -0,91
TKD - 0,94 0,95 0,93 0,97 0,94 0,92 0,96* 0,92 0,95*
TLD - 0,99* 0,93 0,94 0,93
TFL - 0,90
TCiD - -0,96*
TDeD - 0.99* 0,98* 0,99* 0,99* 0,98*
TMaD - 0,9* 0,97* 1,00* 0,97* 0,91
TPeoD - 0,94 0,99* 0,94
TPelD
TPetD - 0,97* 1,00* 0,93
TAN - 0,97* 0,90
TPCor -
TPGs - 0,99* 0,94
TFCs -
PACs - 0,93
MACs -
CAA -

Dobijeni korelacioni koeficijenti prikaz @,;samkddakoelhcionikodfinijerdie 5 alsajped , ndas. z mSakiABajikope arroedeadrimderivaieD- n a

ukupni kvercetin derivatiTSD-ukupni siringetin derivatiTMD-ukupni miricetin derivati;TID-ukupni izoramnetin derivatiTKD-ukupni kampferol derivatiTLD-ukupni laricitrin derivati; TFL-ukupni flavonol aglikoni i
glikozidi; TCiD-ukupni cijanidin derivatiTDeD-ukupni delfinidin derivati;TMaD-ukupni malvidin derivatiTPeoDukupni peonidin derivatiT PelD-ukupni pelargonidin derivatifPetDukupni peturdin derivati; TAN-ukupni
antocijani;TPCor-ukupna fenolna jedinjenjad r e L e n a

proantocijard i n i

odreleni

U H P L* kvan@fikatijorh; TRG kM $ n a
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4.3. Primena ekstrakta semenkéermentisane komine Prokupcau formulaciji
prehrambenih proizvoda i aditiva

4.3.1. UHPLC Orbitrap MS karakterizacija fenolnih jedinjenjasemenkdz fermentisanekomine
Prokupca

Za potrebeformulacije funkcionalnih prehramhe h  pr o i ziena { semknkaeietyane
feremetisanékomine Prokupcapreuzeta iz vinarije 2020. godinkominak oj a j e Kkori g
karakterizaciju fenolnih profila u prethodnom poglaylpreuzeta je iz vinarije 2018. godina

i maj ul i fenolni prafitk odna ne varira u zavisnost.i od h
uslovljen godinom berbey r a L eporeovngkarakterizacija fenolnih profila ekstraks&menkiiz
fermentisane komine

Detaljna identifikacija, karakterizacija i kvantifikacij@abela P4)fenolnih jedinjenja vodenog
ekstrakta semenke sproveden& o r i § [ e n j-©rbitrap) MSPteh@ike (Tabela4.18. Ovaj
ekstrakt semenke je dalje kori gl enDetektovarme mul a
ukupno 35 fenolnih jedinjenja kajsu klasifikovanau nekol i ko gr upa, kao
predhodnim karakterizacijama u okviru ove disertacije. Hidrokgibewva kiselina i njeni derivati,
flavan-3-oli i procijanidini, i hidroksicimetna kiselina i njendlerivati su bile dominantne klase
fenolnih jedinjenjau ekstraktima semenké, i j i j e udB0d8%b 29@2%r k818 m:
Dominantno prisustvo fenolnih kiselina, flav8rola i procijanidinaje pokazano yorehodnoj
karakterizaciji fenolnih ekstrakataemenki izdvojenih iz komine u okviru ove disertacije

kor i giLe/Ms tehnika. Galna kiselina i njeni heksozid izomeri, prvenstveno heksozid galne
kiseline izomer 3 i etibalat su bili dominantnime L u p oj e d itownaaim rfemolnich e t e k
jedinjenjima sa sadr ga40em po kgM e man k e . Vi sgdtata sadr
(417,16+17,3Img/kgSM), semo ge pr i pi sat.i i ntenzivnom kont a
derivata galne kiseline sa alkoholnim medipm Derivati hidroksici met
kofeoilvinska i kumaroilvinskakiselina, proa L ene s u u znalUaprghodno Kk ol |
analiziranimekstraktima liofilisaninrsemenki, navedemlerivati su bili prisutni u tragovima ili nisu

bili detektovani. Ove razlike mogu biti posledica procesa vinifikapijsustvavinske kiselhe koja

|l ako stupa u interakcije sa fenolni m ikomdiel i na
zbog ekstrakcije fenolnih jedinjenj@eposredno nakon odvajanja komine od vina, bez dodatnog
procesuiranjd s u gT& i jiofilizacij a).

Detektovaniflavan3-oli i procijanidinu ovom ekstraktu s epmeghodkog su
karakterizaci ( Tabel a 4.15), dok je sadrgaj detektov
~1,52 put a ,nzavispoi ddvjadigjenjqTabela 4.15). Sadj a | ukupdoldi fl av
procijanidina u ovom ekstraktu semenke je bio
sa njihovi m s adsenjeakepekupliane 2618.godimea(801.38 mg/kg SM). Ove
varijacij e u3oa apracipradina su fple asweganposledica godine berbe, uslova
vinifikacije, ekol odlkeL bt ioba,akgtmmidanp manamernitilav@oi k t o r &
(katehin i epikatehin) i B tip procijanidin izomeri su bili dominantno kvantifikovéht avi ¢ e ,
predhodni eksperimenti u okviru ove disertacije su pokamlupravo flavasB-oli, procijanidini i

deri vati fenolnih kiselina imaju najvel.i ut i c

Flavonol glikozidi su bili prisutniu tragovima (<1mg/kg FYV dok flavonol aglikoni nisu bili
detektovani. Zanimljivo je da su detektovaeki derivati antocijana (2,63% od ukugmo s adr g a |
detektovanih fenolnih jedinjenjaiako je poznato njihovo potpuno odsustvo u ekstraktima semenki

grpogla. Ovo je verovatasemeblbeg gnoéeébhai saognkoai
iz pokogice tokom procesa vinifikacije i nj i
malvidin-3-O-glukozidak o j i j e domi nant an wpapRakt@g ¢i et =@drt e

Ekstrakcija fenolnih jedinjenjn z s emenke odmah nakon odvjgaenj a
uticati naprisustw derivata antocijana dobijenom ekstraktiDsim malvidin3-O-glukozida, stal
detektovani derivati antocijana su bili prisutni u tragovima.
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Tabela4.18.S a d r § dgtektevanih fenolnih jedinjenfar e zul t at i s $M),iu ekstrakjusemenlsay efriggeetikagefermentisane kominBrokupca
o d r eUHPLCT Orbitrap M$ tehnikom Za svako detektovano i kvantifikovano jedinjenje u tabeli su dodatno prikazani: retencinoweme (it zr al unat a

nalena masa, sr ednjieS’foagnsentacipanj e masa ( ppm)
lzral Nalena Vodeni ekstrakt
Jedinjenja tr, min masa, M HTi ppm MS? fragmenti semenke
Mippe  MIHI (mg/kgSM)
Hidroksibenzoeva kiselina i njeni derivati
Galna kiselina 3,04 169,01425 169,01436 -0,11  125100) 530,23£15,33
Heksozid galne kiseline izome? 1 4,11 331,06707 331,06723 -0,16  271(40), 241(15), 211(20)69100), 125(10) 15,39+0,49
Heksozid dihidroksibenzoeve kiselhe 4,30 315,07216 315,07251 -0,35  153100), 152(50), 109(15), 108(10) 23,77+1,83
Heksozid galne kiseline izome? 2 4,31 331,06707 331,06726 -0,19  294(10), 271(20)169100), 125(10) 123,40+8,86
Protokatehinska kiselifia 4,75 153,01933 153,01955 -0,22  109100), 95(75), 79(20), 59(10) 51,68+6,28
Heksozid galne kiseline izome? 3 4,76 331,06707 331,06592 1,15 169100), 125(5) 411,86+25,61
Digaloil heksozidl 5,08 483,07803 483,07764 0,39  331(20), 313(20)271(100), 211(10), 169(10) 7,67+0,55
Metilgalaf 6,11 183,02990 183,03017 0,27  168100), 124(80) 1,18+0,07
Heksozid siringinske kiselifie 6,21 359,09837 359,09837 0,00 197(100) 34,2%:0,64
Etil-galaf 7,16 197,04555 197,04530 0,25  169100), 125(5) 417,16+17,31
Elaginska kiselin& 7,29 300,99899 300,99918 0,19  284(40), 271(60)257(100), 229(85), 185(40) 2,14:017
3 1618,76(50,58)
Hidroksicimetna kiselina i njeni derivati
Kofeoilvinskakiseling 4,87 311,04031 311,04141 -1,10  179(40), 177(15)149100) 358,74+11,89
Kofeinska kiselina 5,38 179,03498 179,03545 -0,47  135100) 60,77+3,62
Kumaroilvinskakiseling 5,60 295,04594 295,04623 0,29  163100), 149(10), 119(5) 134,47+4,55
2 553,97 (17,31
Flavan-3-oli i procijanidini
B tip procijanidin trimer izomerd 4,69 865,19854 865,20264 -4,10  695100), 577(60), 425(30), 407(30), 287(30) 24,20+0,44
B tip procijanidin dimer izomer®. 5,47 577,13515 577,13318 1,97  559(10), 451(30}425100), 407(40), 289(20), 287(10' 113,66+6,13
B tip procijanidin dimer izomer® 5,72 577,13515 577,13531 0,16  559(5), 451(20)425100), 407(35), 289(20), 287(10) 85,48+5,07
B tip procijanidin trimer izomer® 5,73 865,19854 865,20087 2,33 695100), 577(80)425(30), 407(40), 287(35) 63,89+1,92
B tip procijanidin dimer izomer® 6,02 577,13515 577,13379 1,36 559(10), 451(20}425100), 407(40), 289(20), 287(10' 169,46:5,83
Katehir? 6,17 289,07176 289,07089 0,87  271(5),245100), 205(40), 179(15), 125(5) 154,50+6,44
B tip procijanidin dimer galat izomef'1 6,23 729,14611 729,14734 -1,23  577(90), 559(80), 425(20307(100), 289(20) 27,43+1,21
B tip procijanidin dimer galat izomef'2 6,44 729,14611 729,14728 -1,17  577(50), 559(60), 425(10307(100), 289(20) 114,76+3,05
Epikatehird 6,54 289,07176 289,07068 1,08  271(5),245100), 205(40), 179(15), 125(5) 167,6%4,65
B tip procijanidin dimer digaldt 6,80 881,15707 881,15723 -0,16  729100), 711(30), 577(10559(20), 407(30) 1,72¢0,13
Katehin galat 7,09 441,08272 441,08218 0,54  331(10),289100), 271(10), 169(25) 18,70+1,06
23 941,49(29,42)
Flavonol glikozidi
Dihidro-siringetin3-O-heksozid 5,54 509,13006 509,12967 0,39 491(10), 461(30), 355(40), 347(63RY100) 1,00+0,12
Kvercetin3-O-glukozid* 7,06 463,08820 463,08786 0,34  301(100), 300(30) 0,69+0,07
72 1,69(0,05)

nastavak
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nastvak

Antocijani

Delfinidin-3-O-glukozid®* 4,85 465,10275 465,10294 -0,41  304(15),303(100) 2,39+0,17
Petunidin3-O-heksozid 5,27 479,11840 479,11884 -0,92  318(10),317(100) 2,75+0,18
Peonidin3-O-glukozid* 5,53 463,12349 463,12366 -0,37  302(10),301(100) 4,74+0,40
Malvidin-3-O-glukozic? 5,59 493,13405 493,13394 0,22 332(10),331(100) 52,82+6,15
Peonidin3-0-(6"-acetil)heksozid 6,42 505,13405 505,13351 0,54  302(10),301(100) 2,45+0,22
Malvidin-3-O-(6"-acetil)heksozit 6,48 535,14462 535,14398 0,64  332(10),331(100) 11,36+1,02
Peonidin-3-O-(6"-p-kumaroil)heksozid 7,12 609,16027 609,16077 -0,50 302(10),301(100) 2,67+0,30
Malvidin-3-O-(6"-p-kumaroil)heksozill 7,18 639,17083 639,17163 -0,80  332(10),331(100) 5,12+0,77

12 84,31(2,63)

E E 3200,22

Vrednosti su dobijeni iz tri nezavisna merenja (n=@jkazane kao srednja vrednastandardna devijacijJedinjenja kvantifikovane or i gi enj em dostupni h

standar dagekJdvalehii nj enj a

galne kiselinB; kofeinske kiselin& katehing; kvercetina3-O-glukozid; maIvidin-S-O—qukozida{ po kg SM uzorkaNapomena:Antocijani su analizirani u pozitivnom jonizacionom modu (m/z); ostali kvantifikovani polifenoli
s WHPLC-Onbérapavis.iNakonoekstrakoijer80%z nactanolom-+0, ioHG I etkstrakt s&nmemke j§ Uparavgn easuva i rekonstituisan u miki@wodiig | e n i

i fenolne kKkiseline analizirani
u formulaciji funkcionalnih aditiva i joguratioji su dalje ispitivani u okviru ove disertacije.
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4.3.2. Nefermentisani tinkcionalni aditivina bazipré ei na Kkozi | e geksirbktona ob
semenke TME funkcionalni aditivi

43.21. UHPLC-DAD MS/MS analiza fenolnihekstrakataTME funkcionalnih aditiva i ekstr&ta
semenke

Rezultati UHPLCGDAD MS/MS kvantifikacije (podaci za kvantifikaciju,Tabela P5)fenolnih
jedinjenjau metanolnimekstraktima sprep s u g EMEipdahova su prikazani Tabeli4.19 Kao

gt o s e mo maanol (Baenetanol+0l%HCKEkostituisanomsprejo sugenom pr ¢
ekstrakta semenKSOES)e detektovanokvantifikovanol3 fenolnih jedinjenja. Ova kvantifikacija

je potvrdiladominantno prisustvo flavaB-ola i fenolnih kiselina (92,3% ukupno kvantifikovanih
fenola), gto | &auwisnaglpa = dd 9Eadjeviaceet als, 2010 Kpmmeaen | a
et al.,, 2004)Me L u p onjmefeholnmmajédinjenjimagalna kiselina (224,17+3,94 mg/kg SM) i
katehn (518,28+14,73 mg/kg SMu bili najzastupljenijizatim sledeflavonol aglikoni, kvercetin i

i zoramneti n, Kk dhodnonnUHBLEOriptiap analidzbra vodengg ekstrakta semenke
(Tabela4.18 . Detekcija flavonol aglikona je verova
| i dobrorastvonim u manje polarnonmetanol/voda ekstrakcionom sredst@stala detektovana
fenolna jedinjenja su bila prisutna u tragovima u rekonstituisaBOES

U metanolnim ekstraktima M i TM prahova je po
i ol ekivat. ako se uzme u obzir priroda ovil
uzorcima TME prahova potilu iskljulivo od ek:

jedinjenja u uzorcima TME prahova se povelava:
u TME formulaijama, od 18,24 (TME1) do 71,33TME3) mg/ kg SM pr aha. I
sadrgaja dominantnih fenolnih jedinjenja (ka
primeien sa povelianjem sadrgaja ektrakta u ov
menj ao. aSaecriqaaj uk TME prahovima se povelavao

( TME3) mg/ kg SM, a sadrgaj galne kiseline od
SM. Osim katehina i katehin galata, drugi flax@&nol derivati prisutni u pripremljnom miksu
stendarda fenolih jedinjenja nisu detektovani u metanolnim ekstraktima analiziranih uzoraka.
Zanimljivo je da flavonol aglikoni (kvercetin i izoramnetin), koji su detektovani u metanolnom
ekstraktu semenke, nisu detektovani u metanolnim ekstraktima TME prahovOv 0 mo ge b
jakih hidrofobnih interakcija sa proteinima mlefdakobek, 2015) koj e ni su nar uge:
sa zakigeljenim metanol om.

116



Tabela4.19.Sadr §gaj polifenol a | fenolnih kiselina (mg/
aditvimana bazi 0 d ma tjetiranogokgg ¢ ¢ r mli ¢ kka o bogal enog ekstra
Uzorci

Jedinjenja (mg/kg SM uz. M TM SOES TME1 TME2 TME3

Fenolne kiseline

Galna kiselina nd. nd. 224,17+3,94 574040 12,64+0,29 25,89+1,12

Protokatehinska kiselina n.d. n.d. 2,43+0,08 n.d. n.d n.d

Siringinska kiselina n.d. n.d. 1,84+0,07 n.d. n.d n.d

Kofeinska kiselina nd. n.d. 2,24+0,19  1,26+0,06 1,31+0,09 1,25+0,16

Flavan-3-oli i njihovi derivati

Katehin nd. n.d. 518,28+14,73 8,04+0,14 18,9:0,92 37,15+1,60

Katehin galat nd. n.d. 8,36t0,13*  0,83+0,02 1,52+0,08 2,72+0,14

Galokatehin n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Epigalokatehin nd. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Epigalokatehin galat nd. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Flavanol aglikoni i glikozidi

Kvercetin nd. n.d. 32,66+2,10 n.d. n.d nd

Kvercetin3-O-glukozid nd. n.d. 1,51+0,07 0,510,022 0,89+0,05 1,41+0,08

Rutin nd. n.d. 0,30+0,02 0,36+0,02 0,37+0,08 0,46+0,04

Izoramnetin nd. n.d. 17,31+0,87 n.d. n.d n.d

Izoramnetin3-O-glukozid n.d. n.d. n.d. 0,15+0,0# 0,26+0,02 0,60+0,03

Kampferol nd. n.d. 7,90:0,34 1,20+0,02 1,41+0,0# 1,67+0,01

Ostali detektovani polifenoli

Apigenin-7-glukozid nd. n.d. n.d. 0,16+0,0% n.d 0,18+0,02

Naringenin nd. n.d. 0,81+0,04 n.d. n.d n.d

Eskuletin nd. n.d. 2,79+0,20 n.d. n.d n.d

E B / / 820,59 18,24 37,30 71,35

Vrednosti su dobijeni itri nezavisna merenja (8¥i prikazane kao srednja vredndsstandardna devijacija/r ed no st i koje su ozna
slovom u istom reduni s u statistilKki ztfeatl, apj 006). Nm @ pImielniat e Sprema osugeni prah
80%met anol +0, 1%HCI , iz kojih je daljeDADgasd MBYyantiiflacsiuj avrfeadmaolsnii
Sk r al An dnjedetektovano; SOESpr e j osugen ekstrakt semenke, kogdmg gl ered ossitridwd s
mleko;TM-t er mi | ki ifemleko®0°G 0min)kM&EL unkci onal ni aditivi na badjzdag omlineakjyd eonboogg & le
razlilitim koncentracijama ek $ehohih jedingnjddaimGocatemetotanudinalng zapréminiMielsttakt g a | uku

pre sprej sug éMEL; 0bmgm(TMEZ);DBrgg/myTMES3).

4322.Sadr gaj pMEdunkeional@m aditivima

Sadr gaj proteina je vagan paramatar koji mo g
rezul tata za emul gRepultdtizaaidrgeani wk upwnojhs tpwra.t e
prahova sa i bez datka ekstrakta u  pr i k a z(Blikaid.NgK aad i gtko se moge vi
proteina se nije st atuske M|TM TMEINiAVER.Omwoaz naa z | idla
primenjen ter mil ki dotatak fenolailekstiakateld @C4mgHACHNn potane i
me gawmiimedu znalmg noa dirt § & pmdhgdnoonavedemna prahovimile L ut i m,
dal je povelanje udel a f ¢endoprinelo bmarjesjd a d § pfokejna u |
(TME3).Ovoseo bj a g nj aimarispstvomednanih jedinjenja TME3 prahuk o j i uti| e
smanjenje sadrgaja protei na, kajakterizacijemSlika&.12) e po
Ovi prahov na bazi proteina kozijeg mlelsa/bez ddatka ekstrakta suimain al aj no manj i
proteina, uthpdooobialljenimj e zs &t pt € ma punanasnravie qleke n o |
(Kamizake et al., 2003yt o mo ¢ erazlikau proteinsBomgsastavu kravljeg i kozijeg mleka

(Khan et al., 2019; Park, 2017)
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Slika 411. Sadr gaj uprfoautnekicnaonal nim aditivima na bieg meko dmagil
0 b o g eglekstraktomsemenkePodaci su prikazani kao srednjrednoststandardna devijacija (n=30,01<p<0,05;
**0,001<p<0,01; ***0,001<<0,0001; ****p<0,0001; navedeni simboli pokamup i voe st ati sti | ki z
iz meiluzoraka.Zapost hoci spi ti vanje statistiTlketystr@O5a | nDlsrt Wi eknoirci e
odmagi en o ijesmlekogTMa ek anz | k i ije mkeko i(90°€,nOmIn) B E-funkcionalni aditivi na bazi
odmagienog termjklgi mtekaircadmadggllikdemy koncentr askddagema ek
sadr gaj ukupni h(FdireOpocaltenmetoda) wefidalnoj zapremiraM/ekstraktp r e s pr e suger
0,2mg/mL(TMEZ1); 0,4mg/mL(TME2); 0,6mg/mLTME3).

4.3.23. Elektroforetska analizgproteina TME funkcionalnih aditiva

Proteinski profiliM, TMiTME pr ahova su i stpriit irvaanii |kiotrei delleerkjt
SDSPAGE ur e d u k uj u l4.12a) i rerSel diukkau j u 4.12b) us{oBrhaj iNative PAGE

(Slika 4.12c). Det ekcija proteina je izvrgena korigle
dostupnih podataka iz literatu(Besic et al., 2012) Ka o ¢ ¢ videtina SDERePAGE gely
elektroforetski putevi svih analiziranih uzoraka (Slkd2a, trake 1-5), su bili dentsial Mg e st
dominantnih proteinskih traka kozijeg mleka, koje odgovaraju kazeinima i serum proteinima. Ovo

znali da termil ki t 42Rdtaka)ilidodatak gkstrgkta semenkeau meld! i k
(Slika4.12a,trake3-5), nisu uticalinapromenupot ei nskog sateé¢amial lbid mamg ¢
kozijeg mleka (Slika4.12a, trakal ) . MelLut i m, i nt e nsz i-tbekazeimaneot ei r

opadao sa povel anj e mkokimduiutzoicima(TMER, IVE2,a KB)4Slika e me n |
411a,trake3-5) , u porelenju sa i s#R2atrakaz ak akmao ugtTM jue
uTabelid20 To se moge ob| alsjedinjgnjaju TMEi s met ebmaf egbb
smanj enj a s aRirrajsag |aalsp, rsoftlssizzea .na (ral unato kao ¢
TM uzorku(Slika 4.12a, traka2) odr elLen dezi nt (SDERIPAGEjgg),kecbm an al
redom 32,83+0,55; 45,91+0,02 i 21,25+0,53(%)vi rezultati su u opsegu gr®dno prijavljenih i
literaturnodostupnih rezultata za kazeikezijeg mleka(Verruck et al., 2019) Gt avi ge , re
prosel an relskdzéinsi siadvgagj ;kBdeknsbilzia i gi [
rezultatima koje su ptieodnodobili Pesic et al. (2014Me Lut i m obe studi-j e su
kazein dominantan u kozijem mleku. Trake koje odgovaraju BSA i imunoglobulinima su bile niskog
intenziteta.

Razl|li ke izmelu uzonaaSDSNR-PAGE pedlovirea (Plikai4tby jerevezr

i zmelu formiranih kompl eksa nSisswvmpr eokbierzutaed | ree
(Slika 412b,trakal) j e anali zirano kao kontrola pri mer
412 traka2 ) , koje je korigleno urake35). Newlaauw gonjigela di t |
se nogu primetiti trake koje prigdaju visokomolekulskim kompleksima (HMW kompleksi), za sve
termi |l ki tertirane uzorke mlebglaa (28frakeR-B)e 4. do
Intenzitet traka koje odgovaraju HMW k@teksima je smanjen redom u TME1, TME2 i EBI

uzorcima (Slika4.2b,trake3-5) , za 4, 9%; 16, 1%, i 17,9%, u po
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(Slika 4.22b, traka?2) (Tabela 4.20)J istim uzorcima (Slika 42b, trake2-5 ) , primeleno |
odsustvo tr akal &4jAkk @ g NG dimgritna, ierovatno zbog njihovog

ul egi a ut esrtnvialrkain jHyWikorkpteksaDalpldish & Corredig, 2012; Pesic et al.,

2012) GtPesic et@le(20183 u p o k as?-a |-kba zdeai nU di¢ leismiviup @ u St
termi| ki WRPd CNo kamipHh ek sa kezizjeagn ndloenk an,and mlo
formiranju kompleksa sadelom od preko 70%. Ista studija je potvrdila potpuno odsustvo rastvor
kompleksauterm| ki tretiranom kozijem mleku.

Tabela 4.20Pr o mene s ad rvigakq proteikskilz l@mpheksdHiAIW) (u %) u TME uzorcima u
odnosunad adr §aj tratranoenmiakulMK).i

Uzorci ™ TME1 TME2 TMES3
SDSR-PAGE

Us2-kazein 100 95,1+2,6 90,8+3,8° 88,3+2,2

b-kazein 100 87,109 85,8+1,2 82,9+0,6

o-kazein 100 89,326 88,739 77,0+2,6

SDSNR-PAGE
HMW kompleksi 100 93,7+3,6 82,5+3,2 80,8+4,2
Native PAGE

WPsCN kompleksi 10 103,9+3,6° 110,7+5,24 131,4+8,8

b-CN 10* 89,8+1,2 84,6+1,6 80,6+1,4
Vrednostisu prikazane kao srednja vrednastandardna devijaej(n=3).Vr ednost i koje su oznalene sa istim s
znal aj no r attebtd, Ip'i0,05. Slpmr & Im@m-t e e mi | ki ijer rdeka (PCAG) AOmik)@ME-funkcionalni aditivi na bazi
odmagl enog terirnjgegmkekarebbogahegogorzazl il iti m ko ndkcae njter adesiaitagediajeng@ikksut prnai kht

(Folin-Ciocalteu metoda) u finalnoj zapremifM/ ek st r a k t pr e st @VELls Qdimg/mL(TMEZ); 0,6mg/mO(TMES) YVPs/
CN kompleksiserum protein/kazein kompleksi

Gelovi dobijeniNativePAGEs u  pot vr di | i intenzivnu debGat ur a-
UL A) -kazeima u formiranju WP/CN kompleksa (Slika 4. 1Paka2-5) . Ovi ter mi | ki
agregat.i proteina imaju povelan afinitet za v

fenolna jedinjenjekazein interakcijgRahimi Yazdi & Corredig, 2012; Taterka & Castillo, 2015;
Villalvaetal.,2020) Ka o g tpronetiti (Slikavbl@a}, intenzitet traka koje odgovaraju WP/CN
kompl eksi ma se postepeno povelavao sa kol ild@

( TME1<TME2<TMEZ3) , u porelenju sa istom trakol
rezultatiukazuyy na pri sustvo interakcija izmelLu fenol
kompleksa u TME wuzorci ma, koje nisu narugene

Gl avna fenolna jedinjenja u ekstr aktanr3-olsie menk
procijanidini. Posle pripreme TME prahova, procijanidini, kvercetin i izoramnetin nisu otkriveni u
met anolnim ekstrakti ma, gto ukazuje na njiho
predhodnih studija je pokazalo da fenolna jedinjerjag tipa lako stupaju u interakcije sa proteinima
mleka(Kanakis et al., 2011; Prigent et al., 2009; Ye et al., 20”r8mene u intenzitetu i pokretljivosti

ovi h kompl ek s a-NRRAGR analiznin istin ezor&kd Slika 4.12take 2-5), jer su
verovatno sve hiidrtoefroabknce jie jedumdmenbroteleei nl oel nniahr u §

pod utcajem SDSakao jakog disocijativnog agensa. Por
traka kojekadegowkearzéejildsib smanij i o, sa povelanje
g r o g LME uzorcifa (Slika 4.12¢take3-5; T a b e | a u Zkladd 6a)rezultafinmaSERS e
PAGE anali ze. Dobijeni rezul tati su u sagl as
Kusuda et al. (2006) ko j i su pokazal. znal aj an-proteihe k at
kompleksa na pokretlizws t i intenzitet NavePAGEs&nal tzakaGt
autori su pokazali promenu pokretljivosti difuznih traka procijanidB8A kompleksa, dok su
pentagalodglukoza(PPG} B S A kompl ek si i mal i mal animaldzoe t | j i
donji gel.
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Slika 4.12. Elektroforegrami proteina za uzorke funkcionalaiitiva na bazo d ma ¢ | enog
SDSR-PAGE-o0m; (b) SDSNR-PAGE-om; (c) Natie-PAGE-om. Oznake: Mo d ma gl eno

funkcional ni

jedinjenja(Folin-Ciocalteumetoda) u finalnoj zapreminiM/ekstrakt pre sprej gue nj a

adi ti vi

standard molekulskihn masa; 8Kt andar d

L A -laktalbumin); BSAserum albumin krvi; Igmunoglobulini; HMWvisokomolekuski kompleksiNa p o me n a :
pufera za uzorke; Uokvirena elektroforetska traka (SK) i oznake sa demme (sitkad.11c) prikazuje standard glavnih proteika av | j e g

na

glavnih

<CN [ mm w » ™ k-CN

B-CN [ 4 4 2D B-CN

as-CN “ i

BSA .

B-LG - e

a-LA a-LA
B-LGB
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ternidkimltaela i cmngpagl «nag
si r ovdM-tkeorznmie|l kml dj&noekdi(@0Ln1lOmMIing @)ZME-

ekstraktom s

b a ijie go dnmaegki ae noobgo gtaelrermiol gk ir atzrleitliirtai-Bnp gk okneckeon t d @ c jifénaingha dregaj
b i Lo(TMEQ),(32, é4mg/rh (TME2) (4); 0,6mg/rh (TME 3 )

(5) .

Sk-r al envi

p r-6 N e (-Kiamz ekirt@)N;| (-Kéag2 emCrid) kiadH b e iOB)1-K @a e iLrG) -Jakbdylotu | i ni ) ; U

2mg sprej osuge

ml ek a

i serum proteina kravljeg mleka analiziranilathhe-PAGE-om, dok su uzorci od-5 (slika 20c) bazirani na kozjem mleku i sa leve strane su oznake¢ e
pokretljivost kozjih kazeina i serum proteina ispitivaniatiMe PAGE-om.
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43.24.Vel i | i n &poteecgatTME fankcionalnih aditiva

Rezultat.i z arekwnstituisaniivin TM i [TME prahowaapokazuju da svi uzorci imaju
unimodalnu distribucijuSlika 4.13). Vi ed no st i za prelnik | estica
rasponu od 206,23+2.16 do 298,3+9,55 M | | TM kazainskihmicela (298,30+9,55)e bila
znalwawganoporeblkehj ui sam Mcelh@d623t16)k eMu naj vi ge d
termihdukovani WP/ CN kompl eksi f or (Dalglessm & n a
Corredig, 2012; HovjeckietaR, 0 2 0; Keél é- Bayraktar.Veti al na Pej
zaTME uzorkesu bileni g e u p oM ezdrkom,jverovatna zbdg uticagaisutnih fenolnih
jedinjenjau TMEuz or ci ma. V e | H drahavaesu bileedami267:038138(TMEL),
268,2°47,35(TME2) i 290,1%6,45nm (TME3), dok se vredosti za TMELi TMEZ2 uzorke nisu
statiata] kb zazlikovale. Tek mde&kBWMEIowzaasi kao

povel anja velil i naekazbjedasuii and.er @k c fepoliez jednjeng i U
WP/CN kompleksana povr gi ni kvaravatnonugré&vale sakondljamje kazeinskih

micelau TMEL1i TME2 uzorcimal i me s u d o prv enleihjieoviBbreasntjjexrged. e nj u
saTM uzorkomDal j e povelanje koliline ek SEMEBmiteln,a ser

uk azuj ufénolma jdinjergaekstrakta pokrilgp o v r kpzeimskihmicele. Ovi rezultati su u
saglasnosti sa rezultatima koji su dobijeni elektroforetskom analizom oviakaz{Slika 4.12) i

podacima koje su prijavilRahimi Yazdi and Corredig (2012)a t er mi | ki tretira
obogal eno kur kumi nom. Ovi autori su pokazal:i
micele termil|l ki tretiranog Kk eretvahggmlgkaml eka, ne

— | Legenda:

s M

= ™

g [ N —TME1

% | TME2

= ——TME3

0 - 200 400 - ‘ﬁl%lﬂl . ISI%ID‘ - il]l][l
Dijametar (nm)

Slka 4.13. Di stribucija veliline |estica ,rekonastxazi[otdunhasgaineinhogs
ter mi| ki tijreeg i mlaa lo @g ekstwadttgna demenkg r o.(Slkka a | e roidama:g | M no ijesi r ovo
mleko; TM-t e r mi | ki ijermeekoi(90°€,n1OmMinkMEf unk ci onal ni adi tiwvi na ba
tretiranogkoj eg ml eka obogalenog razlilitim koncent feaomihj a ma
jedinjenja (Folin-Ciocalteu metoda) u finalnoj zapremini M/ekstrakt p e s pr e j sugenjiMELbi o: (

0,4mg/nL (TME2); 0,6mg/mL(TME3).

Vrednosti zag-potencijal su bile u rasponu odl0,77+£0,46 do-36,53+3,07 mV sa niskim
koeficijentima varijacijekoji ukazuje na dobru ponovljivost ovih rezultata. Svi uzorci su bili
negativno nael ekt r-poerialikgje ssprelazil 6 d mM¥st gma whaesuj
f 1 z islatkinostrastvora (TolanoVillaverde et al.,, 2016)Ne gat i v n a -potencgatan o s t
analiziranih uzorakajeer ovat no zbog negativno naelektrisa
k a to sufosfatngrupe, klasteri fosfoserina i ostaci nekih aminokisglit@rne, 2020)s-potencijal
vrednostizaM (-40.8 £ 0.5 mV)i TM{36.9+£0.8 mV)uzorke u bi |l e statistil ki
gt o z sunéke nedadvno naelekr i sane gr upeenm&k omo vregim il kmigc
bil e maskir an®rmirahju WPICK Ikgnpleksa.Roeed toga pokazano je da joni
natrijumaikalcijumaneut r al i gu negativno nael ealotkroims & e jr eni
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indukovane agregacijfdnema & Klostermeyer, 1996; O'Kennedy & Mounsey, 20D®gnato je da

se ovi agregati nal az(Resioehal. 2@ r ¢@idmio-pitencjadB € k e 1
| ess ecmi s uz st hragikevale(B6&k58 +3.07 mV (TNEL);-36.90 +4.14mV (TME2);

-38.37 + 1.39 mV(TME3)). Gtavi ge, -potancjad TMEd teist zaa ssu bil e
vrednostima M | e s ,tg itukezuje da fenolna jedinjenja iz ekstrakta semankis u znal aj no

napromenunaelektrisanj@M kazeinskenicele.S| i | no p o n a g Sharmaeta. @024)r i me
za pasterizovani napitak na bazi kozijeg mleka (gkogije mleko) sa ili bez dodagobiljnog
ekstrakta, | i-poeesei yvakednbstuizmal apno razlikov

4.3.25. ATR-FTIR karakterizacijaTME funkcionalnih aditiva

ATR-FTIR analiza je sprovedene sa cillem da se dobiju dodatne informaefgktut er mi | ko g
tretmana i fenolnih jedinjenja ekstrakta semeimka proteire kozijeg mlekaATR-FTIR spektri su

dobijeni za ceo spektralni opseg (40000cm?) (Slika 4.4). Me L ut i m uz i msagtaw | i u
uzoraka, u daljoj analizi je fokus bio na spektoatnregionu 0d700 do1800cm?, koji je dalje
podel j e mpodregiond168001i700cm! (Region I, amid 1)16006-1500cm' (Region Il, amid

1), 15001200cm* (Region Ill, amid Ill), i 1200-700 cm* (Region IV, tzv.Aot i s ak pr:
(Af i n g &negion iii uylferiohidratni region)

Amid | region prat. 3(C=0) vi bracije -HepitN)adh€
vibracije (Grewal et al., 2016; Grewal et al., 2017; Markoska et al., 2018; Markoska et al., 2019)
Ami d |11 region takolLe prat.i i zmene u sekunda

komponenti mleka, kao i vibracije traka poreklom od ugljenih hidrata, fenolnih jedinjenja i lipida
(Grewal et al., 2016; Grewal et al., 2017Dtsak prstdi  r egi on | p rt-®t) i3 (-Qasz IC
vibracije ugljenih hidrata, najverovatnije laktoze i vibraeR€s;* grupakazeinskih proteinéGrewal

et al., 2016; Markoska et al., 2019)

M (1)

TM (2)
1445 TMEL (3)
1517 TME2 (4)
N U " T‘n ——TMES3 (5)
4 N L) p—
Y N ——SOES

Absorbance

400 900 1400 1900 2400 2900 3400 3900
Wavenumber (cm-1)

Slika 4.14. ATR-FTIR spektrisprep sugeni h prahova kozi jfengciomlhileddiiva nadbézs t r a k

odmagienog termilki tretiranog kozi j.OmakeM-edkma dbomgal £ino
kozje mleko (1);TM-t er mi | ki ifemekoi(90°€,MOMIR)OTME-f unkci onal ni adi tivi n.
termil| ki fijreegt imlaenkoag okboozgal enog razlilitim koncentraciija
fenolnih jedinjenja(Folin-Ci ocal t eu met oda) u finalnoj zapr emilni TTN

(TMEZL1)3); 0,4mg/ni. (TME2)(4); 0,6mg/ni. (TME3)(5); SOESs pr e j osugen.ekstrakt semenk

Analiza glavnih komponene(PCA) je prvo primenjenaa spektalnom regionwd 7061800cmt,

kako bi seodredilap ot enci j al na amaliaranihfankcjormalnin aditve(Slika 4.5a).

Za oOVaj regi on, fPe@Gam61i% i FA% Akupoebvargags@Jzoecivniay goupisani,

vel su mel us ob nverovatrdoprinosestruktund iemmne na kazeinskoj micel

i zazvane termil|l kim tret man ounTME fungcronalsio sditivimam f e |
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(uzorci 3-5). Me L u t i ngrafikkvarijaldi daje nepregleda g uuriraka (Slika 4.5b), tegko |
odreditikojesutraken a j v i ¢ esodvajapju uzamakal. Iz tog razloga, PCA je posebno primanjen

na | podegiona, kako bi seletaljnije sagledale strukturne promene na proteinimghove
interakcije sa fenolnim jedinjenjima.

Za amid | region, prve dvglavne komponentéPC1 i PC2) su klasifikovale uzorke u tri odvojene
grupe, o02znal armeilikp B grudafgorakdpi & gripa zorci4 i5)(Slika 4.5i).

Na osnovu ovog grponpditiedejkat ner moafpévaajesitovogit ma n a
termil ki t r.eStt iorgan osge tposkae(k el suppotencijalneinterakcije fenoa
jedinjenjaprotein i koncentcija fenolnih jedinjenja u TEfunkcionalnim aditivimamalij a | i uti c
na odvajanje i grupisanje uzoraka u ovom regi@uavajanjuuzoraka mlekdgrupa A) oduzoraka

mlekasa ekstrakim (grupa BiC)s u  n aj v i ejrakend 6638mit,1e481645cmt i 1651-

1653cm* (Slika 4.5j). Ovos e medgnepovezatisar o me n a ma elamesatadakundajne
strukture proteina popuintramolekulare b-n abr ane slistova)kt silr @ | ajbni h st
namotgq a -heliks&lelikin petlji (Grewal et al., 2016Grewal et al., 2017; Markoska et al., 2018)
uzrokovanih dodatkonfenon i h ek st r a k at @ TMs Rommatm jk da dapini kazijea

ml e k a purodmirgpkeselinskih ostatkarolina (Khan et al., 2019; Park, 20170ji remee

regularu strukturup r o t eheliksi intetdolekulsku b-nabranu struktuiya | i zoalh djenma
formiranje zavoja i hidrofobnih regiona(Alaimo et al., 199; Ye et al.,, 2013)Sa druge strane,
fenol na jedinjenja verovatno prodiru u unutr a

hidrofobni h Yeeepal @0L3su pokarah daisujvisgkopolinmépolifeno | i | aj a |
skloni interakcijama sa hidrofobnim regionima proteina miékadhodna UHPLC OrbitrapS*

analiza jepokazde da suflavan3-o | i i procijanidini dominanpntna
sl i ] no k.&togaknakdn dbdatlekatrakta semenki u mleko verovathaazi do interakcije

fenolnih jedinjenja shidrofobnim aminokiselinskim ostacima triptofana, tirozina i prol{Pancet

Legrand éal., 2006; Siebert et al., 1996; Zhang et al., 2021; Q. Zhao et al.,. ZDad)nterakcije
narugavaju nskundaraektrtkeuep soi ¢éinema (nasumilna zavec
intramolekulslka b-nabrana struktuja(Hasni et al., 2011; Ye «il., 2013)i doprinose promeni
struktura hidofobnih regiona proteina u TMuzorcima(Q. Zhao et al.,, 2020Dva zapaganj a
sagl asnost.i sa rezultatkiamal za naelsimainng & nlite vteil ¢
micd a u porMlzerkomU ami d | regi onuo dvea jtaankjoelEei zpmeil
funkcionalnih aditiva Odvajanp i z meBLgrupe (uzorak3) i C grupe @zorci4 i 5 naj wu g e
doprineletrakena 1614, 1622intermolekulara b-nabrana struktujal16251629(intramolekulara
b-nabrana struktuja 1675, 16791681 (b-okret struktura) 1686 (intermolekulara b-nabrana
strukturg i 1692 cm' ( {fantiparalelna strukturg)Grewal et al., 2016; Grewal et al., 20XBJika

4.15).0| i gl edmzd ijla tdea kromcentracije fenolvibrache j edi
peptidne veze u TH uzorcima

U amid Il regionuse jasno odvajaME1li TME3(Slika 4.15g). Odvajanjur ME1luzorka swdoprinek

traka na 1543crhi trake u opsegu talasnih brojeva @8601579cm!, gt o se moge p
promemmau  k o | -heliksarpétljii Jokreta(Grewal et al., 2017(Slika 4.15h) Gt taakainay e ,
1571 cmtmo § e b i34(i1iICOQ) bilwagija asparaginskih i glutaminskih ostataf@rewal et al.,

2017)koj i nisu ukl juleni u interakcije sa@avB3enol r
uzorkav er ovatno util e pov ejedinerja uluzorkeiénterakeije avepra f er
ola (katehina i epikat e@NniCN @514 1580 iCEBSck mp | e |
(Hasni et al., 2011; Kanakis et al., 201Rpred navedenotrakana 1517critmo g e b t - zbo
C)ar moaVibracija(NogalesBueno etal.,2017) gt o se moge povezati sa

slobodnih fenolrh jedinjenja u TME3uzorkuOv o dodatno potvr Lujel inte
naATR-FTIRs pektru sprej osugenog VvV o8CEB)¢Sjka#i.B4nol nog
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Slika 4.15. Grafici skorova (objekata) i varijablzvedeni izATR-FTIR spekéra kozijeg mleka(M i TM) i TME
funkcionalnih aditivazas | e dpektralneegione:(a, b) 7061800 cm; (c, d) Aingerprintiregion, 7001200 cmt; (e,
f) amid Il region, 12081500 cm; (g, h) amidll, 1500-1600 cnt; i (i, j) amid | region, 16061700 cm'. Oznake: M

odmagl en o ijesmlekoqly;TM-tkeorzmi | k ikozje mleko (90°@, 1Gmin)(2)TME-funkcionalni aditivi na
tiieegni mMkekda rebogahemgokorzazl i |itim konce
spr ej

odmagl enog
s a d r gfanplnihyjddinjgnja(fFolin-Ciocalteumetoda) u finalnoj zapremi TM/ekstraktp r e

0,2mg/mL(TMEL)(3), 0,4mg/mL(TME2)(4), 0,6mg/mL(TME3)(5)
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TME funkcionalni aditivi su u amid Il regionu isto grupisani kao u amid | regionu (Slika 4.15e).
MeLut i m, Uu ovom regionu sesimoogveo gprii meetrimiil|l koid v
|l emu su najvige doprinele tr ak e(Shka4.15f8 O2itom 140 1
da su lipidi uklonjeni, trake u regionu od 1390 do 1506cse mogu povezati sa
prisustvom/odsustvom Millardvih produkata, koji se formirajzbog primenjeogt er mi | k o g

tretmana (Grewal et al., 2017; loannou, 201&dvajanju uzoraka4 5 od ostal i h uz
su doprinele trake u regionima 133368 i 14811494cm!, gt o se moge povezat
strukturi proteina, koje su verovatno nastal e

navedenog, odvajanju ove grupea k olLe j e dopri d@gta modlka pCai 14
C)a r mo tvilracija slobodnih fenolnih jedinjenja.

Ako se uzme u obzir sastawnaliziranih uzoraka, vidljive trakeregioruAot i s a@00-p2003 t a fi
se mogu povezatie samas a -®)( £ (-C) vibracijamalaktoze ivibracijama fosfatnih grupa (
P>*) koje su u sastavu-Opis 0-Qeibracipmankbkaa ¥ej i i ss

deopolifenolnih glikozida( Gr ewal et al . , 21RZxadvEj regidh BGAtje ollvojiet  a |
spr ej rmleka @zerci i 2) odfunkcionalnih aditiva(uzorci 35) , d Siika P.6,
verovatno zbog izmenjenih vibracija specifil

jedinjenja sa proteinima mlekisle L u kad imterpretacija ovih rezultata treba biti oprezan, jer PC2
objagnjava samo 2 % Trakeunsgp 1B, d070;, 4057 ij 9@Dniit Idoptinese a .
odvajanji M (1) od ostalih uzoraké2-5) (Slika 4.5d), gt 0 s poveaati gaemenjenims POs*

) vibracijama(Markoskaet al., 2019)T e r mi | ki  WR/@Nukknapleksireriovatnou k | j ul uj u
i 1P AmaRO¥igupgj ufi me se menjna megatgiiwngt omdeeed er e
pokazaog-potencija. Gt avi ge, j oni kal ci juma | migtjui j uma
neutraligu negativno nael eg®Kennedy & MpueseynZ009)p @\u rog i
mo Jeutdial e na pred@degupe vi braci |

4.3.26. Raman karakterizacijarME funkcionalnih aditiva

Infracrvena (FTIR) i Ramanova spektroskopija su komplementaxigracione tehnike koje
prvenstveno prate vibracijgovezanesa istezanjm ili savijanjemv e z a . Mea tazlikuiodnR
spektroskopijeRamanovo rasanje zavisi od polarizabilnostdiajeintenziwnije signale za nepolarne
grupe(Li-Chan, 2007)Iz navedenih razlogkombinovana primenBTIR i Raman spektroskopije u
analizimultikomponentnih uzoraka hradeprinosi boljem razumevanjurirodeuzorakaip r al enj u
potencijalnih i nt erRakanspekrsudobijenilzaispdktramimopsége&40d a .
3800cnt* (Slika 4.56) . Dobijeni spektri s u snanili idrugn autorirza ma n
uzorke komercijal nog (MoBaverig étaln2080; Motog e a., 2008 r a h u
nekolikok a r a k t etrakakofe pripadajuamid Il (~1261cm) i amid | (~1670crt) regionu
(Almeida et al., 2011; Niaura, 200Bygula et al., 2013; Silva et al., 202Ppred togadominantra
trakana~2935cnt, s e mo g e pso(vGatr)astfiCiHb @ a c i | agenormlakioz) a  (
(McGoverin et al.2010; Silva et al., 2021; Wiercigroch et al., 2Q1dHktraka malog intenzitetaa

527 cm! odgovaras (i §) vibracijamaNiaura, 2006)

Dalji fokus PCA analize je bio na istim spektralnim regionima kao u-A&TH analizi. PCA analiza
spektralnog regiona od 700 do 1800%mtkriva da PCA (PC1 i PC2) klasifikuje uzorke u tri grupe,
oznal ene kao A grupa @zrak 3)iZamumaKuzorci)4,i 5) BSlika 4.17a). Trake
koje su najvige doprinele ovom odvajangcwm® melu
(Slika 4.17b).
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—M() ~2935
; ~TM (2) 4
= TMEL1 (3) ‘
= TME2 (4)
£ | —TME3(5)
O
<
z
B 1457
E ~1261 T ~1670
g | 527 R
7 M
440 900 1400 1900
Wavenumber (cm-1)
Slika 4.16. Raman spektrs p r e j osugeni h prahovaaklbori vagnml eleai i ofl mak

tretiranog kozijeg mleka obomaké: Bndmga elken oipkickndgy®leknen k e
termil ki ijerméekoi(9I0LNIOMIMB)EME-f unkci onal ni adi tivi n aandg a z i o]
kozij eg mleka obogalenog razlilitim koncent feaomihijedinjrga e k s t 1
(Folin-Ciocalteumetoda) u finalnoj zapreminiM/ekstraktpr e s pr e j s uge(NEL)@3) 0,4ng/mLO, 2 mg /
(TME2)(4);, 0,6mg/mL(TME3)(5).

Uanalizi amid I i amid Il regiona, moge se pr
ml eka (Slika 4.17q9, 1), a ovom od&%3haiksy 1661s u n a
1663, 1675 i 1686 crh( {okret struktura) (Slika 4.17j5a druge strane, M i TM nisu pokazali PCA
odvajanje nakon ATHFTIR analize istog spektralnog regiona. Potom, za amid | redibts2 |

TMES3 su grupisani i odvojeniod uzorkME1. Ovom odvajanju si6lZnaj vi
1644 cmtr egi onu (Slika 4.17j), gto se moge PpoOVE
ant i parnadramd strektur® kao i sa izmenjenim vibracijama aminokiselinskih ostataka
tirozina, triptofana i fenilalaninaNiaura, 2006; Rygula et al., 2013Buzbijene vibracije

aminokiselinskih ostataka su verovatno posl ed
i WP/ CN k o mp inikd&arnskihmieela PME2 r TE3 uzoraka. Pored navedenog, trake
u ovom opsegu (1612644 cmt) mogu takolLe Dbiti zbog vibraci

slobodnih flavarB-ola (katehin, epikatehin, epigalokatehiRpmpeu et al., 201 amid Il regionu,
SVvi uzorci su melLusobnograildwarijinhs! i((Kd | «al 4h)1.7 (
vibracije uamid Il regionu imaju mali uticaj na Raman rasejanje | dagmje intenzivnérake, pa se
odvajanje uzoraka u ovom regionu mora oprezno

grupi sani kao i u amid | regi ¢muwmj e8liiclhban 4al ae
daje komplementarne informacije o strukturi proteina kao i amid I. Trake u opsegu talasnih brojeva
od 12361257 i 12671304 cm, se mogu povezati -Balikm&niamal
strukturnih namoti &) a VAranma@aomo czbog pri menj
potencijalnih interakcija proteina sa fenol ni
prve dve PCA (PC1 i PC2) objagnjavaju 93% uku
grupe: A grupa (zorak2), B grupa @zorak3) i C grupa (uzorci 4 i 5) (Slika 4.17c). U ovom
spektralnom opsegu (7a4200cm!) , -@)(,C-Ci (, GOH) (€1261055 cm') |, FO-C)i ( C
vibracije (956870 cm?) (Slika 4.17d), se mogu povezatiggljenimhidratima(Almeida et al., 2011;
Wiercigroch et al.,, 2017) Gt avi ge, vel i ki br oj traka u ami

doprinele odvajamnj uzoraka, se mogu povezati sa vibracijama aminokiselinskih ost#timkaida

et al., 2011; Benevides et al., 2004; Niaura, 2006; Rygula et al.,,Z@#d8pktima Maillardovih
reakcija(Reiner et al., 2020; Silvaetal.,20)a o i -H3 a -Q@)( @ -Hli (o7 | viam-ni (A
plangi) i v aootofplandgini v(i Ar aci j ama(Pémpeuetlai20l® Queta.j nj e |
2020)
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Slika 4.17. Grafici skorova (objekata) i varijabli izvedeni iz Raman spektara kozijeg mleka (M i TM) i TME funkcionalnih

aditiva, za sl

edel e

s p e k 180&dmh &, dyAmggiprinti region, 791,200 ke, (€7 i) eBnide |11

region, 12001500 cmt; (g, h) amide 1, 150600 cm; i (i, j) amide | region, 160700 cm. Oznake: Mo d ma g i en o

sirovo kozje mleko (1);TM-t er mi | ki

tierndeka (B0a0y @Omik)@)Z ME-funkcionalni aditivi na bazi

odmagl enog

sadr g aj fenolkilujedmjenfa(Folin-Ciocalteumetoda) u finalnoj zapreminiM/ekstraktp r e

termjbli

mtekai obongal Eoog

0,2mg/mL(TME1)(3);, 0,4mgMmL (TMEZ2)(4), 0,6mg/mL(TME3)(5).
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43.27.Mor f ol og k e KMEBfarkdorainogaditivek e

Skenia a¢luéktronska mikroskopija MAaAMeTMEYsprdi u m
0 S u g mahova Me WL TME funkcionalnim aditivimaza SEM analizuje izabran TME3 uzorak
zbogn aj vsiagderggaj a f enkodonicht o esdd nmsEd#ElSae,viefab @Bt i c A a
nema sferni oblikv erd a j | imajuls ene §iu rAasrh r i izgled gntgod pjjee d ni Ispref z a
os udueorkemleka( A. Kal ugev.i [Kaedta ajle. ,t e2nple7r)at ur a sopr e
slulaju (LBaA@)cepoevdygge ost aj enaverosafnieskupliagjuf | e k :
i smegur av aj(Nijdah&Kangrish, 2006} o e sirovog mlwik@e se
sferinih | estinieqgao (g$SIbiuk aaMit.BWbB3aujorkaOv o moge bi ti
dvostrukogt er mi | ko g t r &3 una@akaokomNdipreme &r mi | Kk i t rietir a
t okom s prtRojedtega,@é mjicelasm r ovog ml ek amad artalj fu) gp @ rk
(Slika 4.18a). Sadrugestratee r mi | ki tretirane k&Aeagglkdimi pe
sauniformna a s peoims#trii m | est i cama p,gtjrg orje zZ( WSl ti &kta tde rimitk
i formirani h WP/ CN kompl e alabetmalal983pResicegtah PO1R a z e
Na SEM slei TME3 uzorkas e mo g e kpormpnaekttintiij a i mregamsta s
grozdasti m agr e gaadinskenanicele(8lika pdd8cyggtioni ukazuj e na
interakcija izmelLu WP/ CN(Okdalmtml, 20635 Sharma ef ak,2@21)n i h
Ove interakcije su omogulile formiranje(MHkompa
Chen et al., 2020; Pan et al., 2019) S| i | nu mor fol ogiju sasugelniel i
odmagiene prahove mleka obogahen®. sKaklbgepvakt
antocijaimabogatim ekstrakt oM. okal af av cdksiraktons opae , 2
aronije( L ulNii kol i | eNaSEMsliGsp 2@® 1 %y sketrpléasemenke | est i ce i
nepravilni i agregirani izgledS(iki 4.189. S1 i | na mo r fthod dorgd j @mr ij nee | pernea
slikama sirovogilybum marianurekstraktgSansone et al., 2018prejos ugenog ekstr ak
g r o (Morano et al., 2016)

i i

10KV’ x%f,oop 10um 15kV  X1,000° 40pny

Slika4.18SEM sl i ke spr ej oasmnagd reintoijpei anmboeviaok ¢(M)): ( bile mielor mi | ki
(90°C, 10min) TM) ; (c) funkcional ni aditiv naij ebgziml ekmadphbemga
ekstraktom semenkd@ME3);( d) sprej osukgen ekstrakt semen

128



4328.Gemat s ki lpucije fermlaih jetnjenja w TME funkcionalnim aditivima

Na osnovu dobijenih rezultataletalino okarakterisanihfunkcionalnih aditivai prethodno
predstavljenog modela distribucije ser(@escprot
etal.,2012) mo @ e ma & s k idistphudipfk 2 n@1 ini h j edi njenja u ter
mleku naprirodnom pH mlekapH=6,7 (Slika4.19).

Preahodno je pokazano da termil ki tretman kozi j

denair aci j e serum prot eikma eii nrojm h o-\d ekézeigom@eagieo c isjau
etal.,202). U| e ¢jlek ®beina u formiranju WP/ CN kompl e
uni formnu distribuciju kompleksa vezaninh za
kompleksa(Pesic et al., 2012Neke predhodne stije su pokazale da ovi toplotomndukovani

WP/ CN kompl eksi vezvangkazeiuskilj micelada feminitrdimjenjima(Rahimi

Yazdi & Corredig, 2012; Villalva et al., 2020)

Na osnovu rezultata elektroforetske i UHPDBD MS/ MS an al i zpostavitida feeolnas e pr
jedinjenja iz semenke grogla, z leagugu sa WB/EN ko

kompl eksima na povrgini kazeinski h nihiedingehja . Me
u TME2 i TME3uzorcimad o v o d i doezakiei gnja mesta na povrg
(TME2) , [ prodiranja f enolQONikkhmp leedkisna esng av eul ium

hidrofobnim regionima kazeinskih micela (B\8). Afinitet vezivanja fenolnih jedinjenmpa r az | i |
delove kompleksa povezanih sa micela@awvisi od fenolnih jedinjenja prisutnih u ekstraktu semenki

gr og L a Ye ePal. €618kazeinska micela intenzivnije vezuje visoko polimeriza/tmoina
jedinjenja dokserumproteini petenduju u vezivanju fenolnih jedinjenja manjih molekulskih masa
Fenolna jedinjenja ekstrahovanaetanolomiz TME funkcionalnih aditivasu verovatno sloboa@n

fenolna jedinjenjali fenolna jedinjenjavezarms | abi j i m v e z lkapemskiz micelpSav r g i r
druge strane, kvercetin i i zoramnetin nisu ot
pretipostavitida su ova i druga manje polarna fenoilna jedinjenja u interakciji sa hidrofobnim
regionima kazeinske miceld@repostavljeni modeli swodatnop ot v r L eRTIR i Ramin
analizom i njihovm PCA odvajanjimaprvenstveno u amid kmidlll regionima U ovim regionima

TTM+E1 uzorak se odvaja od uzoraka TME2 iEM . Ov 0o o0 d v aicimannpstaje sbed’- u u
izmenjenih vibracijss peci f i | ni h v e zakojuse sidgu pokerati sai postojanjera k u |
potencijalnih interakcija fenolnih jedinjenja sa WP/CN ko e k s iCila , iCNUSt avi g e,
specifl ne vi braci j e Kk ol3auzokewosin @gionimals®idgu poveZatvKa C

C)ar mo tMibragijamaslobodnih fenolnih jedinjenja gt o j e u s a PARMSIMBs t | S
rezultatima.
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/ 90°C / + fenolna jedinjenja
. S i e & TME2 §¢
L\ ) N\ /o I\ o
(& L(L'—?’L LV e, - I
o ‘I‘(‘o—t B
Legenda: . ’ .
? k-CN ‘e 228 .
e B-CN |Kazeini (CN) N "t/‘_‘.} .>. 3
e 0s2-CN p 4;‘/, =
o ]Serum proteini (WP) (3 TME3 .Z
B-LG 3 ~
« Fenolna jedinjenja . 'z S .
A
.L ‘& \_ ’_.
Slika 419 Ge mat s k i prikaz interakcija razlilitih konca&ntrac
termi | ki tretiranog kozi Segameaidana@9d ®AO jjesdedodMib)e k oved kp H
tretirano koge mleko (90°C, 10min)TME-f unkci onal ni adi tivi na baiegmlekd magl e
obogal enog razlilitim koncentraci j amafenerhsjedinjanjatFain- s e me n

Ciocalteu metoda) u finalnoj zapremini TTékstraktp r e s pr e j s u g e(TMEA); OptingdmL(TME22 mg / mL
0,6mg/mL(TME3).

4.3.29. Tehnofunkcionalna svojstvalr ME funkcionalnih aditiva

Emul guj ul B, TMVTME subkeianalnih aditivasuo d r e L @, 0,548 1% (m/V)

rastvore (Slika 4.20, grafik ap). Premadobijenim podacima 0,1% rastvori su pokazali bolja
emul guj ul a s v agseetanalizirafeRiZotke,ap €Sénj u sa 0 ,Péredi 1 %
toga E A | [ ESI vrednost. za 0, 5% irazlikoValeg azent avloir ed as
s a d MgTMji TME urastvoima, v i gdd,®% ni su i mal e uticaj. nLao ged muwa
emul guj ul @5 i4%rasjvaraswnajverovatnijedobijenazbog prisustva neabsorbovanih

proteina name L uf az n o | povrgini v 0 d gDickinspne 1999)Rad| ii | idteas t
emul guj ul i marslizicagM, T™ iiTvhiEraswaese mogu primetitamou s | @1%a j u
rastvora, pa | e seovelwmdrkea di skusija odnositi

n
Najviga EAIl vrednost | e dob i%j),aokasuEAavrednosti @d%M r a
TM i TME rastvora bile skoro duplo manje (25, 2 puta manje) (Slika 4.2

rezultatima koje su dobiP e g i | et. &Ov.e (2a@l13)ke su bile ol eki
tretiranih kazeinskih micela bio znalajno ve
di skutovano u odeljku 4.3.2. 4. l z navedenog

|
povrgiinawe kwlpjla u odnosu na micele |
porelenju s@PeMyiuz o E2OInlv)r ednostii o]
semenke groglLa u TME wuzorcima (TM

vel il i ne ukoekat(adaljak 4.8.2:4). h

sirovog ml e
padaju sa p
E1>TME2>TME3
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(a) EAl-indeks aktivnosti emulzije (b) ESI-indcks stabilnosti emulzije

Hl 0,1% rastvor Bl 0,5% rastvor B3 1,0% rastvor B (,1% rastvor B 0,5% rastvor B 1,0% rastvor
1004 801
90 701 3
80 1;
704 ®
60 &
s0 < =
& 504 & £
g ¥ % = < E
40 = T <
=
ul @ @
=] s A =] [==)
20 - -} -1 <=m )
« < = < )

(C) FC-kapacitet pene (d) FS-stabilnost pene
Hl (0,1% rastvor Bl 0,5% rastvor BA 1,0% rastvor Hl 0,1% rastvor Bl (0,5% rastvor Ea 1,0% rastvor
12001 6004
11004 550
B 3
10004 ] 500+

9001
8004
700
600
500+
4004
3001
200
1004

4501
400+
350+
300
250+
200+
150
100+

y - - b b
VMR ol bol g g

> 0\ 2 el
a3
& §©§

a,B

%
Y%

Slika 4.20 Tehnef unkci onal na svojstva funkcionalni h gedimekava na
obogal en omsemdnket (a) mdeks aktivnosti emulzije; (b) Indeks stabilnosti emulzije; (c) Kapacike(gen
Stabilnostpenleodaci su pri kazani kao srednje vrednosti+standa
izmelu wuzoraka Kprghaurastwey ua ivwelii ksaadslgoava oznal avaju por
posebno. Razlilita slova oznaTl wkagpttup<Goba.t i Skiria lke-nijezcnea:| a,j.
detektovan; Mo d ma ¢ | e n o ijesmilekogTM4 e k artietirang kozje mleko (90°C, 10min)TME-funkcionalni
aditivi na bazi odmagjieogongl ekea nuHdckgaliteareag rraanzolgi lkiotzi m ko
tako da | e fenalditrjegiajgnjdrolknCioaaltelmetoda) ufinalnozapremini™/ ek str akt pre sp
bio: 0,2mgmL (TME1); 0,4mgimL (TMEZ2); 0,6mgiL (TME3). Napomena: rastvori uzorka su dobijeni rekonstitucijom
odgovarajule mase praha u 100ml mili Q vode.

Dobijeni ESI rezultati z®,1%M, TM i TME rastvoe suprikazani na Slici 4.20Najboljastabilnost

emul zije je pos 1% TMEArdasworaks®,69+3)35 mirpbearsposobnost TEB

uzorka u stabilizaciji emulzija jeerovatno zbog sposobnosti B@ kazeinskih micela da formiraju
kompaktan, ujediae n i mregasto struktuiran melufazni f
su bile pokrivene WP/CN kompleksima i fenolnim jedinjenjima koja su pokazala sposobnost da
uspegno povegu gk oz dosinspoleazalm BEMednadiza. Osim togasustvo
slobodnih i micelarno vezanih fenolnih jedinjenja okrenpth e ma v odenoj fazi | e
stabilizaciji emulzija zbog sternih odbijar(@uan et al., 2019pr uge st udi je su t al
polifenolprotein konjugati efikasnije stabilizuju ulje/voda emulzije nego sami praféinChen et

al., 2018:; Yi et al., 2015) a kedtrkba napomenuti da je 0,1%Fastvor pokazaw e Istabilnost
emulzigeupor elLenj Mrasvaronp , § %o gz eal ajt aWPOCN kompl eks
emulzija
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Na osnovu dobijenih rezultata za emul thadipou | a s
prijavlienih modela( Pe g i |,, p2 Gildlu)o g ez | i distrihucije kazeirtslahl micela M,
TMiTME3uzorakan a p o v r kapljice,u 2avispostinod koncentracije rastvpraprirodnom

pH mileka(pH 6,7) (Slika 4.21).

Peniva svojstvM, TM i TME rastvora su prikazana na Slici 4.20 (grafik c,d). Svi analizirani rastvori

(0,1; 0,5; i 1%, m/V), su pokazali dobru sposobnost formiranja pene (Slika 4.20c). Vrednosti za
kapacitet pene (KP), zZ a 0, 1%nd iraZTMi kashaVl et
dal je povelenje sa(bgiy g pokazaiorda ed rastvori afigasmjiair u
formiranju pene. Sa druge strane, M, TM i TME rastvori (osim 0,1 i Qyb%astvori) su pokazali

odsustvo ili smanjenu sposobnost dtabiz aci j e pene, gto ukazuje da
peniva svojstva. lako je mehanizam formiranja
melLuf aznovyazdgwood @i he vel. od o0 n alje/moda(Dareoddaran,a z n o

2005) Zbog toga je neophodana denavtvazduldoidjaga @n a
ukazuje na znal aj mol e(Razumavsky &Damdbdar&ns1PINazeimskes t i

micele, termilki tretirane il ne, su slilne
nNi su u stanju da s marmjzen ome apdula Qrdia i N Opllor cel Lypegnaom ot
penivih svojstavaz® uzorak se moge objasniti prisustvol
di stribuirat:i neazdumg 8 dhazemelpokagiennski h mi ce
melLuf azei npkio fil m. Ov aj film pri sadrgaju M
formiranja I stabil nosti peanzei ns knd miec eMae ,j ek
uzorci ma, rezultirala | ogi j i m ntpaejafenolnimedimjenmj st v
u uzorku. lako su vrednosti za kapacitet pene bile visoke u analiziranim uzorcima, ove pene su bile
rastresite sa velikim mehurima vazduha koji Z
mehura (Ostwaldvo sazrevanjd e j avlja u velini uzoraka veoma
Na osnovu ovih rezultatmo g e s e zkapadit¢farrhiranjaii stabilaosti pene M, TM i TH
uzoraka zavisi od sadrgaja uzorka u rastvoru,
u saglasnosti sa prijavljenim rezultatima drugih stugdijeet al., 2021; Prigent et al., 2009; Wu et

al.,, 2007; Zhan et al., 2018) Slovimm®z ul t at i ma, drugi i stragiyv
koncentracije taninske kiseline (TA) u TA/natrijutazeinat nanokomplekgZhan et al., 2018 li
povelanje sadrgaja instant zel eno@Nuletalj, 2007 me g
utilu na smanjenje sposobnosti formiranja i/
sadrgaj fenolnih jedinjenjaprimtteeinrziimani jie sbrhaorkj
hidrofobnost, gto rezultira smanjenjem peni Vvi
Na osnovu dobijenih rezultata za peniva svojstva, literaturno dostupnih podatakidnadpee
prijavljenih modela( Pe gi [,, p2CWMdl)ogeni s u r akazeimskih micela Mo d e |
TMiTME3,na melLuf aznoyazdphp Pt gt pauv ¢ikafh.22c i , meli )
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Slika 4.21 Ge mat gliktribucjiek a k ez nski h micel a n(a)0,preVrrastyar, (b)0,1% TV rastwog (c)i0,a%TIMES rasteor;(d) 0,5 i 1%M rastvori; (e)

0,51 1%TM rastvori (f) 0,5 i 1%TME3 rastvoripripH 6,7.Sk r al ewmidme:g | M n o ijesriekogTM-® ek onz | k i
odmagi enogijegr mi kkia Dbednsicammd el & 3 &k @ k td &nojnib jednerjatFdliaGiocaltdumatoda) i finalnoj

aditvna bazi
zapremini™M/ ekstrakt

pre

& TME3).

sugenj a

0, 6mg/ m
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Sika4.22. Gemat s ki prikaz di st r izbnuoci jpeo vkragzieniin svkaizhd unhi/cveoldaa :n a( ame LMvlfod(m=a)g | TeM;o is i (rco)v oT MED3
TM-t e r mi | koikozife mieko (90°@, A0min); TE-funkcionalni aditvnd azi odmagl enog termi | ki tretiranog kozijeg mle
ukupnih fenolnih jedinjenja (Foli€iocalteumetoda) u finalnoj zapreminiM/ ek st r akt pre &(0ME3). sugenja 0, 6mg/ m
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