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2. Uvod



Epidemioloski rezultati jasno pokazuju da umjerena konzumacija vina ima povoljne u¢inke na
ljudsko zdravlje, posebice na kardiovaskularni sustav [1-3]. Vino usporava razvoj
aterosklerotskih pojava putem antioksidacijskog, protuupalnog, antikoagulantnog ucinka te
pozitivnim djelovanjem na lipidni status [4-9]. Osim alkohola, polifenoli u vinu smatraju se
najodgovornijima za ove ucinke, iako mehanizam njihovog djelovanja nije u potpunosti
razjasnjen [10, 11]. Polifenoli su vjerojatno najistrazivanije molekule nutritivnog podrijetla s
bioloSkom aktivnosti. Neka znanstvena istrazivanja ukazuju da mogu inhibirati proliferaciju
tumorskih stanica, smanjiti vaskularizaciju tumora, ostvariti neuroprotektivni ucinak,
stimulirati vazodilataciju i povecati izlu€ivanje inzulina u in vitro eksperimentalnim uvjetima
[12-14]. Ipak, danas se zna da su polifenoli iz hrane nakon konzumacije podlozni znacajnim
metabolickim promjenama (Slika 1) i u formi svojih metabolita postizu vrlo male

koncentracije u ljudskoj plazmi [15].

Tehnoloski postupci proizvodnje znacajno utjecu na kvalitetu 1 kemijski sastav vina. Dok se
ve¢ina danaSnjih vina proizvodi tehnologijama koje sprjeavaju brzu oksidaciju nakon
otvaranja boce, proizvodnja organskih vina koja ne sadrze konzervanse sve je popularnija.
Medu takvim su vinima 1 tradicionalna macerirana bijela vina kod kojih se nakon fermentacije
kontakt s cCvrstim dijelovima grozda (pokozice i1 sjemenke) nastavlja jo§ tjednima ili
mjesecima [16]. To omoguc¢uje dodatnu ekstrakciju fenolnih spojeva iz pokozica i sjemenki
Sto rezultira vinima specifi¢ne zlatne boje 1 visokog sadrzaja polifenola [16-18]. Posljedi¢ne
visoke koncentracije polifenola nastaju i zbog njihove dobre topljivosti u etanolu tijekom
maceracije, a nakon zavrSene fermentacije [19]. Zajedno s drugim sastojcima, fenoli uvjetuju

kvalitetu vina i bitno utjeu na njegova organolepticka svojstva [20].

Male promjene u fizikalno-kemijskim svojstvima vodeno-alkoholnih otopina u kojima se
nalaze polifenoli, ali 1 okoliS$ni ¢imbenici kojima je vino izlozeno, mogu utjecati na kemijsku
stabilnost, topljivost, sklonost talozenju i reakcijama s proteinima. Sve to potencijalno mijenja
biokemijska svojstva i biolosku aktivnost vina [21]. Budu¢i da su bioloski ucinci bijelih vina,
napose maceriranih, manje istrazivani, upravo su ucinci standardnog i maceriranog bijelog
vina istrazeni i usporedeni u ovoj doktorskoj disertaciji. Kako bi se uklonio utjecaj prouzrocen
sortom 1 uvjetima uzgoja vinove loze, istrazivana vina proizvedena su od grozda iste sorte, iz

iste berbe 1 istog vinograda.
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Slika 1. Shematski prikaz metabolickog puta polifenola nakon konzumacije vina i njihovih
istrazivanih bioloskih uc¢inaka u razli¢itim organskim sustavima. Preuzeto, prevedeno i
pojednostavljeno od Fernandes 1 sur. Wine Flavonoids in Health and Disease Prevention [22].



2.1. Prirast tjelesne mase

Dislipidemija, hipertenzija, dijabetes melitus tip 2 i metabolicki sindrom vaZzni su ¢imbenici
kardiovaskularnog rizika. Pretilost je usko povezana sa svakim od njih. Prekomjerna tjelesna
masa 1 nakupljanje masnog tkiva identificirani su kao glavni uzroci smrtnosti od kroni¢nih
bolesti. Prema podacima Svjetske zdravstvene organizacije (2011) vise od polovice europske
populacije ima prekomjernu tjelesnu masu, a 30% je pretilo [23, 24]. Paralelno s porastom
pretilosti, danaSnje ,rekreativno® prekomjerno pijenje alkoholnih pic¢a uzrokuje ozbiljne
zdravstvene 1 druStvene probleme i takoder predstavlja jedan od vodecih uzroka prerane smrti
u svijetu. Zbog svega toga u zadnjih se desetak godina intenzivnije proucava povezanost

konzumacije alkoholnih pi¢a i prirasta tjelesne mase [25-27].

Alkohol iz vina moZze biti znacajan izvor energije u prehrani. Unato¢ visokoj kalorijskoj
vrijednosti od 29,7 kl/g, 1 dalje ostaje dvojbeno predstavlja li umjerena konzumacija napitaka
koji sadrze alkohol ¢imbenik rizika za porast tjelesne mase i pretilost [28]. Epidemioloske
studije pokazuju kontradiktorne rezultate. Ne uzimaju¢i u obzir vrstu konzumiranog
alkoholnog pica, dio studija zakljuCuje da postoji pozitivna povezanost izmedu konzumacije
alkoholnih pica i visokog indeksa tjelesne mase (BMI, engl. body mass index) zajedno s
ostalim rizi¢nim ¢imbenicima za razvoj pretilosti kao $to su: manjak tjelesne aktivnosti, nacin
prehrane 1 puSenje [29, 30]. S druge strane, prospektivna istrazivanja na velikom uzorku ljudi
u trajanju od 10 1 viSe godina, pokazuju da muskarci i Zene koji su pili umjerene koli¢ine
alkoholnih pi¢a imaju sporiji prirast tjelesne mase i manji rizik od pretilosti u usporedbi s
ljudima koji ne konzumiraju nikakva alkoholna pi¢a [31, 32]. Suprotno tome, neke studije
sugeriraju da postoji povezanost konzumacije samo velikih koli¢ina alkoholnih pica i
razvijene alkoholne ovisnosti s povecanim prirastom tjelesne mase, osobito u ranijoj Zivotnoj

dobi [33].

U 2015. godini objavljen je pregledni rad koji objedinjuje sve dosadaSnje epidemioloske
podatke o povezanosti konzumacije alkoholnih pi¢a i debljanja. Ondje je zakljuCeno kako
konzumacija alkoholnih pi¢a predstavlja jedan od riziénih ¢imbenika za razvoj pretilosti u
pojedinaca, pogotovo ako ih se konzumira u velikim koli¢inama. S druge strane, pojedinci

.....

tjelesne mase [34].

U vecini se slucajeva suprotni epidemioloski podaci mogu objasniti unato¢ poteskocama u
procjeni unosa alkoholnih pi¢a kao i u kontroli razli¢itih zbunjujué¢ih ¢imbenika (spol
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ispitanika, vrste alkoholnih pica, ucestalost konzumiranja, ,uzorak pijenja“ — npr. uz
obrok/samo vikendom/itd., bavljenje fizickom aktivnosti, genetski Cimbenici za razvoj
pretilosti i dr.). S jedne strane, alkoholna pi¢a uz obrok mogu pridonositi kalorijskom unosu
zbog vlastitog kalorijskog sadrzaja ili povecavanja apetita, kako je zabiljezeno u nekim
studijama [35-37]. Osim toga, s biokemijskog i metabolickog aspekta, etanol se moze
promatrati kao preteCa masti s obzirom da nizom metabolickih procesa uzrokuje sintezu
masnih kiselina i smanjuje njihovu p-oksidaciju. Na taj nacin uzrokuje nakupljanje
triglicerida, koji se prenose lipoproteinima vrlo-niske gustoc¢e (VLDL, engl. very-low-density

lipoproteins), 1 masnog tkiva, posebno u predjelu abdomena [38].

S druge strane, etanol se bitno razlikuje od drugih izvora energije jer je jedini koji se ne moze
pohraniti i uvijek se metabolizira kao prvi supstrat. Induciranjem sustava mikrosomskih
enzima za oksidaciju etanola (MEOS, engl. microsomal ethanol-oxidizing system) dolazi do
njegovog metaboliziranja, ali uz stvaranje manje energije od ocekivanog [39]. Osim toga,
induciranje MEOS-a dovodi do pojacane termogeneze koja u zdravih ljudi s umjerenom
konzumacijom alkoholnih pica iznosi oko 20%, §to je viSe nego za bilo koji drugi energetski
supstrat. Ovi podaci upucuju na zakljucak da je vec¢i dio energije dobiven iz alkohola

dostupan i potencijalno iskoristiv za sintezu ATP-a [40-42].

Kad se u obzir uzmu vrste alkoholnog pi¢a i nacini konzumacije, neke studije impliciraju da
bi crno vino moglo biti bolje u prevenciji prirasta tjelesne mase u odnosu na ostale vrste pica
Sto se posebno odnosi na pivo i sokove. U literaturi je ve¢ utvrdena pozitivna povezanost
konzumacije piva i sokova s debljanjem [43, 44]. S druge strane, studija u kojoj se Cetiri
tjedna konzumiralo crno vino iznosi rezultate o povecanoj koncentraciji adiponektina u krvi,
proteina koji se uz leptin povezuje s promjenom tjelesne mase i negativno korelira s porastom

BMI-a [45].

U navedenoj problematici provedeno je i nekoliko istrazivanja sa zivotinjama u kontroliranim
eksperimentalnim uvjetima koja zakljuuju da unos etanola nije uzrok povecanog prirasta
tjelesne mase u Stakora i miSeva [46, 47]. Nadalje, studija na Stakorskom modelu takoder je
pokazala da umjerena konzumacija crnog vina u eksperimentalnoj skupini rezultira manjim
prirastom tjelesne mase u odnosu na konzumaciju vode u kontrolnoj skupini [48]. Sli¢no
tome, u drugom istrazivanju Stakori koji su 8 tjedana konzumirali vodenu otopinu etanola ili
crno vino imali su znacajno manji prirast mase u odnosu na kontrolne zivotinje, unatoc¢

slicnom ukupnom energetskom unosu [49].



Dosada su se povoljni ucinci crnog vina na prirast tjelesne mase, u usporedbi s drugim
alkoholnim pi¢ima, najvise pripisivali razli¢itim bioloskim djelovanjima vinskih polifenola.
Osobito u zadnje vrijeme, otkad se pretilosti pristupa kao epigenetskom poremecaju, sve je
viSe istrazivanja raznih molekula iz hrane 1 pica, a pogotovo flavonoida, koji bi mogli
mijenjati epigenetske stanicne mehanizme uklju¢ene u debljanje [50]. Govori se o ulozi
flavonoida u smanjenju unosa i/ili apsorpcije hrane, promicanju iskoriStenja ili sprjecavanju
skladiStenja energije [22]. Jedna od popularnijih hipoteza je njihova uklju¢enost u kontrolu
apetita preko srediSnjeg ziv€anost sustava koji nadzire osjecaj sitosti [S1]. Osim toga, novije
su studije pokazale da bi polifenoli mogli potencirati AMP-om aktiviranu kinazu, AMPK
(engl. 5'-adenosine monophosphate-activated protein kinase), koja nadzire transport glukoze i
oksidaciju masnih kiselina. Opisanim mehanizmima djelovanja polifenoli bi mogli suprimirati
glukoneogenezu u jetri, inducirati B-oksidaciju masnih kiselina i pojacati prijenos glukoze u
misi¢e 1 masno tkivo, a smanjiti njezinu koncentraciju u krvi te time prevenirati razvoj

inzulinske rezistencije [52, 53].

Jedan od pristupa u nadzoru tjelesne mase i lijecenju pretilosti je smanjenje apsorpcije lipida.
Polifenoli, stupajuci u interakcije s probavnim enzimima i tu mogu ostvariti pozitivne ucinke
[54]. Naime, pokazano je da ekstrakt grozda i oligomerni procijanidini mogu inhibirati
aktivnost lipaza gusSterace i time smanjiti apsorpciju triglicerida [55]. Djeluju izravno tako da
se vezuju na kolesterol i Zu¢ne kiseline te smanjuju njihovu topljivost i apsorpciju kolesterola
[56], ali 1 neizravno, putem glicerol-3-fosfat-dihidrogenaze smanjujuci biosintezu lipida [57].
Osim navedenoga, polifenoli mogu dodatno utjecati na metabolizam ugljikohidrata
inhibicijom o-glikozidaze 1 amilaze, enzima ukljuenih u razgradnju prehrambenih

ugljikohidrata do monomera [58].

lako su prirast tjelesne mase i konzumacija alkoholnih pi¢a u fokusu brojnih istrazivanja, jo$
je uvijek nedovoljno razjasnjen mehanizam kojim vino ne dovodi do povecanja tjelesne mase
te su ucinci razlicitih vrsta vina neistrazeni. Gotovo sve studije koje ispituju povezanost
konzumacije vina i prirasta tjelesne mase provedene su s crnim vinima zbog njihovog velikog
sadrzaja polifenola. Nadalje, nije jasno kompenzira li 1 u kojoj mjeri konzumacija vina unos
energije iz hrane [34] te predstavlja li dob pokusnih Zivotinja vazan ¢imbenik u povezanosti

konzumacije vina 1 prirasta tjelesne mase [32].

10



2.2. Oksidacija vina

Oksidacija je kemijski proces kojim se iz atoma ili skupine atoma uklanja elektron u
reakcijama koje mogu, ali ne moraju, ukljucivati vezanje kisika ili gubitak vodika. Uz neke
iznimke, ucinci oksidacije na hranu smatraju se Stetnima i ukljucuju gubitak prehrambene
vrijednosti, razgradnju lipida ili vitamina, razvoj neugodnih mirisa i promjene kvalitete okusa.
Oksidacija vina nakon izloZenosti zraku povezuje se s degradacijom organoleptic¢kih svojstava
uz nastanak nepozeljnih mirisa i tamno smede boje, 'smedenje' vina [59]. Rijetko, i viSe u
slucaju crnih vina, govorimo o namjernoj, kontroliranoj oksidaciji vina koja povoljno utjece
na stabilizaciju njegove boje i smanjenje adstringentnosti [60, 61]. U proizvodnji bijelih vina,
s druge strane, ulazu se posebni napori kako bi se izbjegao dodir vina s kisikom jer se njegova

oksidacija gotovo isklju¢ivo povezuje s gubitkom kvalitete [62, 63].

Zbog toga se bijela vina redovito zasticuju konzervansima, od kojih je sumporov dioksid
najces¢e koriStena kemikalija. Osim §to sprjeCava promjenu boje vina, sumporov dioksid
ostvaruje 1 antimikrobne uc¢inke. Ipak, porastom broja prijavljenih alergijskih reakcija koje se
pojavljuju u ljudi osjetljivih na sumpor, i drugih Stetnih ucinaka (npr. zaostajanje u rastu,
klini¢ki polineuritis, atrofija koStane srzi i kosti 1 dr. [64]) Svjetska zdravstvena organizacija
(WHO, engl. World Health Organization) i Internacionalna Organizacija za vinarstvo i
vinogradarstvo (OIV, engl. International Organization of Vine and Wine) pokuSavaju uvesti
restriktivnije mjere oko uporabe sumpora [65, 66]. Proizvodnja organskih vina koja nisu
zaSti¢ena konzervansima stoga je sve popularnija, ali je u takvim vinima moguénost razvoja

oksidacije posebno izrazena.

Postoji vise organskih tvari u vinu koje su potencijalna meta oksidacijskih procesa, od etanola
do razli¢itih kiselina, osobito vinske kiseline [67]. Zanimljivo je da su etanol i vinska kiselina
ina¢e znacajno otporni na oksidaciju, osim ako je ona zdruZena s oksidacijom fenola [59, 68].
Vinske fenole mozemo podijeliti na flavonoide i1 neflavonoide, flavonoide dalje na flavan-3-
ole, flavonole 1 antocijane, a neflavonoide na fenolne kiseline (hidroksicimetne i
hidroksibenzojeve) i njihove estere, te stilbene. Hidroksicinamati su glavna skupina fenola u
bijelom vinu, te uz flavanole predstavljaju tvari koje ¢e se prve oksidirati i zapoceti proces

'smedenja’ [20].

Vinski polifenoli koji sadrze 1,2-difenolnu (orto-katehol) grupu oksidacijom mogu biti
prevedeni u kinone. Na ove reakcije znacajno utjeCe pH vina tako da su one pri viSim pH

vrijednostima brze. S malim povecanjem pH znacajno raste koncentracija fenolatnih iona koji
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reagiraju s kisikom c¢ine¢i tako vina s viSim pH podloznijim oksidaciji. Nastali kinoni su jo$
jaci elektrofili od pocetnih fenola i stupaju u reakcije s preostalim polifenolima. Na taj nacin
regenerira se mala koli¢ina pocetnih dikatehola koja je ponovno podlozna oksidaciji [69].
Ukupno u reakciju stupa vise molekula kisika nego §to je o¢ekivano s obzirom na pocetni broj
molekula polifenola [62]. Osim toga, u istim reakcijama najvjerojatnije postupno dolazi do
polimerizacije produkata i neki su od njih na kraju odgovorni za smede obojenje oksidiranog

vina [69].

Ukoliko je doslo do polimerizacije flavan-3-ola govorimo o nastanku proantocijanidina, ili
kondenziranih tanina. Proantocijanidine mozemo podijeliti na procijanidine, koji u svojoj
strukturi osim katehina i epikatehina mogu sadrZavati estere s galnom kiselinom, epikatehin-
galate, te na prodelfinidine, koji dodatno sadrze monomere epigalokatehina. U novije vrijeme,
suvremenim se metodama mogu identificirati 1 kvantificirati sve navedene strukture u vinu, ali
1 odrediti stupanj polimerizacije proantocijanidina, na kojeg bi znacajno moglo utjecati

vrijeme maceracije u proizvodnji vina, i oksidacija nakon otvaranja [19, 62, 70].

U pocetku se mislilo da kisik moze izravno reagirati s fenolima u reakcijama koje su
autokatalizirane (brzina im se povecava kako se nastavlja oksidacija) [62]. Novije studije
pokazuju da su reakcije oksidacije najceS¢e katalizirane ionima Zeljeza i bakra u tzv.
Fentonovoj reakciji koja pretvara vodikov peroksid u potentni hidroksi-radikal odgovoran za
oksidaciju organskih spojeva [71]. Vinska se kiselina tako prevodi u glioksilnu kiselinu, a
etanol u aldehid, nakon cega se oksidiraju 1 druge organske tvari u vinu koje su prisutne u
manjim koli¢inama, npr. glicerol, Seceri 1 dr. Kada je prisutan u vinu, sumporov dioksid veze

se za hidroksi-radikal sprjecavajuci tako oksidaciju ostalih komponenti vina [59].

S obzirom na ukljuenost enzima u navedene procese, treba razlikovati enzimatsku i
neenzimatsku oksidaciju. Prva je karakteristicna za pocetne korake u proizvodnji vina i
grozdani most. Posredovana je djelovanjem polifenol oksidaza (PPO, engl.
polyphenoloxidases) 1 peroksidaza (POD, engl. peroxidases) koje se aktiviraju nakon presanja
grozda. Tada se oslobadaju i fenoli iz vakuola stanica svjezeg grozda, kao i oksidoreduktaze
iz njihove citoplazme, te dolaze u dodir jedni s drugima [65, 72]. PPO su enzimi koji u
strukturi sadrze bakar, i dijele se na tirozinaze i1 lakaze. Tirozinaze, jo§ nazivane kateholaze,
su enzimi iz grozda koji najcesc¢e kataliziraju oksidaciju monofenola i o-difenola. Lakaze se, s

druge strane, stvaraju iz gljivica dodanih u proizvodnji vina, i mogu oksidirati ve¢i spektar
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supstrata. POD sadrze atom zeljeza 1 njihova aktivnost ovisi o prisutnosti vodikovog

peroksida u mediju. Smatraju se manje vaznim enzimima od PPO grupe [62, 65].

Kao $to je ve¢ receno, u bijelom ¢e vinu hidroksicinamati biti primarni supstrati oksidacijskih
reakcija (enzimatskih i neenzimatskih), i to posebno kaftari¢na kiselina koja se pretvara u
kinon oblik. Ipak, za enzimatsku oksidaciju je karakteristi¢cno i to da s nastalim kinonima
moze reagirati glutation (GSH) stvaraju¢i bezbojne produkte (GRP, engl. grape reaction
product). GRP se smatra ograni¢avajuéim cimbenikom u procesima 'smedenja’ jer ga
kateholaze dalje ne mogu oksidirati. S obzirom na to, grozdani sok s ve¢im sadrzajem
glutationa ima i manji potencijal za 'smedenje' [20, 73]. Smatra se da su standardna bijela vina
zahvaljuju¢i niskom sadrzaju polifenola i znacajnom stvaranju GRP-a otpornija na

enzimatsku oksidaciju od crnih [65].

Neenzimatska oksidacija (ili, kako se joS naziva, kemijska) je ipak daleko nepredvidljivija
reakcija s kojom se povezuje gubitak kvalitete bijelog vina. lako se moze odvijati i u fazi
mosta, prevlada u ve¢ fermentiranom vinu u kojem se aktivnost enzima smanjila. Druga je
najvaznija razlika izmedu ovih procesa u brzini njihovog razvoja. Enzimatska oksidacija
dogada se unutar par dana i1 znac¢ajno je brza od neenzimatske, koja se prirodno dogada sporo
[72]. Reakcije enzimatske 1 neenzimatske oksidacije fenola iz vina, ukljuc¢uju¢i razvoj smedih

kondenziranih produkata, prikazane su na Slici 2.

Iako se dosta zna o njezinim kemijskim mehanizmima, kakve posljedice oksidacija ima na
bioloSke ucinke vina zasad je skoro u potpunosti neistrazeno. Osim toga, dok se vecina
zakljucaka navedenih studija temelji na oksidaciji vina dodavanjem kisika u kontrolnim
uvjetima (tzv. aeracija ili akcelerirani test 'smedenja’), malo je podataka o spontanoj
svakodnevnoj kratkotrajnoj oksidaciji vina nakon otvaranja boce i izlaganja zraku. Dok je
donekle moguce pretpostaviti da nece biti znacajnih promjena nakon otvaranja standardnog
bijelog vina zaSti¢enog sumporom, ucinke oksidacije na kemijski sastav 1 biolosku aktivnost
maceriranog vina bogatog polifenolima, 1 jo§ k tome nezasti¢enog sumporom, skoro je

nemoguce predvidjeti.
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Reakcije enzimatske oksidacije u mostu
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Slika 2. Reakcije enzimatske i neenzimatske oksidacije fenola i drugih organskih tvari iz vina.
Preuzeto 1 prevedeno od Li 1 sur. Mechanisms of oxidative browning of wine [65], ukljucujuci
izvore koje su koristili navedeni autori [62, 71].
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2.3. Antioksidacijska aktivnost

Antioksidacijska aktivnost mjeri se kao mo¢ sprjecavanja ili prekidanja oksidacijskih reakcija.
U oksidativnom stresu oksidacija lipida najcesS¢e zapocinje aktiviranjem slobodnih radikala.
Slobodni se radikali stvaraju tijekom normalnog metabolizma nekog bioloskog sustava, ili
pod utjecajem vanjskih ¢imbenika kao Sto su puSenje, zagadenje ili zracCenje. Reakcije
oksidacije slobodnim radikalima mogu se podijeliti u tri koraka: inicijacija, terminacija i
propagacija. Inicijaciju karakterizira stvaranje reaktivnog alkilnog radikala (1) koji moze
stupati u reakciju s kisikom stvarajuci lipidni peroksidni radikal (2). U propagaciji dodatno
mogu nastati lipidni hidroperoksidi (3), a terminaciju oznaCava reakcija dvaju radikala do
nastanka ne-radikalnih spojeva (4).

Inicijacija

RH — Re + He (1)
Propagacija
Re+ 02— ROO- (2)
ROO-* + RH — R+« + ROOH (3)
Terminacija

Re + Re ili Re + ROO¢ ili ROO* + ROO* — ne-radikalni produkti (4)

Prema nacinu djelovanja, antioksidanse (AH) dijelimo u dvije skupine: one koji uklanjaju
radikale i one koji imaju sposobnost jednostavnih reducensa. Uklanjanje radikala moze biti
temeljeno na mehanizmu prijenosa jednog elektrona, ET (engl. electron transfer) ili
mehanizmu prijenosa atoma vodika, HAT (engl. hydrogen-atom transfer). Reakcije koje se
dogadaju izmedu antioksidansa i1 radikala stoga mogu izgledati kao (5) u slucaju ET
mehanizma, ili kao (6) u slucaju HAT mehanizma. Za reduciraju¢e AH mozemo reci da svi

djeluju preko ET mehanizma [74].

ROO+ + AH — ROO" + AHs (5)
ROO+ + AH — ROOH + As (6)

Bioloski gledano, antioksidansi su prvenstveno spojevi koji produzuju rok trajanja hrane tako
Sto je stite od propadanja uzrokovanog oksidacijom. Osim toga, s obzirom da se oksidativni
stres u ljudskom organizmu smatra vaznim patofizioloSkom mehanizmom vaskularnih i
drugih bolesti, antioksidansi su u zadnje vrijeme predmetom brojnih epidemioloskih studija.
U tim se studijama njihova konzumacija povezuje s povoljnim ucincima na ljudsko zdravlje

zbog potencijalnog neutraliziranja Stetnih kisikovih reaktivnih vrsta (ROS, engl. reactive
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oxygen species) [75, 76]. Kao antioksidansi najviSe su istrazivani fenolni spojevi prirodnog
podrijetla iz hrane i pi¢a, a u meduvremenu je proizvedeno i nekoliko sintetskih polifenola s
antioksidacijskim uc¢inkom (Slika 3). Vazno je napomenuti da ucinak polifenola kao
antioksidansa ovisi o0 mnogim faktorima ukljuc¢ujuci njihovu strukturu, uvjete oksidacije, te
okruzenje 1 vrstu tvari koja je oksidirana. S druge strane, moze se dogoditi da se fenoli
ponasaju kao prooksidansi u stanici potencirajuci reakcije inicijacije oksidacije (vidi reakciju
1) [76, 77]. Time se, ipak, ne mora nuzno nastetiti stanici zbog pokretanja reakcija stani¢ne
obrane od oksidativnog stresa kao Sto su npr. poticanje ekspresije i povecana aktivnost

unutarstani¢nih antioksidativnih enzima i dr.

Vinski fenoli primijenjeni in vitro inhibiraju oksidaciju lipoproteina male gusto¢e (LDL, engl.
low-density lipoproteins) [78, 79], a u in vivo se uvjetima nakon konzumacije vina povecava
razina lipoproteina velike gusto¢e (HDL, engl. high-density lipoproteins) [80, 81]. Osim toga,
razli¢itim metodama mjerenja antioksidacijske aktivnosti u ljudskoj krvi, pokazano je da
konzumacija crnog vina povecava antioksidacijski kapacitet plazme ili seruma [82-84]. U
svim dosadas$njim studijama koje su usporedivale veliki broj razli¢itih vina, bijela su vina
ostvarila slabiji antioksidacijski ucinak nego rose ili crna [85-90]. Osim toga, u svim je
navedenim studijama koje su odredivale i ukupni sadrzaj fenola, slaba antioksidacijska
aktivnost bijelih vina povezana s manjim ukupnim sadrzajem fenola, $to indicira da su upravo
oni glavni antioksidansi u vinu [85, 86, 88-90]. U skladu su s time i rezultati studije s
maceriranim vinima koja za svih 6 ispitivanih maceriranih bijelih vina, razliCitih sorti,
proizvodaca i1 godina berbe, pokazuje da imaju vecu sposobnost inhibicije slobodnog 2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikala od 8 odabranih standardnih bijelih vina. Uz to,
macerirano vino koje je imalo najve¢i ukupni sadrzaj polifenola pokazalo se ujedno najboljim
antioksidansom [17]. Nekoliko istrazivanja o oksidaciji bijelih vina iznosi rezultate o
povezanosti kinetike promjene boje oksidiranog vina i slabljenja antioksidativnog ucinka [91,
92]. Zakljucak je bio da s oksidacijom povezano 'smedenje' standardnog bijelog vina dovodi

do proporcionalnog pada njegovog antioksidativnog kapaciteta in vitro.

Konacno, unato¢ velikom broju razvijenih metoda za mjerenje antioksidacijske aktivnosti,
najces¢i su problem kod interpretacije 1 usporedivanja rezultata u literaturi razlike u
izrazavanju rezultata, koriStenim standardima, vremenu trajanja reakcija, te odabir metoda
koje se temelje samo na jednom mehanizmu. Osim toga, na rezultate ve¢ine ovih metoda
utjeCe brzina izvodenja pokusa, §to tek u novije vrijeme otkad se koriste uredaji s
mikrotitarskim plo¢icama za istovremeno mjerenje viSe uzoraka prestaje biti problem.
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siringi¢na ferulinska galotanini trimeri
protokate hinska sinapicna polimeri
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L Flavonoli L Flavononoli L Flavoni L Flavanoli L Flavanoni L Antocijanidini L I1zoflavonoidi
kvercetin apigenin (+)-kate hin eriodiktiol cijanidin genistein
kemferol krizin (-}-epikate hin naringenin luekocijanidin daidzein
izorhamnetin luteolin (-}-e pikate hin-3-galat morin delfinidin glicitein
rutin (+)-galokate hin prodelfinidin formononetin
(-)-epigalokate hin leukodelfinidin
(-}-epigalokate hin-3-galat propelargonidin

Slika 3. Klasifikacija fenolnih antioksidansa. Preuzeto i prevedeno od Shahidi i sur. Phenolics and polyphenolics in foods, beverages and spices:
Antioxidant activity and health effects — A review [76].
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2.4. Vazodilatacijska aktivnost

Vazodilatacijska se aktivnost opisuje kao smanjenje krvozilnog tonusa uslijed ¢ega dolazi do
pada perifernog otpora i povecanja krvnog protoka. S obzirom na to, vazodilatatori su tvari
koje mogu povoljno utjecati u stanjima povisenog krvnog tlaka, angine pektoris, kongestivnog
zatajenja srca, erektilne disfunkcije i dr., uz ocekivane nuspojave kao Sto su glavobolja,
crvenilo lica, hipotenzija, refleksna tahikardija, palpitacije 1 nastanak edema. Vecina

vazodilatacijskih medijatora u ljudskom organizmu je endotelnog podrijetla.

Najvazniji endotelni ¢imbenik u regulaciji krvoZzilnog tonusa s vazodilatacijskom aktivnoséu
je dusikov oksid (NO). Stvara ga konstitutivna, endotelna NO sintaza (eNOS) koja za to
koristi aminokiselinu L-arginin 1 molekulski kisik uz prisustvo vise razli¢itih kofaktora. NO iz
endotela difundira u stanice glatkog misi¢ja gdje aktivira gvanilat ciklazu i tako povecava
koncentraciju ciklickog gvanozin monofosfata (cGMP) [93, 94]. c¢cGMP olaksava
defosforilaciju miozinskih lakih lanaca glatkog miSi¢a krvne zile, sprjecavajuéi interakciju
miozina s aktinom. Osim toga, aktivira se protein kinaza ovisna o cGMP-u koja djeluje na
kalcijske 1 kalijeve kanale. Ona povecava izlazak kalcija iz glatkomiSi¢nih stanica, a
fosforilacijom kalijevih kanala uzrokuje hiperpolarizaciju stanica. Sve ovo dovodi do
vazodilatacije krvnih zila [95]. Osim neizravno, preko cGMP-a, danas se zna da NO moze i
izravno aktivirati kalijeve kanale i1 tako uzrokovati vazodilataciju [96]. U viSe animalnih
studija potvrdena je kljucna uloga NO u vazodilataciji koriStenjem N-@-nitro-L-arginin metil
estera hidroklorida (L-NAME), analoga L-arginina koji, vezu¢i se za eNOS, moZe blokirati

nastajanje NO i uc¢inke povezane s njim [97, 98].

Osim NO, endogenim vazodilatatorima smatraju se prostaciklini (PGI), produkti oksigenacije
arahidonske kiseline posredovane ciklooksigenazom (COX). PGI, dovode do vazodilatacije
aktiviraju¢i adenilat ciklazu koja povecava kolic¢inu ciklickog adenozin monofosfata (cAMP).
I cAMP moze potaknuti otvaranje kalijevih kanala te povecati izlazak kalija i kalcija iz
stanice. Ucinkovitost PGI, je potvrdena primjenom indometacina, inhibitora COX-a, Cije
dodavanje u eksperimentalni model oznacava blokiranje vazodilatacijskih uc¢inaka PGI, [99,
100]. Ipak, tijekom pojedinacne inhibicije PGI: ili NO izgleda da neinhibirani medijator moze
nadoknaditi nedostatak drugog i uzrokovati jednaku vazodilataciju. Inace se PGl smatra
manje vaznim ¢imbenikom od NO, dijelom i zato Sto je za njegov ucinak potrebna aktivacija

prostaciklinskih receptora na glatkim miSi¢ima krvnih zila [96, 101].
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Ukoliko je istovremeno inhibirana sinteza NO i PGIy, jos uvijek moze biti o¢uvan endotel-
ovisni vazodilatacijski ucinak u arterijjama malog promjera, zahvaljuju¢éi EDHF-u,
endotelnom ¢imbeniku hiperpolarizacije (engl. endothelium-derived hyperpolarizing factor).
lako je mehanizam njegovog djelovanja nedovoljno istrazen, najvjerojatnije je povezan s

promjenom struje kalija [102].

Vazodilatacijski u¢inak vina i vinskih fenola je povezan sa svakim od spomenutih medijatora
endotelne funkcije. U mehanizme akutnih ucinaka spada poveana proizvodnja i
biodostupnost NO [103-107], te inhibicija PG, EDHF i endotelina-1. Svi najvazniji
medijatori endotelne funkcije i1 njihova aktivacija ili promjena koli¢ine u fizioloskom 1
patoloskom stanju prikazani na Slici 4. Nakon subakutne i/ili kroni¢ne izlozenosti vinu i
vinskim fenolima dolazi do povecane ekspresije eNOS i smanjene sinteze endotelina-1 [108,

109].

Fiziolosko stanje Patolosko stanje

Stanice endotela

Hiperpolarizacija

IKc,SKe, .
e .
"' Stanicna I
\ { / pukotina I
A4 4
PGl, NO EDHF NEDHF NNO AET-1 ATXA,

v
cAMP cGMP
LR

Relaksacija

Stanice glatkih misica

I Vaskularna protekcija I | Endotelnadisfunkcija I

Slika 4. Shema najvaznijih vazoaktivnih medijatora endotelnog podrijetla koji imaju ulogu u
kontroli vaskularnog tonusa u fizioloSkom i patoloskom stanju. COX, ciklooksigenaza, PG>,
prostaciklin, NO, dusikov oksid, eNOS, endotelna NO sintaza, [Kca, engl. intermediate
conductance calcium-activated potassium channels, SKca, engl. small conductance calcium-
activated potassium channels, EDHF, endotelni ¢imbenik hiperpolarizacije, cAMP, ciklicki
adenozin monofosfat, cGMP, cikli¢ki gvanozin monofosfat, Ang II, angiotenzin II, ROS,
reaktivne kisikove vrste, ET-1, endotelin-1, TXA», tromboksan A2. Preuzeto 1 prevedeno od
B.Schini-Kerth 1 sur. Vascular protection by natural product-derived polyphenols: /n vitro and
in vivo evidence [110].
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U istrazivanjima vazodilatacijskog ucinka vina 1 vinskih fenola in vitro koriSteno je vise
modela, ukljucujuéi Stakorsku aortu, humane koronarne zile, koronarne Zzile kunica, aortu
zamorcica i dr. U vecini navedenih studija crna vina ili njihovi fenoli ostvaruju snazni in vitro
vazodilatacijski u¢inak preko nekog od navedenih mehanizama [111-117], ali ja¢ina ucinka
varira ovisno o sorti vina i vrsti krvne zile, kao 1 o zivotinjskoj vrsti. S druge strane, pokazano
je da vazodilatacijski uc¢inak vina ne ovisi o sadrzaju etanola [117]. Osim vazodilatacijskog
ucinka, za vino i vinske fenole pokazano je da ostvaruju vaskularnu zastitu drugim
mehanizmima: smanjuju ekspresiju adhezijskih molekula i ¢imbenika rasta, inhibiraju
migraciju i proliferaciju stanica glatkih miSi¢a krvnih zila, te inhibiraju agregaciju trombocita

[107, 118].

Unato¢ malom broju studija koje ispituju vazodilatacijsko djelovanje bijelih vina, redovito je
pokazano da su bijela vina slabiji izravni vazodilatatori u odnosu na crna [111, 112]. To je
ocekivano s obzirom da su bijela vina u odnosu na crna viSestruko siromasnija u sadrzaju
ukupnih fenola, a ¢&ija je uloga u vazodilataciji kljuéna. Stovise, glavni fenoli u bijelom vinu
su fenolne kiseline i njihovi konjugati, za koje je dokazano da imaju slab vazodilatacijski
ucinak, ¢ak 1 ako se primjene u velikim koncentracijama [119]. Vazodilatacijski ucinak
maceriranih bijelih vina nikad nije istrazen. Uz to, nikad nije ispitivan utjecaj oksidacije na

ocuvanje tog bioloskog ucinka.

Stoga je cilj ovog istrazivanja bio analizirati vazodilatacijsku i antioksidacijsku aktivnost
intaktnog 1 oksidiranog maceriranog bijelog vina te ih usporediti s onima standardnog bijelog
vina. Izravna vazodilatacijska i antioksidacijska aktivnost vina odabrani su kao uobicajeni,
robusni i dobro dokumentirani in vitro bioloski uinci vina. Stovise, ovi biologki uginci vina
mogu se barem djelomi¢no smatrati odgovornima za epidemioloske nalaze negativne
povezanosti izmedu umjerene konzumacije vina i kardiovaskularnog rizika [120], budu¢i da
su oStecenje endotela 1 oksidativni stres vazni elementi u patogenezi i klinickoj ekspresiji

ateroskleroze.
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3. Ciljevi i hipoteze
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Ciljevi istrazivanja:

1. istraziti u¢inke konzumacije bijelog vina tijekom cetiri tjedna na prirast tjelesne mase
Stakora,

2. usporediti u¢inke konzumacije maceriranog i standardnog bijelog vina kako bi se
utvrdila moguca uloga polifenola u prirastu tjelesne mase,

3. ispitati u kojoj mjeri dob Zivotinje utje¢e na moguce promjene u prirastu tjelesne mase
uvjetovane konzumacijom vina,

4. utvrditi kako konzumacija vina utjeCe na unos hrane i ukupne popijene tekucine u
Stakora,

5. odrediti i1 usporediti antioksidacijske profile standardnog i1 maceriranog vina
primjenom pet metoda mjerenja antioksidacijske aktivnosti koje su utemeljene na
razli¢itim kemizmima,

6. usporediti vazodilatacijski ucinak standardnog i1 maceriranog vina na aortnim
prstenovima Stakora koji su prekontrahirani noradrenalinom,

7. utvrditi gubi li macerirano vino nakon izlaganja zraku 24 sata i 48 sati navedene
bioloske uéinke,

8. utvrditi promjene u kemijskom sastavu vina nastale zbog maceracije i/ili oksidacije.
Hipoteze istraZivanja:

1. Konzumacija standardnog i maceriranog bijelog vina u Stakora ne dovodi do veceg
prirasta njihove tjelesne mase u odnosu na kontrolne zivotinje, bez obzira na dob.

2. Ukupna kalorijska vrijednost unesena vinom i hranom u skupini intervencijskih
zivotinja ne razlikuje se od kalorijskog unosa kontrolnih Zivotinja.

3. Macerirano bijelo vino je znacajno bolji antioksidans i1 vazodilatator in vitro u
usporedbi s kontrolnim standardnim bijelim vinom.

4. Promjena boje maceriranog vina od jantarne do tamno smede, 'smedenje' vina,
uzrokovano izlaganjem zraku do 48 sati povezano je sa slabljenjem antioksidacijskog i

vazodilatacijskog ucinka.

22



4. Metode i materijal
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4.1. Pokusna vina

Vina su proizvedena od grozda sorte GraSevina 2015. godine u Krauthaker vinariji, Kutjevo,
Hrvatska. GraSevina je bijelo grozde nejasnog podrijetla s predjela srediSnje 1 istocne Europe,
a predstavlja najrasireniju hrvatsku bijelu sortu. Poznata je pod razli¢itim imenima. U Austriji
se naziva Welschriesling, w Madarskoj Olaszrizling, a u Sloveniji Laski Rizling. U najnovijem
svjetskom literaturnom zapisu ,,Wine Grapes* o vinskim sortama upravo je ime Grasevina

koje se koristi u Hrvatskoj izabrano kao glavni naziv ove sorte grozda [121].

Standardno bijelo vino (V) proizvedeno je vinifikacijskim postupkom uobicajenim za
proizvodnju bijelih vina pri ¢emu se tijekom fermentacije uklanjaju ¢vrsti dijelova grozda iz
grozdanog soka. Macerirano je vino dobiveno od iste sorte grozda iz istog vinograda i iste
godine berbe postupkom produljene maceracije po tradicionalnim gruzijskim principima
proizvodnje [16]. U ovom vinifikacijskom postupku grozdani sok najprije spontano
fermentira u kontaktu s ¢vrstim dijelovima grozda. Nakon fermentacije, bez uklanjanja koZzica
1 koStica grozda, vino je hermeticki zatvoreno u spremnike pri konstantnoj temperaturi
tijekom 120 dana. Za potrebe istrazivanja utjecaja konzumacije maceriranog vina na prirast
tjelesne mase Stakora, koriSteno je vino proizvedeno s dodatkom sumpora (MVs). U
istrazivanju in vitro ucinaka istih vina upotrijebljeno je isto macerirano vino, ali proizvedeno
bez dodatka konzervansa (MV). Takvo vino je osjetljivo na oksidaciju nakon otvaranja.
Analizirana su dva oksidirana uzorka: prvi nakon izlaganja zraku 24 sata (24h-OksMV) i
drugi nakon izlaganja zraku 48 sati (48h-OksMV). Pojednostavljeni postupci proizvodnje i

uzorci pokusnih vina zbirno su prikazani metodoloskim dijagramom (Slika 5).

Detaljna enoloska analiza vina ucinjena je primjenom akreditiranth metoda opisanih u
Kompendiju internacionalnih metoda za analizu vina i1 vinskog mosta Internacionalne
organizacije za vinarstvo i vinogradarstvo (OIV 2016). Analiza ukljucuje pH, gustocu, sadrzaj
etanola, pepela, ugljikovog dioksida, slobodnog i ukupnog sumporovog dioksida, te
koncentracije ukupnog suhog ekstrakta, reducirajucih Secera, ekstrakta bez Secera, ekstrakta
bez Secera i nehlapljivih kiselih produkata, ukupnih i hlapljivih kiselina, vinske kiseline,
jabucne, mlijecne, sorbinske i glukonske kiseline. Fizikalno-kemijski parametri enoloSke

analize prikazani su u Tablici 1.
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Grasevina, berba 2015.

vinarija Krauthaker, Kutjevo

fermentacija

I

bez uklanjanja sjemenkii pokozica spremnici su
standardno bijelo vino (V) hermetickizatvorenitijekom 120 dana pri konstantnoj
temperaturi

l 1
dodavanjesumpora bez dodavanja konzervansa

macerirano bijelo vino intaktno macerirano
sa sumporom (MVs) bijelo vino (MV)

izlaganjezraku 24i48 h

oksidirano macerirano
bijelo vino
(24h-OksMV)

oksidirano macerirano
L bijelo vino
(48h-OksMV)

Slika 5. Metodoloski dijagram pojednostavljenih postupaka proizvodnje i
uzoraka pokusnih vina.
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Tablica 1.

Fizikalno-kemijski parametri uzoraka vina

Parametar A% MVs MV
Gustoca g/L 989 991 991
Etanol vol% 13,0 13,3 13,3
g/L 102,3 105,0 105,0
Kalorijska vrijednost kJ/mL 3,04 3,12 3,12
Ukupni suhi ekstrakt g/L 24,8 242 27,6
Reducirajuci Seceri g/l 4,0 3,2 3,7
Ekstrakt bez Seéera g/L 21,8 22,0 24.9
Ekstrakt bez Secera i
nehlapljivih kiselih g/L 17,5 18,2 21,0
produkata
Pepeo g/L 2,59 3,65 3,60
pH - 3,54 3,90 3,94
CO2 mg/L 1382 588 751
Ukupne kiseline g/l 3,56 3,29 3,33
Nehlapljive kiseline g/L 0,25 0,7 0,67
Vinska kiselina g/L 3,36 2,19 2,10
Jabucna kiselina g/L 1,56 -0,2 -0,29
Mlijecna kiselina g/L 0,03 1,92 2,01
Sorbinska kiselina g/L 0 0 0
Glukonska kiselina g/L -0,54 -0,64 -0,44
Slobodni SO, mg/L 27 5 1
Ukupni SO mg/L 124 99 3

V, standardno bijelo vino; MVs, macerirano bijelo vino sa sumporom; MV, macerirano bijelo vino bez
sumpora.

Kalorijska vrijednost uzoraka vina koji se koriste u istrazivanju o prirastu tjelesne mase
izraCunata je kao produkt koncentracije etanola (102,3 g/LL za standardno i 105 g/L za
macerirano vino) i kalorijske vrijednosti etanola (29,7 kJ/g), izrazena u kJ/mL i prikazana u

Tablici 1.

26



4.2. Prirast tjelesne mase

U studiju su ukljuceni Stakori Sprague Dawley soja, muzjaci iz vlastitog uzgoja Nastambe za
eksperimentalne zivotinje SveuciliSta u Splitu. S obzirom na pocetnu masu i vrijeme okota
Stakora, pocetni uzorak sastojao se od 45 mladih (brzo-rastu¢ih) Zivotinja, mjesec dana
starosti i tjelesne mase od 140 do 180 g i 45 starijih (sporije-rastu¢ih) zivotinja koje su imale
tri mjeseca 1 tjelesnu masu od 400 do 500 g. Navedene skupine su dalje randomizirane u
skupine Zivotinja koje konzumiraju vina i kontrolnih Zivotinja koje konzumiraju samo vodu.
Zivotinjama koje piju vino je ponudeno standardno bijelo vino (V) ili macerirano bijelo vino
(MVs), 24 sata dnevno ad [libitum s dnevnim uklju¢ivanjem vode tijekom 6 sati u
vremenskom razdoblju od cetiri tjedna. Kontrolnim Zivotinjama je ponudena samo voda, 24
sata dnevno bez ograni¢enja. Cimbenik isklju¢enja za Zivotinje koje konzumiraju vino bio je
dnevni unos vina manji od 7 mL. Konac¢ni uzorak ¢ine: kontrolne zivotinje (N=15 po dobnoj
skupini), zivotinje koje piju standardno bijelo vino (N=13 za mlade i N=9 za starije Stakore) te

zivotinje koje piju macerirano bijelo vino (N=15 za mlade i N=13 za starije Stakore).

Zivotinje su pile svjeZa piéa koja su pripremana iznova svakog dana i dostavljana u posebnim
bocicama dizajniranim tako da onemogucavaju nekontrolirano curenje (Ferplast Small Pet
Sippy Water Bottle, Castelgomberto, Italija). Volumeni konzumiranih teku¢ina mjerili su se
jednom dnevno u laboratorijskim menzurama. Zivotinje su se hranile standardnom hranom za
glodavce (Mucedola S.R.L., Settimo Milanese, Milan, Italija) ad libitum. Tjelesna masa i unos
hrane mjerili su se jednom tjedno u tri ponavljanja koriste¢i Grundig KW 4060 Digital Scale
vagu. Sve su se zZivotinje ¢uvale u zasebnim kavezima pri standardnim uvjetima temperature i

svjetla (22-25°C, 12h ciklus svjetla/mraka).

Glavna mjera ishoda je promjena tjelesne mase pokusnih i kontrolnih Zivotinja dvije dobne
skupine izrazena kao apsolutni prirast nakon Cetiri tjedna pijenja (kona¢na — pocetna masa, u
gramima), te relativni tjedni prirast ((izmjerena masa — pocetna masa)*100%/pocetna masa).
Sekundarne mjere ishoda su ukupni dnevni unos tekucine (zbroj volumena vode i vina, gdje je
primjenjivo), ukupni unos energije, UE (ukupna koli¢ina konzumirane hrane x kalorijska
vrijednost hrane (16,54 kJ/g) + ukupni volumen konzumiranog vina x kalorijska vrijednost
vina (3,04 kJ/mL za standardno i 3,12 kJ/mL za macerirano vino, kJ) te prirast tjelesne mase
po jedinici konzumirane energije, PTM/UE (apsolutni prirast tjelesne mase/ukupni unos
energije, g/kJ). Dijagram s opisom uzorka eksperimentalnih Zivotinja, intervencijama i

mjerama ishoda za prirast tjelesne mase prikazan je na Slici 6.
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Standardno bijelo

vino (V-1mj)
N=13
Mladi stakori . .
. . Macerirano bijelo
mjesec dana starosti ’
(1mi) vinosa sumporom
140-180 g (MVs-1mj) N=13
Voda
(kontrolne zivotinje)
(K-1mj) N=15

Sprague Dawley
Stakori
Standardno bijelo
vino (V-3mj)
N=9

Stariji Stakori

o " Macerirano bijelo
tri mjeseca starosti

vino sa sumporom

(3mj) i
400-500 g (MVs-3mj) N=13
Voda
(kontrolne zivotinje)
(K-1mj)
N=15

1. tjedan 2.tjedan 3. tjedan 4.tjedan

I I I I U

-dnevniunos vinaivode (mL)
-ukupnidnevniunos tekucine (mL)

-tjednii ukupniunoshrane (g)

-relativnitjednii kumulativniprirast
tjelesne mase
((izmjerena masa — pocetna)/pocetna, %)

-apsolutni prirast tjelesne mase (g)
-ukupniunos energije (hrana + vino, kJ)

-iskoriStenje energije za prirast tjelesne
mase (apsolutni prirast tjelesne mase/
ukupniunos energije, g/kJ)

Slika 6. Dijagram s opisom uzorka eksperimentalnih Zivotinja, intervencijama i mjerama ishoda za prirast tjelesne mase.
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4.3. Biokemijska analiza pokusnih vina

4.3.1. Ukupni fenoli, flavonoidi, neflavonoidi

Koncentracije ukupnih fenola, flavonoida i neflavonoida odredene su spektrofotometrijskim
metodama. Spektrofotometrijska mjerenja provedena su na UV — VIS spektrofotometru

»Specord 200 Analytik Jena GmbH, Jena, Njemacka.

Ukupni fenoli odredeni su metodom po Folin-Ciocalteu [122]. Metoda se temelji na oksidaciji
fenolnih spojeva do kinona dodatkom Folin-Ciocalteu reagensa u luznatim uvjetima (pH
otopine je 10 uz dodatak Na,COs3). Folin-Ciocalteu reagens je zuta smjesa nereduciranih
volframofosfatnih 1 molibdofosfatnih aniona koji se uz nastale fenolate reduciraju i daju plavo

obojenje.
Na;W04/NaxMoO4 + Fenol — (Fenol — MoW11040)*
Mo(VI) (zuto obojenje) + e — Mo(V) (plavo obojenje)

Intenzitet obojenja proporcionalan je koncentraciji fenolnih spojeva i mjeri se odredivanjem

apsorbancije pri 765 nm u odnosu na slijepu probu.

Ista se metoda koristila za odredivanje koncentracije flavonoida i neflavonoida, nakon
precipitacije s formaldehidom 24 sata na sobnoj temperaturi. Reakcija se odvija u kiselim
uvjetima uz dodatak kloridne kiseline. Formaldehid reagira s flavonoidima dajuci
kondenzirane produkte koji se taloze i moguce ih je ukloniti filtracijom. Preostali neflavonoidi

u otopini odredeni su pomoc¢u metode s Folin-Ciocalteu reagensom.

Koncentracija flavonoida izraunata je iz razlike koncentracije ukupnih fenola i1 koncentracije

neflavonoida sukladno dolje navedenoj formuli.

Flavonoidi (mg GAE/L) = Ukupni fenoli (mg GAE/L) — Neflavonoidi (mg GAE/L)

Mjerenja su izvrSena u triplikatu, a rezultati izrazeni kao mg/L ekvivalenata galne kiseline

(GAE).
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4.3.2. Flavanoli i njihovi dimeri

Koncentracije (+)-katehina, (-)-epikatehina i procijanidinskih dimera B1 (epikatehin-(4f—8)-
katehin), B2 (epikatehin-(4p—8)-epikatehin), B3 (katehin-(4a—8)-katehin) 1 B4 (katehin-
(40—8)-epikatehin) odredene su teku¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti, HPLC-
om (engl. high perforamanse liquid cromatography) u uzorcima pokusnih vina za ispitivanje

antioksidacijskog i vazodilatacijskog ucinka in vitro.

Oprema za HPLC analizu se sastoji se od Thermo-Finnigan Surveyor HPLC sistema
(Thermo-Fisher, San Jose, CA, SAD) koji sadrzi UV-VIS detektor (Surveyor PDA Plus),
uredaj za automatsko uzorkovanje i kvartarni pumpni sistem (Surveyor LC Plus pumpa) koji
je pod nadzorom Xcalibur sustava za obradu podataka. Osim toga, sadrzi detektor
fluorescencije (FL plus Detektor) kojim upravlja ChromQuest 4.2 sofver. Kromatografsko

razdvajanje provedeno je na Lichrospher C18 koloni reverzne faze (250 mm x 4 mm, 5 pm).

Binarni su gradijentni sustav Cinili voda (otapalo A) i acetonitril (otapalo B) kao mobilne faze
zakiseljene s mravljom kiselinom (0,5%), pri brzini protoka od 1 mL/min. Pocetni udio

otapala B postavljen je na 3%. Gradijent mobilne faze prikazan je u Tablici 2.

Tablica 2.

Sastav gradijenta mobilne faze za odredivanje flavanola i njihovih dimera HPLC-om

Vrijeme (min) 0 10 20 22 32 34 45 46 55
% A 97 95 93 90 88 8 75 0 97
% B 3 5 7 10 12 14 25 100 3

A, otapalo A (0,5vol% vodena otopina mravlje kiseline), B, otapalo B (0,5vol% otopina mravlje
kiseline u acetonitrilu).

Pikovi su zabiljeZeni pri ekscitacijskoj valnoj duljini od 280 nm 1 emisijskoj od 320 nm.
Identifikacija srednjih pikova provedena je usporedbom s autenticnim standardima ((+)-
katehin, (-)-epikatehin, procijanidinski dimeri B1, B2, B3, B4) koji su takoder koristeni kao
referentni spojevi za kvantitativnu analizu. Detalji o metodi mjerenja koncentracije flavanola i

njihovih dimera HPLC-om prethodno su objavljeni [123].
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4.3.3. Fenolne Kiseline

Fenolne kiseline identificirane su tekuc¢inskom kromatografijom ultra-visoke djelotvornosti,
UPLC-om (engl. ultra-high performance liquid chromatography) (Agilent 1290 Infinity),
opremljenom masenim spektrometrom (Agilent 6530 Accurate Mass) uz sustav za
ionizacijsko elektrorasprSenje, ESI-Q-TOF (engl. electrospray ionisation quadrupole time-of-
flight) u uzorcima pokusnih vina za ispitivanje antioksidacijskog i vazodilatacijskog ucinka in

Vitro.

Kromatografsko razdvajanje provedeno je C18 UPLC kolonom (2,1 x 100 mm, 1,8 um,
Agilent), koriste¢i vodu (otapalo A) i metanol (otapalo B) kao mobilne faze, obe zakiseljene s
0,1% mravljom kiselinom. Sastav gradijenta bio je sljedec¢i: 0% B tijekom 0,5 min; od 0 do
35% B 19 min; od 35 do 95% B 4 min; 95% B tijekom 3 min. Maseni spektrometar radio je u
prosirenom dinamickom rasponu od 2 GHz (m/z 3200 Th). Tlak i brzina protoka nebulizatora
podeseni su na 25 psi i 9 L/min. Temperatura plina za suSenje bila je 300 °C. Protok plina i

temperatura u omotacu podeseni suna 9 L/min 1 350 °C. Sve su analize provedene u negativu.

Analiza podataka provedena je pomocu softvera Mass Hunter Qualitative Analysis, verzija
B.06.00 (Agilent Technologies, SAD). Derivati hidroksibenzojevih 1 hidroksicimetnih
kiselina identificirani su usporedivanjem njihovih kromatografskih retencijskih vremena i
tocnih masa s onima cistih standarda. Kvantificirani su koriStenjem kalibracijskih krivulja
galne kiseline ili kafeinske kiseline u rasponu koncentracija od 1,5 do 50 mg/L. Koncentracije
galne i siringicne kiseline kao derivata hidroksibenzojeve kiseline izrazenu su u mg/L
ekvivalenata galne kiseline (GAE, engl. gallic acid equivalent), dok su koncentracije
kafeinske, kaftariCne, cis- i1 trans-kutariéne i1 cis- i trans-feruline kiseline kao derivata
hidroksicimetne kiseline izrazene kao mg/L ekvivalenata kafeinske kiseline (CAE, engl.
caffeic acid equivalent). Detaljna metoda odredivanja koncentracije fenolnih kiselina u

uzorcima vina prethodno je objavljena [124].
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4.3.4. Produkti fluoroglucinolize

Srednji stupanj polimerizacije proantocijanidina, mDP (engl. mean degree of polymerization),
udio prodelfinidina, -galo spojeva, %P (engl. percentage of prodelphinidins), te udio estera s
galnom kiselinom, -galata, %G (engl. percentage of galloylation) odredeni su u reakciji s
fluoroglucinolom [70] u uzorcima pokusnih vina za ispitivanje antioksidacijskog 1

vazodilatacijskog uc¢inka in vitro.

Oligomerni i polimerni spojevi u vinu depolimerizirani su u prisutnosti nukleofilnog sredstva
(fluroglucinol) u kiselom mediju. U reakciji se oslobadaju terminalne jedinice kao flavan-3-ol
monomeri 1 etilidenflavan-3-ol-fluoroglucinol ostatak oligomera ili polimera. Reakcija

fluoroglucinolize prikazana je na Slici 7.A.

Depolimerizacijom procijanidina kao terminalne jedinice mogu se osloboditi (+)-katehin (C,
engl. catechin), (-)-epikatehin (EC, engl. epicatechin) ili (-)-epikatehin-galat (ECG, engl.
epicatechin gallate). Ostatak oligomera ili polimera vezan za fluoroglucinol moze biti (+)-
katehin-fluoroglucinol (C-P, engl. catechin phloroglucinol), (-)-epikatehin-fluoroglucinol
(EC-P, engl. epicatechin phloroglucinol) ili (-)-epikatehin-galat-fluoroglucinol (ECG-P, engl.
epicatechin gallate phloroglucinol). Depolimerizacijom prodelfinidina, osim navedenih
spojeva, takoder se mogu osloboditi (-)-epigalokatehin (EGC, engl. epigallocatechin) 1 (-)-
epigalokatehin-fluoroglucinol (EGC-P, engl. epigallocatechin phloroglucinol) (Slika 7.B).

200 pL vina otopi se u metanolu i doda 200 pL reagensa fluoroglucinolize. Reakcijska
otopina se ostavi u bocici od jantarnog stakla na 50 °C 20 min. Dodatkom 1 mL vodene
otopine natrijevog acetata (40 mmol/L) reakcija se zaustavlja. Reagens fluoroglucinolize je
smjesa fluoroglucinola (50 g/L) i askorbinske kiseline (10 g/L) otopljene u metanolu
zakiseljenjenom s 0,1 N kloridnom kiselinom. Reakcija fluoroglucinolize provedena je u

duplikatu.

Reakcijski produkti analizirani su pomocéu Thermo-Accela HPLC-UV sustava (Thermo-
Fisher, San Jose, CA, SAD) sastavljenog od fotodiodnog detektora (engl. PDA, photodiode
array), uredaja za automatsko uzorkovanje i kvaternarne pumpe pod nadzorom Xcalibur
sustava za obradu podataka. Kromatografska razdvajanja su provedena pomocu reverzne
Waters XTerra RR C18 (100 mm x 4,6 mm, 3,5 um) kolone pri sobnoj temperaturi. Binarni
gradijentni sustav je pripremljen od vode (otapalo A), zakiseljene s octenom kiselinom (1%) 1
metanola (otapalo B) pri brzini protoka od 1 mL/min.
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n ostatnih jedinica
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Proantocijanidin
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B
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Flavan-3-ol monomer

R’=H, R” = OH
R’=OH, R” = OH
R’=H, R” = O-galat:

OH

HO OH

Fluoroglucinol

OH

Fluoroglucinol-ostatak
oligomeraili polimera

Etiliden-flavan-3-ol-fluoroglucinol ostatak

(+)-katehin, (-)-epikatehin
(-)-epigalokatehin
(-)-epikatehin galat

Slika 7. A Reakcija fluoroglucinolize. B Predlozeni produkti fluroglucinolize.
Preuzeto i1 prevedeno od Drinkine i sur. Analysis of ethylidene-bridged flavan-3-ols in wine

[70].
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Uvjeti eluiranja bili su sljedeci: 5% B, 0 min; 16% B, 1 min; 22% B, 7 min; 35% B, 8 min;
42% B, 15 min; kolona je zatim isprana s 100% otapala B tijekom 3 minute i ponovno

izjednacena s 5% B tijekom 4 minute prije sljedece injekcije.

Koncentracije razgradnih produkata izraZzene u mol/L izraunavaju se pomocu molarnog

apsorpcijskog (ekstincijskog) koeficijenta, specificnog za svaki produkt primjenom formule:

Povrsina

~ Molarni ekstincijski koeficijent

Produkti reakcije fluoroglucinolize odredeni su HPLC-om s reverznom fazom, a vrijednosti

su mDP, %P 1 %G izracunate sukladno dolje navedenim formulama.

DP Y koncentracija terminalnih jedinica (flavan — 3 — ola) + ), koncentracija ostatnih jedinica
m =

Y koncentracija terminalnih jedinica (flavan — 3 — ola)

%P Y koncentracija terminalnih jedinica (EGC) + Y, koncentracija ostatnih jedinica (EGC — P)
0 =

Y. koncentracija terminalnih jedinica (flavan — 3 — ola) + Y koncentracija ostatnih jedinica

Y koncentracija terminalnih jedinica (ECG) + Y. koncentracija ostatnih jedinica (ECG — P)

() G =
% Y. koncentracija terminalnih jedinica (flavan — 3 — ola) + ), koncentracija ostatnih jedinica

Identifikacija produkata potvrdena je masenom spektrometrijom sa signalima iona koji su
prikazani u Tablici 3.
Tablica 3.

Produkti reakcije s fluoroglucinolom i njihovi signali na masenom spektrometru

Produkt [M-] (m/z)
(+)-Katehin (C) 289
(-)-Epikatehin (EC) 289
(-)-Epikatehin-galat (ECG) 441
(-)-Epigalokatehin (EGC) 305
(+)-Katehin-fluoroglucinol (C-P) 413
(-)-Epikatehin-fluoroglucinol (EC-P) 413
(-)-Epikatehin-galat-fluoroglucinol (ECG-P) 565
(-)-Epigalokatehin-fluoroglucinol (EGC-P) 429
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4.3.5. Odredivanje promjene boje uzoraka vina

Osim vizualnog zapazanja, 'smedenje' maceriranog vina nakon izlaganja zraku 24 i 48 sati
odredeno je spektrofotometrijski primjenom modificirane metode koju su opisali Singleton i
Kramling [125]. Mjerenja su izvrSena u odnosu na 13% etanol (vinski destilat prirodnog
podrijetla) u Mcllvane puferu (0,1 M limunska kiselina i 0,2 M bezvodni natrijev
hidrogenfosfat, pH = 4,0) pri ¢emu je u mediju postignuta koncentracija etanola i pH koje
najbolje priblizno odgovaraju svim naSim uzorcima vina. Boja se odreduje kao apsorbancija
na 420 nm koriste¢i UV — VIS spektrofotometar ,,Specord 200 Analytik Jena GmbH, Jena,
Njemacka. Mjerenja se uobicajeno provode u rasponu apsorbancija od 400 do 480 nm. Pri
viS§im absorbancijama, medutim, vjerojatnija je interferencija s rozom bojom
leukoantocijanidina iz crnih vina, pa je 420 nm sada najc¢esca i1 standardna valna duljina za

odredivanje 1 usporedivanje boja i bijelih i crnih vina.
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4.4. Antioksidacijska aktivnost

Antioksidacijski kapacitet je odreden koriste¢i Cetiri razliCite spektrofotometrijske metode:
FRAP (engl. ferric reducing antioxidant power), DPPH (engl. 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl),
ABTS (engl. 2,2"-azinobis-3-ethyl-benzo-thiazoline-6-sulfonic acid) i ORAC (engl. oxygen

radical absorbance capacity) te jednom vizualnom metodom, BR (Briggs-Rauscher).

Kako bi usporedba izmjerenih vrijednosti spektrofotometrijskih metoda bila jednostavnija,
koristen je isti kalibracijski standard (troloks, sintetski vodotopljivi analog vitamina E).
Rezultati spektrofotometrijskih metoda izrazeni su kao uM ekvivalenata troloksa (TroloksE).
Rezultati BR metode izraZeni su kao inhibicijsko vrijeme (min) potrebno za zaustavljanje
oksidacijske reakcije. Sve su reakcijske otopine pripremane svjeze i uzorci su analizirani u
cetiri ponavljanja. Spektrofotometrijska mjerenja za FRAP, DPPH 1 ABTS provedena su na
BGM FLUOstar Omega c¢itacu plocica s detektorom fluorescencije (BMG LABTECH GmbH,
Ortenberg, Njemacka) dok su ORAC mjerenja izvrSena na Synergy HTX S1LFA C¢itacu

plocica (BioTek Instruments, Inc., Vinooski, Vermont, SAD).
FRAP

FRAP je izravni test antioksidacijske aktivnosti u kojem elektron-doniraju¢i antioksidansi iz
uzorka reduciraju zeljezo (III) u njegov zeljezo (II) oblik [126]. Za razliku od ostalih
koriStenih metoda odredivanja antioksidacijskog kapaciteta, FRAP je jedina metoda koja
antioksidacijsku aktivnost opisuje kao sposobnost reduciranja. Inicijalno je razvijena da bi se
odredila antioksidacijska aktivnost krvne plazme, ali se moze koristiti i za odredivanje
antioksidacijskog djelovanja drugih uzoraka. Nastali Zeljezo (II) oblik reagira s TPTZ-om
(2,4,6-tri(2-piridil)-triazin) stvaraju¢i kompleks (fero-2,4,6-tri(2-piridil)-triazin). Njegovo

plavo obojenje moze se spektrofotometrijski mjeriti na 593 nm.
Fe’" - TPTZ — reducira se do Fe?' - TPTZ (plavo obojenje)

FRAP reagens priprema se mijeSanjem 300 mM natrij-acetatnog pufera (pH 3,6) s 10 mM
TPTZ-om i s 20 mM zeljezovim (II) kloridom u volumnim omjerima 10:1:1. PloCica s 96
jazica se ispuni natrij-acetatnim puferom (slijepa proba, 40 uL), troloks standardom (10 uM —
500 mM, 40 pL) i uzorcima (40 pL). Nakon toga, u sve se jazice doda FRAP reagens (300

uL). Apsorbancija se o€itava nakon 4 minute kolorimetrijske reakcije.
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DPPH

Metoda ispituje antioksidacijsku aktivnost kao sposobnost inhibicije slobodnog 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH) radikala [127]. Antioksidans otpusta vodik pri ¢emu nastaje stabilan
DPPH radikal. Za razliku od intenzivno ljubicasto obojenog radikala s nesparenim
elektronima, nakon reakcije s antioksidansom produkt postaje bezbojan. Kolorimetrijska

razlika mjeri se spektrofotometrijski na 515 nm.

Antioksidans + DPPHe (ljubicasto obojenje) — DPPH(H) (bezbojno)

Inicijalna metoda je modificirana [128]. Plo¢ica s 96 jazica ispuni se metanolom (slijepa
proba, 10 uL), troloks standardom (10 uM — 750 mM, 10 pL) i uzorcima (10 uL). Uzorci su
razrijedeni u metanolu zbog ekstrakcije antioksidansa. 200 uL. DPPHe potom se doda u sve

jazice, a apsorbancija mjeri nakon 20 minuta reakcije.

ABTS

ABTS metoda jo$ je jedna metoda odredivanja antioksidacijske aktivnosti kao sposobnosti
uklanjanja radikala. Mehanizmom je slicna DPPH testu, ali je osjetljivija i za ekstrakciju
antioksidansa nije potreban metanol. Koli¢ina antioksidansa u uzorku korelira s gubitkom
plavo-zelene boje ABTSe++ radikala koji se prevodi u bezbojni ABTS oblik. Gubitak boje

mjeri se spektrofotometrijski na 734 nm.

Antioksidans + ABTSe+ (plavo-zeleno obojenje) — ABTS (bezbojno)

Prethodno se priprema smjesa ABTS-a (2,2'-azino-bis(3-etilbenztiazolin-6-sulfonske kiseline,
7 mM u deioniziranoj vodi) i oksidansa (2,45 mM kalij persulfat). Nakon 12-16 sati
inkubacije u mraku na sobnoj temperaturi stvori se stabilna tamno plavo-zelena otopina
ABTSe+ radikala [129]. Prije upotrebe, ABTS++ otopina je razrijedena deioniziranom vodom
do apsorbancije od 0,7 = 0,02 na 734 nm. Plocica s 96 jazica ispuni se Milli Q vodom (slijepa
proba, 10 pL), troloks standardom (10 uM - 500 mM, 10 pL) i uzorcima (10 pL). Zatim se u
sve jazice doda 200 pl otopine ABTSe+, a apsorbancija mjeri 10 minuta nakon pocetnog

mijesanja.
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ORAC

ORAC metoda je primijenjena prema neznatno modificiranom postupku koji su opisali Prior
et al. [130]. Antioksidacijski kapacitet uzorka mjeri se kao sposobnost uklanjanja peroksilnih
radikala koji inaCe podrzavaju fluorescenciju fluoresceina. Nakon prevodenja u stabilni

hidroperoksid fluorescencija se gubi linearno s ja¢inom antioksidansa.

ROO- + fluorescein — ROOH (gubitak fluorescencije)

Fluorescentni se filteri postave na odgovarajuce valne duljine ekscitacije i emisije od 485 nm 1
530 nm, a temperatura inkubatora na 37 °C. Ploc¢ica s 96 jazica ispuni se fosfatnim puferom
(slijepa proba, 25 pL), troloks standardom (5pL - 500 mM, 25 uL) i uzorcima (25 pL). U
svaku se jazicu potom dodaje fluorescein (0,08 uM, 150 pL) te se tako pripremljene plocice
termostatiraju 30 min. Nakon toga dodaje se 2,2-azobis(2-propanamid)-dihidroklorid (AAPH,
0,15 M, 25 pL) koji generira peroksil radikale. Fluorescencija se mjeri svaku minutu tijekom

perioda od 80 minuta.

ORAC je jedina metoda mjerenja antioksidacijskog kapaciteta u kojoj se rezultat izrazava
povrsinom ispod krivulje (engl. area under curve, AUC). AUC je izraCunata za svaki uzorak
integriranjem krivulje fluorescencije. Konacne AUC su izracunate oduzimanjem AUC slijepe
probe. Vrijednosti ORAC-a odredene su linearnom regresijskom jednadzbom krivulje troloks
standarda 1 izraZene su, poput ostalih spektrofotometrijskih metoda, u pM ekvivalenata

troloksa (TE).

BR

Antioksidacijska aktivnost u BR testu odreduje se u osciliraju¢em sustavu u kojem se
dogada reakcija antioksidansa s hidroperoksil radikalom (HOQ¢) pri ¢emu dolazi do promjene
boje od bezbojne preko zute do plave. Sustav oscilacija je nazvan po znanstvenicima koji su
ga opisali, Thomasu Briggs i Warrenu Rauscheru. Dodatkom antioksidansa oscilacije se
zaustavljaju te se mjeri vrijeme inhibicije (min) koje linearno ovisi o koncentraciji dodanog

antioksidansa [131].

Antioksidans + HOO+ — zaustavljanje oscilacije (bezbojna-Zzuta-modra)

Posudu od prozirnog stakla s jednakim volumenima otopine A (kalijev jodat, sumporna

kiselina), B (15%-tni vodikov peroksid) i C (malonska kiselina, manganov sulfat, Skrob)
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postavi se mijeSati na magnetsku mijesSalicu. Oscilacije u boji zapo¢inju odmah, a nakon trece
pojave modrog obojenja, u smjesu se dodaje jednaki volumen uzorka i zapocinje mjeriti

vrijeme zadrZavanja oscilacije sve do pojave zutog ili plavog obojenja.

4.5. Vazodilatacijska aktivnost

Koriste se Stakori soja Sprague-Dawley, muzjaci (N=10 zivotinja po uzorku vina), tjelesne
mase 300-350 g, iz vlastitog uzgoja Nastambe za pokusne zivotinje SveuciliSta u Splitu, na

Medicinskom fakultetu.

Nakon anestezije intramuskularnom primjenom ketamina (Ketaminol 10, 1,2 mL/kg, Intervet
International, Nizozemska) i ksilazina (Xylapan, 0,4 mL/kg, Vetoquintol, Svicarska) i
provjere gubitka osjeta na bolni podrazaj, zivotinja se dekapitira. Uc¢ini se torakotomija i
preparira torakalna aorta, disecira te prenese u preparativni bazenci¢ s hladnom Krebs —
Henseleitovom otopinom (NaCl 118.6, KCl1 4.8, KH>PO4 1.2, CaCl 2.5, MgS0O4 1.2, NaHCO3
25.5, glukoza 10.1 1 EDTA 0.02 mM). Nakon pazljivog CiS¢enja masnog i vezivnog tkiva,

aorta se izreze na prstenove Sirine 3-4 mm.

Prstenove se zatim namjesti u organske bazenci¢e s Krebs — Henseleitovom otopinom.
Otopina se kontinuirano zagrijava primjenom cirkulacijske pumpe (t = 37 £ 0,2 °C) i
oksigenira smjesom plinova (95% Oz i 5% CO3) kako bi se u organskim bazenci¢ima

osigurao i odrzavao stabilni parcijalni tlak kisika (565 + 35 mmHg) i pH (7,35-7,40) otopine.

Dvije paralelne Celi¢ne Zice provuku se kroz lumen prstena, od kojih se jedna fiksira za dno
organskog bazencica, a druga koncem poveze na pretvara¢ vlacne sile (FORT 10, World

Precision Instruments, Berlin, Njemacka), radi mjerenja tonusa zilnog prstena (Slika 8).

Pretvarac sile spojen je na pojacalo (QUAD Bridge, ADInstruments, Castle Hill, Australija) i
na analogno/digitalni pretvara¢ (MacLab/8e, ADInstruments), §to s primjenom racunalnog
programa (CHART za Windows, verzija 4.2.4, ADInstruments) omogucava kontinuirani

graficki prikaz Zilnog tonusa i njegovih promjena.
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Slika 8. Shema sustava za mjerenje tonusa izoliranog krvozilnog prstena.

Nulta napetost vaskularnih prstenova postavlja se na 20 mN. Na toj vrijednosti prstenovi se
stabiliziraju 60 min s redovitim ispiranjem bazenci¢a svakih 15 min. Prstenovi se potom
prekontrahiraju kontrolnom dozom noradrenalina (NA 107" mol/L). Kada se postigne stabilni
plato kontrakcije, o¢uvanost endotela se testira acetilkolinom (Ack 10 mol/L). Relaksacija se

izrazava kao postotak smanjenja vazokonstrikcije uzrokovane noradrenalinom [132].

Iskljucivo prstenovi sa silom prekontrakcije ve¢om od 10 mN i relaksacijom ve¢om od 60%
izlazu se kumulativnoj dozi (0,1 — 5%o) ispitivanih uzoraka (N=135 prstenova; N=33 za
standardno vino, te po N=34 za intaktno i1 oksidirano macerirano bijelo vino nakon 24 i 48
sati). Redoslijed i volumeni otopina koji se dodaju u bazencic¢e (20mL) za ostvarivanje

zeljenih koncentracija prikazani su u Tablici 4.
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Tablica 4.

Protokol za ispitivanje vazodilatacijske aktivnosti vina nakon prekontrakcije noradrenalinom

Redoslijed 1. 2. 3. 4. 3. 6. 7. 8. 9. 10. I11. 12

100
2 4 4 4 6 10 10 10 10 20 20

Volumeni uL
pwL  pL pL  pL  pL pub pbL pL  pL upL  pL

otopina NA
107

vina vina vina vina vina vina vina vina vina vina vina

Stvarne
01 03 05 0,7 1 1,5 2 2,5 3 4 5

koncentracije n.p.
%0 %o %o %o %o Ko %o o %o %o %o

vina

NA, noradrenalin; n.p., nije primjenjivo.

Glavna mjera ishoda je izravna vazodilatacijska aktivnost ispitivanih vina koja je ovisna o
dozi 1 prikazana krivuljama doza-u¢inak. UCcinkovitost ispitivanog vina kao izravnog
vazodilatatora izrazava se maksimalnim vazodilatacijskim ucinkom (Emax, Smanjenje
napetosti  izoliranog prstena Stakorske aorte nakon inducirane vazokonstrikcije
noradrenalinom), a njegova potentnost koncentracijom vina koja ostvaruje 50% svog
maksimalnog vazodilatacijskog ucinka, ECso. Dijagram koji prikazuje uzorak aortnih
prstenova, intervencije 1 mjere ishoda u istrazivanju vazodilatacijskog uc¢inka prikazan je na

Slici 9.
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Standardno bijelovino (V)
N=33

Intaktno macerirano
bijelovino (MV)

N=34
Aortni prstenovi Sprague- . ka:0.19 0
Dawley étakora (300-350g) | Konclentracua l:IZOI’a a.O,IIA)o 5/'00 >
N=10 stakora/uzorak
Oksidirano macerirano bijelo -E,,.x (maksimalnivazodilatacijski ucinak,
vino tijekom 24h (24h-OksMV) smanjenje napetostiizoliranogprstena
N=34 Stakorske aorte nakon inducirane

vazokonstrikcije noradrenalinom)

-ECg, (koncentracija vina koja ostvaruje
50% svog maksimalnogvazodilatacijskog
ucinka)
Oksidirano macerirano bijelo
vino tijekom 48h (48h-OksMV)
N=34

Slika 9. Dijagram s opisom uzorka aortnih prstenova, intervencijama i mjerama ishoda u ispitivanju vazodilatacijskog uc¢inka.
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Sva istrazivanja s pokusnim Zivotinjama odobrena su od Etickog povjerenstva za
biomedicinska istrazivanja Medicinskog fakulteta u Splitu i Uprave za veterinarstvo i
sigurnost hrane Ministarstva poljoprivrede u sklopu projekta ,,Bioloski ucinci vina: utjecaj

vinifikacijske tehnologije, dealkoholizacije i starenja vina“.
4.6. Kemikalije

Deionizirana voda (Milli Q®, Waters Corp., Milford, MA, SAD) koristena je za pripremu
svih otopina i reagensa. Acetonitril (HPLC > 99%), metanol (HPLC > 99%), etanol i aceton
kupljeni su od Scharlau (Sentmenat, Barcelona, Spanjolska). U Laboratoriju za organsku i
organskometalnu kemiju SveuciliSta u Bordeaux-u sintetizirani su procijanidinski dimeri B3
(katehin-(40—8)-katehin) 1 B4 (katehin-(40—8)-epikatehin) [133]. Kalijev jodat i manganov
sufat koji se koriste u Briggs-Rauscher metodi kupljeni su od Kemike (Zagreb, Hrvatska), a
vodikov peroksid (30%) od Gram-mola (Zagreb, Hrvatska). Sve kemikalije potrebne za
pripremu Krebs — Henseleitove otopine dobivene su od tvrtke VWR Chemicals (Radnor,
SAD), osim natrij-hidrogen karbonata koji je kupljen od tvrtke Panreac (Barcelona,
Spanjolska). Sve su ostale kemikalije i reagensi bili analitikog stupnja &istoée i kupljeni od

Sigma Aldrich (Saint Louis, SAD).

4.7. Statisticka analiza

Minimalna veli¢ina uzorka Stakora za ispitivanje u¢inka bijelih vina na prirast tjelesne mase te
aortnih prstenova za ispitivanje vazodilatacijske aktivnosti izracunata je primjenom programa
G*Power 3,1 (G*Power, Dusseldorf, Njemacka). Rezultati prirasta tjelesne mase i
maksimalni vazodilatacijski u€inak prikazani su u obliku aritmeticka sredina + standardna
pogreska sredine (SEM, engl. standard error of mean). ECso (engl. half maximal effective
concentration) vrijednosti su izracunate nelinearnom regresijom i izrazene kao aritmeticka
sredina s 95%-tnim intervalom pouzdanosti (CI, engl. confidence interval). Rezultati
biokemijske analize i antioksidacijskog kapaciteta uzoraka vina in vitro izraZeni su kao
aritmeticka sredina + standardna devijacija (SD). Hipoteze prvog dijela istrazivanja se
testiraju primjenom one-way ANOVA testa 1 post-hoc Student ¢-testa koriste¢i SPSS (IBM
SPSS Statistics verzija 24, New York, SAD) program, a drugog primjenom two-way ANOVA
testa 1 post-hoc Tukey testa s razinom znacajnosti P < 0,05 koriste¢i GraphPrism 6 (GraphPad

Software, San Diego, CA, SAD).
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5. Rezultati
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5.1. Prirast tjelesne mase

Pocetne tjelesne mase zivotinja u razli¢itim skupinama obaju dobnih kategorija bile su sli¢ne,
te su za mlade Zivotinje u tri pokusne skupine iznosile: 164 + 4 g (skupina koja konzumira
standardno bijelo vino, V), 155 £ 3 g (skupina koja konzumira macerirano bijelo vino sa
sumporom, MVs) i 147 + 3 g (kontrolna skupina Zivotinja koja pije samo vodu, K), dok su
prosjecne tjelesne mase u odgovaraju¢im skupinama starijih Zivotinja istim redom bile: 453 +
10 g, 439 =+ 9 g, 417 + 6 g. Ocekivano, brzina 1 vrijednost prirasta tjelesne mase u mladih
zivotinja bili su ve¢i nego u starijih zivotinja. Medutim, u obje dobne kategorije Zivotinje koje
piju vino su manje porasle u tjelesnoj masi i na tjednoj i na kumulativnoj osnovi u usporedbi s
kontrolnim Zivotinjama koje piju samo vodu (Slika 10). U mladih Zzivotinja prosjecni
apsolutni prirast tjelesne mase nakon Cetiri tjedna pokusa bio je 181 £ 2 g za grupu koja pije
standardno bijelo vino, 179 £ 6 g za grupu s maceriranim bijelim vinom i1 201 + 5 g za
kontrolne Zivotinje. Suprotno ostvarenoj razlici u prirastu tjelesne mase medu zivotinjama
koje piju vino i1 kontrolnih Zivotinja, nije postojala statisticki znacajna razlika medu
zivotinjama koje piju standardno vino u odnosu na one koje piju macerirano vino (P = 0,024
za V-Imj vs. K-1mj, P = 0,020 za MV-1mj vs. K-Imj i P = 0,999 za V-1mj vs. MVs-1mj,
slika 11.A). U starijih Zivotinja, ukupni prirast tjelesne mase iznosio je 32 = 5 g u skupini koja
pije standardno bijelo vino, 28 + 6 g u skupini koja pije macerirano bijelo vino 147 +4 gu
kontrolnoj skupini. Kao i u skupini mladih zivotinja, nije bilo razlike u prirastu tjelesne mase
izmedu starijih Zivotinja koje piju standardno u odnosu na one koje piju macerirano vino (P =
0,037 za V-3mj vs. K-mj, P = 0,029 MVs-3mj vs. K-3mj i P = 0,989 za V-3mj vs. MVs-mj,
Slika 11.B).

Sve zivotinje koje piju vino konzumirale su manje hrane na tjednoj i kumulativnoj osnovi u
usporedbi s kontrolnim zivotinjama, i to redom: 154 + 2 g (V-1mj), 143 + 4 g (MVs-1mj) i
176 + 4 g (K-1mj) tjedno za mlade Zivotinje 1 163 £4 g (V-3mj), 149 £ 4 g (MVs-3mj) i 178
+ 10 g (K-3mj) tjedno za starije zivotinje. Podaci o ukupnom unosu hrane nakon cetiri tjedna
ispitivanja prikazani su na Slici 12. za mlade 1 starije Zivotinje. Sli¢no promjenama tjednog
unosa hrane, i u ukupnom unosu hrane postoji razlika medu zivotinjama koje piju vino i
kontrolnim zivotinjama, ali bez razlike medu grupama Zivotinja koje piju standardno u odnosu
na macerirano vino (P = 0,004 za V-1mj vs. K-Imj, P < 0,001 za MVs-1mj vs. K-Imj i P =
0.071 za V-Imj vs. MVs-1mj, P =0.026 za V-mj vs. K-3mj, P <0.001 za MVs-3mj vs. K-3mj
1P =0.079 za V-3mj vs. MVs-3myj).
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Slika 10. Relativni prirast tjelesne mase u mladih (A) i starijih (B) Stakora koji konzumiraju

standardno bijelo vino (V) ili macerirano bijelo vino (MVs) i kontrolnih zZivotinja koje

konzumiraju samo vodu (K) tijekom Cetiri tjedna. Relativni prirast tjelesne mase izrazen je

kao postotak u odnosu na pocetnu tjelesnu masu. Budu¢i da je kumulativni prirast tjelesne

mase nakon cetiri tjedna pokusa oko 10 puta ve¢i u mladih (1mj) nego u starijih (3mj)
zivotinja, ordinatne skale nisu iste. * P < 0,05 za K vs. Vi MVs u obje dobne kategorije.
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Slika 11. Apsolutni prirast tjelesne mase u mladih (A) i starijih (B) Stakora koji konzumiraju
standardno bijelo vino (V) ili macerirano bijelo vino (MVs) i kontrolnih Zivotinja koje
konzumiraju samo vodu (K) nakon cetiri tjedna. Budu¢i da je apsolutni prirast tjelesne mase
nakon cetiri tjedna pokusa oko Cetiri puta ve¢i u mladih (1mj) nego u starijih (3mj) zivotinja,
ordinatne skale nisu iste. RazliCita slova oznacavaju statisticku razliku medu skupinama (P <
0,05).
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Slika 12. Ukupni unos hrane u mladih (A) i starijih (B) Stakora koji konzumiraju standardno
bijelo vino (V) ili macerirano bijelo vino (MVs) i kontrolnih Zivotinja koje konzumiraju samo
vodu (K) nakon cetiri tjedna. Razli¢ita slova oznacavaju statisticku razliku medu skupinama
(P <0,05).
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Uzimajuéi u obzir dnevni unos vina i ukupni unos tekucine, skupine V, MVs i K konzumiraju
sli¢ne volumene bez obzira na dob zivotinja. Ukupni unos energije (UE) izracunat je kao
zbroj kalorijske vrijednosti hrane i vina, gdje je primjenjivo, u svim skupinama zivotinja
nakon cetiri tjedna pokusa. Ukupni energetski unos bio je nesto nizi u mladih 1 starijih Stakora

koji konzumiraju macerirano bijelo vino u odnosu na sve ostale eksperimentalne skupine.

Kako bi se procijenio prirast tjelesne mase u odnosu na konzumiranu energiju, izracunali smo
dodatnu mjeru ishoda kao omjer ova dva parametra. Ovu smo sekundarnu mjeru ishoda
kojom opisujemo ,,u¢inkovitost konzumirane energije imenovali prirastom tjelesne mase po
jedinici konzumirane energije, PTM/UE. Nacelno, mlade zivotinje imaju znatno veci
PTM/UE nego starije. Ucinkovitost konzumirane energije nije se, medutim, razlikovala
izmedu zivotinja iste dobi bez obzira na vrstu konzumiranog pi¢a. U Tablici 5. prikazani su
sazeti podaci o dnevnom unosu vina, ukupnom unosu teku¢ine, ukupnom unosu energije i

prirastu tjelesne mase po jedinici konzumirane energije.

Tablica 5.

Prosje¢ni unos tekuc¢ina, UE i PTM/UE u svim eksperimentalnim grupama Zivotinja

Ukupni unos

Dnevni unos vina tekucine UE PTM/UE
(vino+voda)
mL/d mL/d kJ g/kl
V-1mj 10£1 301 11088,4 + 126,4 0.0163 +0.0003
MVs-1mj 11+1 301 10380,1 £205,0*  0.0172 = 0.0004
K-1mj n.p. 33+1 11657,5 +244,8 0.0173 + 0.0004
V-3mj 15+2 29+2 12097,6 £ 315,5 0.0026 £ 0.0004
MVs-3mj 11+1 301 10808,1 £282,4*  0.0025 £ 0.0005
K-3mj n. p. 32+1 11776,7 +£179,5 0.0040 + 0.0004

n.p., nije primjenjivo, UE, ukupni unos energije; PTM/UE, prirast tjelesne mase po jedinici
konzumirane energije; V, Zivotinje koje konzumiraju standardno bijelo vino, MV, macerirano bijelo
vino i K, kontrolne zivotinje koje konzumiraju samo vodu, mlade (1mj) i starije (3mj) dobi. Rezultati
su izrazeni kao aritmeticka sredina = SEM. * P < 0,05 za MVs-1mj i MVs-3mj vs. skupine u istoj
dobnoj kategoriji.
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5.3. Biokemijska analiza vina

Rezultati biokemijske analize svih istrazivanih vina koji uklju¢uju ukupne fenole te
koncentracije flavonoida i neflavonoida prikazani su u Tablici 6. Rezultati za vina iz drugog
dijela istrazivanja koji uklju¢uju HPLC 1 UPLC analizu flavanola, njihovih dimera i fenolnih
kiselina prikazani su u Tablici 7, a produkata fluoroglucinoloze, mDP, %P i %G u Tablici 8.
'Smedenje’ vina nakon izlaganja zraku i rezultati mjerenja apsorbancije uzoraka vina na 420

nm prikazani su na Slikama 13. 1 14., te u Tablici 9.

Proces maceracije rezultirao je s viSe od 8 puta ve¢im ukupnim sadrzajem fenola u odnosu na
standardno bijelo vino (Tablica 6). Oksidacija maceriranog vina izlaganjem zraku do 48 sati
dovela je do znacajne promjene boje vina od jantarne do tamno smede (Slike 13. 1 14., Tablica
9). Ukupni sadrzaj fenola ostao je, medutim, stabilan i nije se mijenjao pod utjecajem
oksidacije i promjene boje vina (Tablica 6). Sli¢an fenomen opazen je u sadrzaju monomera
flavan-3-ola, katehina i epikatehina. Medutim, porast njihove koncentracije uslijed maceracije

bio je od 10 do 40 puta veci u odnosu na odgovarajuce standardno bijelo vino (Tablica 7).

Promatraju¢i sadrzaj dimera flavanola, samo koncentracija dimera B3 nije porasla s
maceracijom. Ukupni ucinci oksidacije i promjene boje vina na koncentraciju ispitivanih
dimera u maceriranom vinu bili su neznatni. Samo diskretne promjene povezane s 48-satnom
oksidacijom, ali razliCitog smjera, uocene su kod dimera B2 i B3 koji na kraju nisu imali
ucinka na ukupni sadrzaj dimera. U slucaju fenolnih kiselina, postupak maceracije je nacelno
bio povezan s povecanjem njihovog sadrzaja, ali s razli¢itim utjecajem na koncentraciju
pojedinih kiselina. Tako je proporcionalno najvece povecanje u odnosu na standardno bijelo
vino zabiljeZeno za koncentracije galne i siringi¢ne kiseline. Ipak, kaftari¢na kiselina ostala je
dominantni cinamat u standardnom i maceriranom bijelom vinu. IzloZenost vina zraku i
povezano 'smedenje' ni u ovom slucaju nisu uzrokovali zamjetnu promjenu u sadrzaju bilo

koje od ispitivanih fenolnih kiselina (Tablica 7).

Srednji stupanj polimerizacije proantocijanidina u maceriranom vinu bio je nizak (1,7) i nije
se mijenjao tijekom 48 sati oksidacije. Analiza produkata fluroglucinolize iz proantocijanidina
1 kondenziranih tanina u maceriranom vinu pokazala je da je relativna prisutnost galatnih

estera (%G) dvostruko veca od one prodelfinidinskih produkata (%P) (Tablica 8).
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Tablica 6.

Ukupni fenoli, flavonoidi i neflavonoidi u uzorcima vina

\Y% MVs MV 24h-OksMV 48h-OksMV
Ukupni
mg GAE/L 305 + 3* 2850 + 35 2699+ 8 2676+ 13 2612+ 6
fenoli
Flavonoidi mg GAE/L 3* 2477 2492 2492 2449
Neflavonoidi mg GAE/L 302+2 373+3 207 +£2 184 + 1 163+ 6

Rezultati su srednja vrijednost najmanje tri neovisna mjerenja i prikazani su kao aritmeticka sredina +
SD. Koncentracija flavonoida je izraCunata kao razlika izmedu koncentracije ukupnih fenola i
koncentracije neflavonoida; GAE, ekvivalenti galne kiseline; * P < 0,05, Student #-test; V, standardno
bijelo vino; MVs, macerirano bijelo vino sa sumporom; MV, macerirano bijelo vino bez sumpora;

24h/48h-OksMV, oksidirano macerirano bijelo vino nakon izlaganja zraku 24h/48h.

Tablica 7.

Flavanoli i fenolne kiseline u uzorcima vina

\Y% MV 24h-OksMV  48h-OksMV
Flavanoli i njihovi dimeri

katehin mgCE/L  5,14+0,11* 6534+146 69,41+037 69,51 +0,28
epikatehin mg CE/L 1,16 £0,02* 4248 +0,10 43,56+0,80 44,73 + 0,02
dimer Bl mgCE/L 2,78+0,15% 37,15+0,42 39,18+0,18 39,89+ 0,06
dimerB2 mgCE/L 1,17+£0,01* 929+0,02  7,01+043 6,66+ 0,01
dimer B3 mgCE/L 2,12+0,05* 1,13+0,01  1,12+0,03  1,45+0,01
dimer B4 mgCE/L 2,62+0,11* 23,02+026 2441+0,12 2533 +0,03
Y monomeri mgCE/L  630+0,13* 107,8+1,6 113,012  1142+0,3
Y dimeri mgCE/L 8,70+0,01* 70,60+0,67 71,73+0,11 73,33 +0,02

Derivati hidroksibenzojeve kiseline
galna kiselina ijg L 218£001%  20,67+£0,03  20,72£001 20,61 =028
Sli?sg;ﬁgz GE  260+001% 2076028 2059+034  20.65+0,08
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Derivati hidroksicimetne kiseline

kflzl:ﬁl;z anEg:/L 3,42+0,10  734+0,01  7,48+0,06  7,33+0,23
kalgzre‘ﬁgz Cfé/L 2543 £031* 4354+025 44,11+0,04 44,67+0,10
CISk‘I‘:lzre‘ﬁEz Cfé/L 1,53+0,001  1,90+0,03 1,59+0,53  1,58+0,52
"rans‘k‘f(tigﬁﬁ: CUE 3004005 3454002 3555004 3384002
C‘Sfiﬂggﬁg: CUE193+002% 2824004 324004 432004
trans'fiﬂ‘;gﬁgz CADL  329+001%  519£002  519£001 507003

Rezultati su srednja vrijednost najmanje dva neovisna mjerenja i prikazani su kao aritmeti¢ka sredina
+ SD. GAE, ekvivalenti galne kiseline; CE, ekvivalenti katehina; CAE, ekvivalenti kafeinske kiseline.
*P < 0,05 vs. MV, 24h-OksMYV i 48h-OksMV. V, standardno bijelo vino; MV, macerirano bijelo vino
bez sumpora; 24h/48h-OksMV, oksidirano macerirano bijelo vino nakon izlaganja zraku 24h/48h.

Tablica 8.

mDP, %P 1 %G u uzorcima vina

A% MV 24h-OksMV 48h-OksMV

mDP nd 1,7+ 0,01 1,7+0,03 1,7+ 0,01
%P nd 11,9+0,12 10,5+ 0,34 11,3+0,23
%G nd 24,2 + 0,06 24,1 £ 0,28 22,9+0,72

Rezultati su srednja vrijednost najmanje dva neovisna mjerenja i prikazani su kao aritmeticka sredina
+ SD. mDP, srednji stupanj polimerizacije proantocijanidina; %P, udio prodelfinidina; %G, udio
estera s galnom kiselinom. * P < 0,05 vs. MV, 24h-OksMV i 48h-OksMV. V, standardno bijelo vino;
MYV, macerirano bijelo vino bez sumpora; 24h/48h-OksMV, oksidirano macerirano bijelo vino nakon
izlaganja zraku 24h/48h.
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Slika 13. Grasevina, vinarija Krauthaker, Kutjevo, berba 2015. godine, u laboratoriju Zavoda
za temeljnu 1 klinicku farmakologiju Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Splitu.
Uzorci standardnog bijelog vina (A), intaktnog macerirano bijelog vina (B), oksidiranog
maceriranog bijelog vina nakon izlaganja zraku 24h (C) 1 48h (D).

Tablica 9.

Apsorbancije uzoraka vina na 420 nm

A% MV 24h-OksMV 48h-OksMV

0.159+0.010* 0.436 £ 0.016** 0.550 + 0.001*** 0,662 +£0.015

Rezultati su srednja vrijednost dva neovisna mjerenja i prikazani su kao aritmeti¢ka sredina + SD.
* P < 0,05 vs. MV, 24h-OksMV i 48h-OksMV, ** P < 0,05 vs. 24h-OksMV i 48h-OksMV, *** P <
0,05 vs. 48h-OksMV. V, standardno bijelo vino; MV, macerirano bijelo vino bez sumpora; 24h/48h-
OksMV, oksidirano macerirano bijelo vino nakon izlaganja zraku 24h/48h.
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Slika 14. Apsorbancija uzoraka vina na 420 nm (AA420) vs. 13% etanol u Mcllvine puferu
(pH 4,0). * P <0,05 vs. MV, 24h-OksMV i 48h-OksMV, ** P < 0,05 vs. 24h-OksMV i 48h-
OksMV, *** P <(,05 vs. 48h-OksMV. V, standardno bijelo vino MV, macerirano bijelo vino
bez sumpora; 24h/48h-OksMV, oksidirano macerirano bijelo vino nakon izlaganja zraku
24h/48h.

53



5.3. Antioksidacijska aktivnost

Antioksidacijski kapacitet ispitivanih bijelih vina znacajno se razlikovao izmedu standardnog
bijelog vina i svih uzoraka maceriranog bijelog vina (Tablica 10). Ovisno o metodi
odredivanja, antioksidacijski kapacitet maceriranog bijelog vina bio je vec¢i od 5 do gotovo 45
puta u odnosu na standardno bijelo vino. Usporedujuéi razli¢ite metode mjerenja, vidljivo je
da je FRAP vrijednost standardnog bijelog vina bila mnogo niza od vrijednosti dobivenih
drugim testovima koji su koristili isti kalibracijski standard (Slika 15). S postupkom
maceracije, razlika izmedu FRAP vrijednosti i vrijednosti dobivenih drugim testovima je
nestala. S druge strane, ORAC vrijednosti 1 za standardno 1 za macerirano vino bile su
kontinuirano vec¢e nego u drugim testovima (Slika 15). Izlaganje zraku i 'smedenje' nisu
uzrokovali znacajne promjene u antioksidacijskom u¢inku maceriranih uzoraka bez obzira na

koriStenu metodu.

Tablica 10.

Antioksidacijska aktivnost pokusnih vina

v MV 24h-OksMV  48h-OksMV

uM 143626+ 127212+ 138568+
FRAP Troloksg  >20-7 £15.2 107.7 560.6 221.6

- uM 21033 + 1214504 132717+ 140783+
TroloksE 115.6* 100.0 4222 5101

ABTS uM 30375 + 16178.6 4  18047.6+ 154583+
TroloksE 3333+ 125.0 539.7 2222

ORAC uM 47567+ 233983+ 223812+ 232294+
TroloksE 41 2% 308.0 673.6 44773

BR min 025+ 0,07* 5154021  6.66+1.19 673+ 1,03

Rezultati su srednja vrijednost Cetiri neovisna mjerenja i prikazani su kao aritmeticka sredina + SD.

* P < 0,05 vs. MV, 24h-OksMV i 48h-OksMV. TroloksE, ekvivalenti troloksa; FRAP, engl. ferric
reducing antioxidant power; DPPH, engl. 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl; ABTS, engl. 2,2"-azinobis-
3-ethyl-benzo-thiazoline-6-sulfonic acid; ORAC, engl. oxygen radical absorbance capacity; ORAC,
engl. oxygen radical absorbance capacity; BR, Briggs — Raucher metoda; V, standardno bijelo vino;
MYV, macerirano bijelo vino bez sumpora; 24h/48h-OksMV, oksidirano macerirano bijelo vino nakon
izlaganja zraku 24h/48h.
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Slika 15. Graficki prikaz antioksidacijske aktivnosti ispitivanih vina spektrofotometrijskim
metodama s istim kalibracijskim standardom. * P < 0,05 vs. MV, 24h-OksMV i 48h-OksM V.
TroloksE, ekvivalenti troloksa; FRAP, engl. ferric reducing antioxidant power; DPPH, engl.
1, 1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl; ABTS, engl. 2,2"-azinobis-3-ethyl-benzo-thiazoline-6-sulfonic
acid; ORAC, engl. oxygen radical absorbance capacity; ORAC, engl. oxygen radical
absorbance capacity; V, standardno bijelo vino; MV, macerirano bijelo vino bez sumpora;
24h/48h-OksMV, oksidirano macerirano bijelo vino nakon izlaganja zraku 24h/48h.
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5.4. Vazodilatacijska aktivnost

Bazalna napetost aortnih prstenova (n=135) nakon izlaganja noradrenalinu bila je 16,3 + 0,4
mN. Sva ispitivana vina pokazala su izravan vazodilatacijski ucinak ovisan o dozi na
prekontrahiranim aortnim prstenovima. Maksimalni vazodilatacijski uc¢inak, Emax standardnog
bijelog vina bio je viSe od 6 puta nizi u usporedbi s intaktnim maceriranim bijelim vinom
(14,9 + 2,8 % za V vs. 98,4 + 2,9 % za MV). Sukladno tome, intaktna macerirana grasevina
takoder je pokazala snazniju vazodilatacijsku potentnost izraZzenu kao koncentracija uzorka
koja je potrebna za postizanje 50 % maksimalnog uc€inka, ECso (0,50 %0 za MV vs. 1,62 %o za
V). Izlaganje maceriranog vina zraku 24 1 48 sati nije rezultiralo promjenom maksimalnog
vazodilatacijskog ucinka (92,5 + 2,7 % za 24h-OksMV 1 93,7 £ 4,1 % za 48h-OksMV,
Tablica 11, Slike 16.117.).

Medutim, pri najnizim koncentracijama (do 1 %) uocene su znacajne razlike u
vazodilatacijskoj aktivnosti izmedu uzoraka intaktnog i oksidiranog maceriranog vina (Slika
17). To se takoder odrazilo na vecu vazodilatacijsku potentnost intaktnog maceriranog vina u
usporedbi s oksidiranim uzorcima (ECso od 0,50 %0 za MV, 0,57 %o za 24h-OksMV 1 0,65 %o
za 48h-OksMV). Pri viSim koncentracijama te su razlike u vazodilatacijskoj aktivnosti izmedu

intaktnog i oksidiranog maceriranog vina nestale.

Tablica 11.

Vazodilatacijska aktivnost pokusnih vina izrazena s Emax 1 ECso

\% MV 24h-OksMV ~ 48h-OksMV
Emax (%) 14,9 £2.8% 98,4 +2.9 92,5+2,7 93,7 4,1
ECso 1,62% 0,50%* 0,57%** 0,65
(95 % CD(%0)  (1,24-2,11) (0,46-0,54) (0,54-0,60) (0,61-0,69)

Emax, maksimalni vazodilatacijski uéinak izrazen kao aritmeticka sredina + SEM; ECso, koncentracija
vina koja ostvaruje 50% svog maksimalnog vazodilatacijskog ucinka, izracunata je nelinearnom
regresijom i izrazena kao aritmetiCka sredina s 95 %-tnim intervalom pouzdanosti (CI, engl.
confidence interval). * P < 0,05 vs. MV, 24h-OksMV i 48h-OksMV, ** P < 0,05 vs. 24h-OksMV i
48h-OksMV, *** P < 0,05 vs. 48h-OksMV. V, standardno bijelo vino; MV, macerirano bijelo vino
bez sumpora; 24h/48h-OksMV, oksidirano macerirano bijelo vino nakon izlaganja zraku 24h/48h.

56



Vazodilatacijska aktivnost (E,,.,, %)

120
100
80
60
40

*

20

L

\ MV 24h-OksMV 24h-OksMV

Slika 16. Maksimalni vazodilatacijski u¢inak pokusnih vina nakon prekontrakcije
noradrenalinom. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + SEM. * P < 0,05 vs. MV,
24h-OksMV 1 48h-OksMV, V, standardno bijelo vino; MV, macerirano bijelo vino bez
sumpora; 24h/48h-OksMV, oksidirano macerirano bijelo vino nakon izlaganja zraku 24h/48h.
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Slika 17. Vazodilatacija Stakorskih aortnih prstenova prekontrahiranih noradrenalinom nakon
izlaganja pokusnim vinima. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina = SEM. * P < 0,05
vs. MV, 24h-OksMV i 48h-OksMV, ** P < 0,05 vs. 24h-OksMV 1 48h-OksMV. (N=33
prstena za V, N=34 prstena po MV/24h-OksMV/48h-OksMV uzorcima).
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6. Rasprava
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6.1. Uc¢inci bijelog vina na prirast tjelesne mase Stakora

Jedan od klju¢nih rezultata naseg istrazivanja je utvrdivanje povezanosti konzumacije bijelog
vina s manjim prirastom tjelesne mase Stakora u odnosu na zivotinje koje piju samo vodu
nakon Cetiri tjedna pokusa. Ovi su rezultati u skladu s nekoliko drugih istrazivanja koja su
izvijestila o istoj pojavi u Stakora 1 miSeva kao posljedici konzumacije crnog vina i vodene
otopine etanola [46-49]. Nadalje, po prvi put smo pokazali da to vrijedi i za mlade, brzo-
rastue Zivotinje, kao 1 za starije zZivotinje koje su bile blizu platoa svoje tjelesne mase.
Dodatan rezultat je povezanost konzumacije vina sa smanjenim unosom hrane u obje dobne
kategorije (Slika 12.) Sto upucuje na zakljucak da se kalorije unesene hranom djelomicno

nadoknaduju dodatnim kalorijama iz vina.

Kako nije uo€ena razlika izmedu ucinaka konzumacije standardnog bijelog vina i maceriranog
bijelog vina bogatog polifenolima na prirast tjelesne mase i unos hrane, pretpostavlja se da su
u ovom bioloSkom ucinku vinski fenoli od sekundarnog znacaja u odnosu na ostale sastojke
vina. Etanol ima vaznu ulogu kao potencijalni ¢imbenik u prirastu tjelesne mase. Uloga
etanola u prirastu tjelesne mase dokazana je u studiji Monteira i suradnika. U ovoj su studiji
Stakori koji su konzumirali crno vino i vodenu otopinu etanola odgovaraju¢e koncentracije
imali manji prirast tjelesne mase 1 manji unos hrane u usporedbi s kontrolnim zivotinjama,

dok razlike izmedu ucinaka crnog vina bogatog polifenolima i etanola nije bilo [49].

Zanimljivo je da je u naSoj studiji ukupni unos energije, dobiven zbrajanjem kalorija iz hrane i
vina, bio statisticki manji u Zivotinja koje konzumiraju macerirano bijelo vino. Ovo se
djelomi¢no moze objasniti njihovom tendencijom da konzumiranju manje hrane u usporedbi
sa zivotinjama koje piju standardnu grasevinu, iako taj nalaz nije statisticki potvrden. Vec¢ se
pokazalo da polifenoli mogu biti ukljuceni u kontrolu apetita djelovanjem na sredi$nji Ziv¢ani
sustav koji nadzire Zelju za hranom 1 osjecaj sitosti [S1]. S druge strane, nije bilo razlike u
iskoriStenju energije za prirast tjelesne mase (PTM/UE) izmedu pokusnih i1 kontrolnih
zivotinja iste dobne kategorije, bez obzira na vrstu konzumiranog pi¢a. To se jednostavno
moze objasniti time §to su zivotinje koje su manje jele, manje i porasle u tjelesnoj masi, pa su

na kraju eksperimenta imale sli¢an prirast tjelesne mase po jedinici konzumirane energije.

Vazno je napomenuti kako su sve Zivotinje dnevno konzumirale slicne ukupne volumene
tekucine, ¢ime je ostvaren bitan preduvjet za usporedbu mjera ishoda medu skupinama.
Donekle paradoksalna ¢injenica da su mlade Zivotinje, iako tri puta manje tjelesne mase od

starijih Zivotinja, konzumirale slicne koli¢ine i tekucine i hrane (Tablica 5. i Slika 12.),
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zapravo je samo rezultat njihove nekoliko puta vece stope rasta. Drugim rijecima,
proporcionalno veca potrosnja hrane i teku¢ine nuzna je kako bi se odrzavao veci metabolicki
obrtaj kod mladih, brzo-rastu¢ih Zzivotinja. Ovo je takoder potvrdeno njihovim (viSe puta)
vec¢im prirastom tjelesne mase po jedinici konzumiranih kalorija u odnosu na starije Zivotinje
(prikazano u Tablici 5.). S druge strane, stabilan unos tekucine i hrane u starijih Zivotinja

potreban je za odrzavanje njihovih osnovnih metabolickih potreba.

Uklanjanjem razlika izmedu ispitivanih vina, koje bi mogle biti posljedica razlika u sorti
grozda, uvjetima rasta vinove loze ukljucujuéi teren na kojem raste ili vrijeme berbe, postalo
je moguce izolirati i objektivnije odrediti utjecaj tehnologije proizvodnje vina i sadrzaja
polifenola na istrazivane ucinke. Rezultati ove studije, medutim, nisu potvrdili bitnu ulogu
fenola u vinu na prirast tjelesne mase zivotinja. lako u naSem istrazivanju nismo izravno
ispitivali u€inke etanola, naSi rezultati sugeriraju vaznu ulogu etanola u prirastu tjelesne mase.
Sli¢no je izvijestilo nekoliko drugih autora [46, 47, 49] koji su pokazali da etanol opcenito
(proucavan sam ili u odnosu na crno vino) nije bio povezan s povecéanim prirastom tjelesne

mase u zivotinja.

Ispitanici koji umjereno konzumiraju alkoholna pica (ljudi ili zivotinje) ¢esto imaju znacajno
nizi prirast tjelesne mase u usporedbi s onima koji uop¢e ne konzumiraju alkoholna pica. Bez
obzira na niz zbunjujucih ¢imbenika koji utjeu na ovaj zakljucak (npr. fizicka aktivnost
ispitanika), jo$ uvijek je moguce da se radi i o neposrednom fizioloSkom ucinku etanola iz

alkoholnih pica [134].

Epidemioloske studije pokazuju da energija unesena etanolom ne ulazi u kalkulaciju ili se
barem znacajno razlikuje od drugih izvora energije. Kao $to je navedeno, etanol se ne moze
pohraniti poput drugih pravih nutrijenata i uvijek je prva komponenta koja se metabolizira.
Kada se alkoholno pi¢e konzumira uz obrok, upravo etanol automatski postaje prioritetni
supstrat 1 privremeno odgada jetreni oksidacijski metabolizam ugljikohidrata i masti. Unos
alkohola iz pi¢a moze tako potencijalno smanjiti oksidaciju drugih supstrata maksimalno do
50% [135]. Ovo je ujedno razlog zbog kojeg ocekujemo da konzumacija alkoholnih pica
dovodi do pohranjivanja masti s obzirom da je inhibirana njihova oksidacija. Ovaj se
biokemijski slijed i1 dalje povezuje s manjim prirastom tjelesne mase u usporedbi s
pohranjivanjem ugljikohidrata u obliku glikogena nakon pretjerane konzumacije Secera. Stoga
se zakljuCuje da se energija pohranjena na ovaj nac¢in moze ucinkovitije iskoristiti [28]. Uz to,

termogeni je ucinak etanola priliéno velik i u zdravih ljudi koji umjereno konzumiraju
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alkoholna pica iznosi izmedu 15% 1 25%. U usporedbi s mastima gdje je taj ucinak oko 13% 1
ugljikohidratima, 8%, pretpostavlja se da se veci dio energije iz etanola iskoriStava za
povecanje topline tijela, ali 1 za sagorijevanje kalorija iz druge hrane [40, 41]. Etanol takoder
utjeCe 1 na simpaticki ziv€ani sustav te smanjuje koncentraciju glukoze u krvi inhibicijom
glukoneogeneze u jetri [136]. Ipak, postoje dokazi i da alkoholno pi¢e uz obrok smanjuje
beta-oksidaciju masnih kiselina i koncentracije leptina u krvi u usporedbi s hranom iste

kalorijske vrijednosti [137].

lako naSa studija nije usredoto¢ena na mehanizme kojima bi etanol mogao djelovati na
promjenu tjelesne mase, ipak donosi dodatne eksperimentalne dokaze uloge etanola. Model
konzumacije vina koji smo izabrali usporediv je s modelom umjerenog dobrovoljnog pijenja
iz studije Arola i sur. [138] u kojoj su zivotinje imale slobodan pristup vinu, bez stresnih
tretmana 1 nefizioloSke konzumacije vina (kao npr. metodom gastricne lavaze). Osobito je
vazno napomenuti da koli¢ina konzumiranog vina u nasem istrazivanju, u smislu udjela u
ukupnom unosa energije (oko 8%), priblizno odgovara doprinosu alkoholnih pi¢a ukupnom
energetskom unosu u ljudi koji umjereno konzumiraju alkoholna pi¢a zajedno s hranom [35],

zbog Cega zakljucci opisanog istrazivanja mogu vrijediti i za ljudsku populaciju.

Konacno, postoji dobar razlog za odabir vina kao ispitivanog alkoholnog pic¢a buduci da je
ono nezaobilazna sastavnica kulture mediteranske prehrane. Za razliku od crnog vina, prema
nasim najboljim saznanjima, ucinci bijelog vina na prirast tjelesne mase Stakora dosad nisu

uopce ispitivani.

Unatoc¢ provedenom istrazivanju i dalje su potrebna nova kako bi se istrazio to¢an mehanizam
u podlozi nepovezanosti umjerene konzumacije vina i prirasta tjelesne mase i kako bi se jasno
razlucila uloga etanola i polifenola. Iako nasi rezultati upucuju na klju¢nu ulogu etanola, zbog
¢injenice da su Zivotinje obje dobne skupine koje su konzumirale macerirano bijelo vino
bogato polifenolima imale manji ukupni energetski unos u odnosu na zivotinje koje su
konzumirale standardno vino i kontrolne Zivotinje, ostaju otvorena pitanja o ulozi i
sudjelovanju polifenola u energetskim metabolickim procesima, osobito nakon duzeg perioda

umjerene konzumacije.
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6.2. Uc¢inci bijelog vina na in vitro antioksidacijsku i vazodilatacijsku aktivnost

Kljuc¢ni rezultat ove studije je da oksidacija maceriranog bijelog vina nezasti¢enog sumporom
nije utjecala na njegovu maksimalnu izravnu vazodilatacijsku i antioksidacijsku aktivnost
unato¢ intenzivnom 'smedenju' i promjenama organoleptickih svojstava. Ovaj je rezultat u
suprotnosti sa studijama koje su pokazale da pojavom smede boje (ve¢im AA4z0) oksidiranih
standardnih bijelih vina proporcionalno pada njihov in vitro antioksidacijski u¢inak [91, 92].
Iako specifi¢ni smedi produkti nisu u potpunosti okarakterizirani, postoje snazni dokazi da su
vinski fenoli, osobito oni koji sadrze 1,2-difenolne skupine, primarni supstrati ukljuceni u
reakcije oksidacije i1 'smedenja' [20, 59, 67, 139]. U slucaju bijelih vina, flavanoli (kao §to su
katehin, epikatehin i njihovi oligomeri - proantocijanidini) i hidroksicinamati (prvenstveno
kafeinska kiselina i njezin konjugat, kaftari¢na kiselina) glavni su razredi fenola i ujedno prvi
koji se oksidiraju [20, 72]. Dobiveni kinoni mogu biti supstrati u daljnjim reakcijama s
nukleofilnim spojevima (ukljuc¢uju¢i 1 druge fenole), Sto postupno vodi nastanku stvarnog

pigmenta [20, 59, 65, 67, 139].

Detaljna analiza fenolnog sastava 1 sadrzaja uzoraka vina doista potvrduje da su
hidroksicinamati, i to najviSe kaftaricna kiselina, dominantni fenolni spojevi u standardnom
bijelom vinu (Tablica 7). Proces maceracije ocekivano je rezultirao velikim povecanjem
ukupnog sadrzaja fenola. Dok se sadrzaj hidroksicinamata otprilike udvostrucio, kaftari¢na
kiselina ostala je dominantni cinamat. Promjene koje se odnose na flavanole bile su mnogo
izrazenije s obzirom da se njihov sadrzaj povec¢ao 10 - 40 puta u odnosu na sadrzaj u
standardnom bijelom vinu (Tablica 7). Dostupnost velikog broja fenolnih reaktanata, uz
odsustvo sumpornog dioksida, zapravo stvara povoljno okruzenje za proces oksidacije i
povezanog 'smedenja'. U takvim uvjetima, moglo bi se ocekivati da ¢e oksidacija fenola kao
glavnih antioksidansa u vinu utjecati na antioksidacijski kapacitet vina, kao $to je pokazano za
standardna bijela vina [91, 92]. Valja napomenuti, medutim, da reakcije izmedu oksidiranih
fenola mogu rezultirati stvaranjem novih antioksidanata, S§to otezava predvidanje
antioksidacijske aktivnosti vina nakon izlaganja zraku [92]. Naime, kinoni nastali oksidacijom
polifenola stupaju u reakciji s drugim fenolima i proizvode dimere ili polimere koji mogu
»preurediti svoju strukturu i1 tako dovesti do stvaranja novih difenola. Takvi spojevi imaju
nizi redoks potencijal i podlozniji su oksidaciji od svojih pocetnih molekula [65]. Dodatno,
predlozeno je da oksidacija tih produkata rezultira ubrzanjem procesa polimerizacije [69,

139].
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Ipak, izgleda da se rezultati naSeg istrazivanja ne mogu u potpunosti objasniti opisanim
fenomenima. Naime, udio monomera i dimera flavan-3-ola nije bio pod utjecajem 48-satne
oksidacije, i monomeri su ostali dominantni spojevi. Osim toga, vrijednost srednjeg stupnja
polimerizacije flavanolnih frakcija u ispitivanim uzorcima bijelog vina ostala je niska i nije se
mijenjala s razvojem oksidacije 1 'smedenja' (Tablica 8). Analiza produkata razgradnje
flavanolnih oligomera u reakciji s floroglucinolom ocekivano je pokazala veéi udio estera s
galnom kiselinom, %G, galata, u odnosu na produkte prodelfinidina, %P, galokatehina
(Tablica 8). Tako su galati koji prvenstveno potjecu iz sjemenki grozda manje topljivi spojevi i
proizvede se sporije u usporedbi s galokatehinima i prodelfinidima koji se nalaze samo u
kozicama grozda, dugi period maceracije ispitivanog vina omogucio je dovoljno vremena za

znacajnu ekstrakciju i galatnih estera [20, 140, 141].

Cinjenica da je macerirano bijelo vino bez sumpora nakon izlaganja zraku 48 sati razvilo
intenzivnu smedu boju (Slike 13. 1 14.), a nije znacajno promijenilo svoj antioksidacijski
kapacitet, zapravo privla¢i znanstvenu pozornost. Vazno je napomenuti da je ovaj rezultat
dobiven svim provedenim analizama unato¢ njihovim razli¢itim mehanizmima procjene

antioksidacijskog kapaciteta.

Rezultati pokazuju da je vrijednost FRAP-a za standardno bijelo vino bila nekoliko puta
manja od vrijednosti dobivenih drugim testovima (a s istim kalibracijskim standardom), §to
ukazuje na to da se polifenoli sadrzani u ovom vinu uglavnom ponaSaju kao ,,hvataci®
radikala (dokazano koriste¢i DPPH, ABTS, ORAC testove), vise nego reducensi. Kvalitativne
1 kvantitativne promjene u fenolnom sastavu koje su se s druge strane dogodile tijekom
maceracije rezultirale su pomakom FRAP vrijednosti 'blize' prema vrijednostima drugih

testova (Tablica 10., Slika 15).

Usporedujuci vrijednosti ABTS 1 DPPH testova, koji su vrlo sli¢éni u mehanizmima procjene
antioksidacijske aktivnosti, redovito su uocene vise ABTS vrijednosti. Sli¢an rezultat u
istrazivanjima drugih autora objasnjen je ve¢im afinitetom ABTS reagensa za reakcije s

fenolnim spojevima koji su u nasim vinima dominantne sastavnice [89, 142].

Sto se tite ORAC testa, njegove vrijednosti bile su konstantno najvise u usporedbi s ostala tri
testa koja su koristila isti kalibracijski standard. To moze biti djelomi¢no zbog Cinjenice da je
ORAC jedini test koji koristi povrsinu ispod krivulje za kvantifikaciju rezultata. Osim toga,

moguce je da su naSi uzorci vina imali najve¢i afinitet za peroksil radikale na ¢ijem se
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uklanjanju temelji ova metoda. Zbog toga se ujedno ORAC moze smatrati bioloski
relevantnijim testom kada se uzme u obzir zastupljenost peroksil radikala kao oksidansa u

brojnim bioloski vaznim reakcijama [88].

lako cilj ovog istrazivanja nije bio objasniti kemijske mehanizme odgovorne za tamnjenje
vina, a ocuvan antioksidacijski kapacitet, utvrdeno je da se macerirana vina u tom smislu ne
ponasaju kao standardna bijela vina. Buduci da se reakcije oksidacije fenola prirodno odvijaju
sporo, nasa hipoteza je da vrijeme od 48 sati izlaganja zraku nije bilo dovoljno da se iscrpi

znacajan dio oksidabilnih fenola koji su inicijalno obilno prisutni u maceriranom vinu.

U skladu su s tom pretpostavkom 1 rezultati o vazodilatacijskoj aktivnosti ispitivanih vina.
Naime, kada se vina primjenjuju u vis$im koncentracijama, nije uocena nikakva razlika izmedu
intaknog (MV) 1 oksidiranih uzoraka maceriranog vina (24h- i 48-OksMV), jer su svi izazvali
slicnu maksimalnu vazodilataciju (Slike 16. 1 17.). Ovi rezultati ukazuju na to da su svi uzorci
maceriranog vina prisutni u velikim koncentracijama u bazenci¢u s izoliranim organom
osigurali dovoljnu koli¢inu oc¢uvanih fenola s vazodilatacijskim u¢inkom. S druge strane, pri
viSim razrjedenjima (koncentracija vina u bazenc¢i¢u < 1%o), kada su fenoli prisutni u znatno
manjim koncentracijama, postala je ocita Steta uzrokovana izlaganjem zraku i posljedi¢nom
promjenom boje. U takvim se uvjetima intaktno macerirano vino pokazalo ucinkovitijim od
oksidiranih uzoraka. Stovise, vazodilatacijska potentnost oksidiranih uzoraka sve vise slabi s
trajanjem izlaganja zraku, $to se pokazuje povecanjem ECso vrijednosti u odnosu na intaktno

macerirano vino (Tablica 11).

Standardno bijelo vino ostvarilo je manji izravni vazodilatacijski u€inak. Iako postoji samo
nekoliko studija koje istrazuju vazodilatacijske ucinke bijelih vina, naSi su rezultati u
potpunosti u skladu s ranijim istrazivanjima Fitzpatricka 1 Flescha [111, 112] koji su pokazali
znatno slabije vazodilatacijske ucinke bijelih vina u usporedbi s crnima. U provedenoj studiji,
cak 1 najvece doze standardnog bijelog vina nisu izazvale znacajnu vazorelaksaciju. Ovaj je
rezultat oc¢ekivan imaju¢i u vidu i nizak sadrzaj fenola bijelih vina, ali i to da su u
standardnom bijelom vinu upravo fenolne kiseline i njihovi konjugati dominantni fenolni
spojevi. U prijasnjim istraZzivanjima u nasem laboratoriju ve¢ je pokazan slab vazodilatacijski
ucinak za spektar fenolnih kiselina ¢ak i kada se primjenjuju u mnogo ve¢im koncentracijama
od onih koje se mogu pronaci u vinu [119]. Macerirana vina, s druge strane, pokazala su vec¢i

izravni vazodilatacijski odgovor koji je rezultatski viSe usporediv s u¢inkom crnih vina [112,
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143]. StoviSe, 1 ukupni sadrzaj fenola u maceriranom vinu bio je usporediv s onim u crnim

vinima [86, 144].

Vazno je napomenuti da su koncentracije etanola u bazenci¢ima s izoliranim organom u
primijenjenim koli¢inama vina bile u rasponu koncentracija koje se mogu oc¢ekivati u ljudskoj
plazmi nakon umjerene konzumacije vina [117]. Osim etanola, i koncentracije fenola
postignute pri primijenjenim volumenima vina bile su usporedive s koncentracijama u krvi
ispitanika nakon umjerene konzumacije vina [145, 146]. Upravo je raspon koristenih doza u
provedenom istraZivanju prednost nase studije naspram istrazivanja gdje su koncentracije
ispitivane in vitro previsoke i nespojive s onima koje se postizu in vivo nakon konzumacije

vina.

Neki su autori ve¢ pokusali povezati jednu komponentu vina s ostvarenim vazodilatacijskim
uc¢inkom, pogotovo iz skupine fenolnih spojeva, uklju¢ujuc¢i npr. oligomere procijanidina tipa
B [147]. lako je naSe macerirano vino bogato procijanidinima, smatramo da se slozeni
bioloski ucinak vodeno-alkoholne smjese, kao Sto je vino, ne moze pripisati samo jednoj
fenolnoj frakciji. Ovo je potvrdeno rezultatima studija provedenih na stani¢nim kulturama
ljudskog endotela koji su pokazali da je najveci postignuti stimulacijski uc¢inak na eNOS bio
doista ostvaren primjenom mjeSavine polifenolnih spojeva koji sinergisticki induciraju

ekspresiju i promotorsku aktivnost enzima [148, 149].

U nastojanju da se ustanovi znacaj i moguca povezanost rezultata antioksidacijske i
vazodilatacijske aktivnosti, dvaju razli¢itih bioloskih ucinaka ispitivanih vina, vazno je
istaknuti njihovu komplementarnost in vivo. Cinjenica je da se ovi procesi dogadaju
istovremeno i jedan na drugoga utjeCu izravno i neizravno, upucuju na zakljucak da se
antioksidacijski i vazodilatacijski ucinci ne bi trebali promatrati zasebno. Najvaznije mjesto
gdje vinski fenoli mogu izravno djelovati kao kemijski antioksidansi je gastrointestinalni
sustav. Tu tijekom probave lokalno nastaju toksi¢ni hidroperoksidi koji se nakon apsorpcije
ponasaju kao proupalni medijatori uzrokujuéi postprandijalni oksidativni stres i oStecenje
vaskularnog endotela. Ve¢ je pokazano da konzumacija vina uz obrok moze sprijeciti
stvaranje 1 apsorpciju produkata lipidne peroksidacije iz hrane [150, 151] 1 ublaziti oksidativni
stres 1 oSte¢enje vaskularnog endotela uzrokovano obrocima s visokim udjelom masti [152,
153]. Na stani¢noj razini pokazalo se da fenoli iz vina Stite NO od razgradnje zbog svoje
antioksidacijske aktivnosti uklanjanjem superoksidnih radikala 1 inhibicijom NADPH

oksidaze [154]. Osim toga, fenoli mogu sprijeciti "rasprezanje" eNOS enzima, fenomena koji
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je ukljuCen u oSteCenje endotela u razliCitim bolesti, a posredovan oksidacijom eNOS
kofaktora tetrahidrobiopterina, putem kojeg enzim preusmjerava svoju aktivnost s korisne

proizvodnje NO prema §tetnoj proizvodnji superoksidnih radikala [107].

Konacno, svjesni smo da kratko vrijeme izlaganja naSih uzoraka zraku predstavlja ogranic¢enje
studije jer mozemo ocekivati da bi se s produzenim vremenom oksidacije dogodile i
znacajnije promjene, kako u kemijskom sastavu vina, tako i u bioloskoj aktivnosti. Unato¢
tome nasi se rezultati mogu translatirati u svakodnevni zivot i imaju prakticno znacenje
utoliko §to se macerirano bijelo vino uz vidno promijenjena svojstva nakon izlaganja zraku ne

treba odbaciti kao bezvrijedno, barem ne neposredno nakon otvaranja.
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7. Zakljuéci
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Konzumacija bijelog vina tijekom Ccetiri tjedna nije dovela do veceg prirasta tjelesne
mase Stakora u usporedbi s prirastom tjelesne mase Stakora koji su konzumirali samo
vodu.

Kako nema razlike u prirastu tjelesne mase izmedu Stakora koji konzumiraju
standardno 1 macerirano bijelo vino, odluc¢uju¢u ulogu u prirastu tjelesne mase
vjerojatno nemaju polifenoli.

Unos hrane manji je u Zivotinja koje konzumiraju vino, a ukupan energetski unos
manji je u Zzivotinja koje konzumiraju macerirano vino u odnosu na sve ostale
zivotinje. Dio energije iz hrane kompenzira se unosom vina u Stakora, a polifenoli vina
doprinose ovom ucinku.

Stakori mlade Zivotne dobi imaju znadajno veéi apsolutni i relativni prirast tjelesne
mase 1 bolju iskoristivost konzumirane energije u odnosu na starije Stakore.

Postupak produljene maceracije utjecao je na sastav i sadrzaj polifenola te je rezultirao
boljom antioksidacijskom i vazodilatacijskom aktivno$¢u maceriranog vina in vitro u
usporedbi sa standardnim bijelim vinom.

Izlaganje maceriranog vina zraku do 48 sati nije znacajno promijenilo kemijski sastav
vina unato¢ promjeni boje od jantarne do tamno smede ('smedenje’ vina).

'Smedenje’ maceriranog vina uzrokovano izlaganjem zraku do 48 sati nije povezano sa
slabljenjem antioksidacijskog ucinka niti maksimalnog vazodilatacijskog ucinka.

Kad se oksidirana macerirana vina primjene u malim koncentracijama in vitro,
raspolozivost je vazoaktivnih fenola ograni¢ena i ostvaruje se slabiji vazodilatacijski
ucinak u odnosu na intaktno vino. Uzorak maceriranoga vina koji je bio dulje izloZzen

zraku ima najmanju vazodilatacijsku potentnost.
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8. Znanstveni doprinos
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Alkohol iz vina jo§ se uvijek promatra kao znacajan izvor energije visoke kalorijske
vrijednosti i1 potencijalni rizi€ni ¢imbenik za razvoj pretilosti. U naSoj je studiji utvrdeno da
konzumacija bijelih vina ne dovodi do povecanog prirasta tjelesne mase Stakora. Ovi su
rezultati novost jer dosad nisu istrazivana bijela vina te su dodatni argument za odbacivanje
hipoteze o povezanosti umjerene konzumacije bijelog vina s prirastom tjelesne mase. Model
konzumacije vina u nasem istrazivanju u kojem zivotinje imaju slobodan pristup vinu, bez
stresnih postupaka i1 nefizioloske konzumacije (kao npr. intragastricna lavaza), rezultira
unosom energije iz vina usporedivim s onim kod umjerene konzumacije vina u ljudi. U tom
smislu opisana studija predstavlja primjenjivo translacijsko istrazivanje. Na kontroliranom
animalnom modelu, rezultati donose nove podatke o tome kompenzira li se dio energije iz
hrane unosom vina te predstavlja li dob pokusnih Zivotinja vazan ¢imbenik prirasta tjelesne
mase. S obzirom da se znacajan dio bioloskih u¢inaka vina pripisuje polifenolima iz njegova
sastava, obje nase studije ispituju njihovu ulogu usporedujuci u¢inke standardnog bijelog vina

siromasnog polifenolima s onima maceriranog vina, bogatog polifenolima.

Nase drugo istrazivanje ispituje antioksidacijski 1 vazodilatacijski ucinak kao dodatne
bioloske ucinke bijelih vina. Kako bi zaklju¢ci o antioksidacijskom ucinku vina bili §to
mjerodavniji, za mjerenje antioksidacijskog kapaciteta koriSteno je pet metoda koje su
utemeljene na razli¢itim kemizmima. Potentan izravni vazodilatacijski u¢inak maceriranih
bijelih vina ukazuje na mehanizme ocuvanja vaskularne funkcije povezane s umjerenim
pijenjem vina. Konac¢no, prema nasim spoznajama, ne postoje istrazivanja opisana u svjetskoj
literaturi koja ispituju povezanost organoleptickih promjena maceriranog vina zbog izlaganja
zraku s gubitkom njegovih bioloSkih ucinaka. Budu¢i da je opisana situacija Cesta u

svakodnevnom Zivotu, rezultati istrazivanja prakti¢no su primjenjivi.

S epidemioloskog aspekta naSa istrazivanja imaju znacajni znanstveni doprinos obzirom na
porast pretilosti 1 bolesti koje su s njom povezane, ukljucujuci i kardiovaskularne bolesti. Uz
to, opisana istrazivanja u skladu su sa svjetskim trendovima u smislu etnofarmakoloSkog
pristupa istrazivanjima bioloski potentnije hrane, a ostvareni rezultati predstavljaju poticaj

kulturi umjerenosti, zdrave prehrane te proizvodnji bioloski vrjednije hrane.

70



9. Kratki sazetak
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UCINCI BIJELOG VINA NA PRIRAST TJELESNE MASE STAKORA TE NA IN
VITRO ANTIOKSIDACIJSKU I VAZODILATACIJSKU AKTIVNOST

Bioloski uéinci bijelih, a napose maceriranih bijelih vina jantarne boje i bogatog polifenolnog
sadrzaja, rijetko su istrazivani. Stoga smo u ovom istrazivanju ispitali i usporedili u¢inke
standardnog 1 maceriranog bijelog vina na prirast tjelesne mase Stakora te njihovu
antioksidacijsku 1 vazodilatacijsku aktivnost in vitro. Prirast tjelesne mase ispitivan je u
mladih, brzo-rastuéih, i starijih §takora koji su dosegli plato svoje tezine. Stakori obje dobne
skupine koji konzumiraju vino unose manje hrane i imaju manji prirast tjelesne mase u
odnosu na Stakore koji konzumiraju samo vodu. Ukupni je energetski unos najmanji u Stakora
koji konzumiraju macerirano vino. U usporedbi s intaktnim, macerirano je vino bolji
antioksidans, S$to je potvrdeno primjenom viSe metoda utemeljenih na razliitim
mehanizmima, i bolji izravni vazodilatator noradrenalinom prekontrahiranih aortnih prstenova
Stakora. Medutim, macerirana vina, proizvedena bez konzervansa, podlozna su oksidaciji.
Stoga smo dodatno istrazili utjecaj oksidacije povezane s izlaganjem maceriranog vina zraku
do 48h na njegov kemijski sastav i in vitro bioloske ucinke. Unato¢ 'smedenju', kemijski
sastav oksidiranih vina nije se znacajno promijenio u odnosu na intaktno, a antioksidacijski 1
maksimalni vazodilatacijski ucinci ostali su ocuvani. Medutim, pri najnizim koncentracijama,
kod ograniCene raspolozivosti vazoaktivnih fenola, oksidirana macerirana vina ostvarila su,

razmjerno duljini izloZenosti zraku, slabiju vazodilataciju.
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10. Summary
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EFFECTS OF WHITE WINE ON RATS WEIGHT AND IN VITRO ANTIOXIDANT
AND VASODILATORY ACTIVITY

Biological effects of white, and particularly amber-colored macerated white wines rich in
polyphenolic content, are rarely investigated. Therefore, in this study, we examined and
compared the effects of standard and macerated white wine on rats weight gain and their in
vitro antioxidative and vasodilating activity. Body weight gain was studied in younger, fast-
growing, and older rats that almost reached their weight plateau. In both age categories, wine-
drinking animals consumed less food and gained less weight in comparison to water-only
drinking controls. Total energy intake was the lowest in macerated wine-drinking rats. In
comparison to standard, macerated wine was better antioxidant, as confirmed by several
methods based on different mechanisms, and more effective direct vasodilator of
noradrenaline-precontracted rat aortic rings. However, macerated wine produced without
preservatives is highly susceptible to oxidation. Therefore, we additionally investigated the
effects of oxidation associated with its exposure to air for up to 48h on its chemical
composition and in vitro biological activities. Despite 'browning', chemical composition of
oxidized wines did not change significantly in comparison to intact, and their antioxidant and
maximal vasodilatory effects remained preserved. However, at low concentrations, when
availability of vasoactive phenols was limited, vasodilatory potency increasingly weakened

with exposure to air.
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