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KORELACIJA SADRZAJA UKUPNIH FENOLA SA
ANTIOKSIDATIVNOM AKTIVNOSCU CRVENIH VINA SA
PODRUCJA REGIJE BANJA LUKA
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Izvod: U ovom radu odredena je antioksidativna aktivnost 3 uzorka crvenih vina
primjenom gasenja 1,1- difenil- 2- pikrilhidrazil (DPPH)- stabilnog radikala, 2,2’- azino-
bis- (3-etilbenzotiazolin- 6- sulfonska kiselina) (ABTS) stabilnog radikala, kao i Briggs-
Rausherove oscilatorne reakcije. Uradena je i korelacija ovih antioksidativnih metoda sa
sadrzajem ukupnih fenola u navedenim uzorcima crvenih vina. Sadrzaj ukupnih fenola se
mijenjao u rasponu 1790,67- 3209,97 mgGAE/L. Antioksidativna aktivnost dobijena
DPPH testom od 15,45- 17,08 mmolro/L vina, ABTS testom od 23,21- 24,14
MMOltyox/L  ving, te Briggs - Rausherovom oscilatornom metodom 1,826- 3,848
MMOlyo10x/Lyina T€SpEktivno.

Sadrzaj ukupnih fenola pokazuje znacajnu korelaciju sa ABTS testom (0.55), te vrlo
visoku korelaciju sa Briggs- Rausherovim oscilatornim reakcijama (0.99).

Kljuéne reci: crveno vino, Antioksidativna aktivnost, ukupni fenoli, DPPH, ABTS,
Briggs- Rausherove oscilatorne reakcije.

Uvod

Prirodno je da se u ljudskom organizmu stvaraju slobodni radikali. Pretjerana
produkcija ovih reaktivnih specija za vrijeme oksidativnog stresa moze prouzrokovati
oste¢enje biomolekula i indukovati razvoj hroni¢nih kardiovaskularnih bolesti, starenje
i rak. Stetni uticaj slobodnih radikala moZe biti inhibiran sredstvima s antioksidativnom
sposobnoséu.

Crvena vina imaju visok sadrzaj fenolnih jedinjenja i blagotvorno djeluju na
zdravlje ljudi upravo zbog svojih antioksidativnih osobina (J. Yang i sar., 2009,
Markovi¢ i Tali¢, 2013). Takode imaju veliki uticaj na organolepticka svojstva, naroCito
na boju, gor¢inu i trpkost (Hernanz i sar., 2007).

Jedna od metoda za odredivanje antioksidativne aktivnosti fenola u vinu je i
Briggs-Rauscher oscilatorne reakcije. Nakon dodavanja antioksidansa u  Briggs-
Rauscher smjesu dolazi do trenutatnog gaSenja oscilacija. Ovo vrijeme bez oscilacije
predstavlja inhibiciju oscilirajuée reakcije (vrijeme inhibicije IT) koja je linearno
zavisna od koncentraciji antioksidansa. Kada je inhibicija zavrSena, oscilacije se
nastavljaju (Honer i sar., 2002).
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Cilj rada je da se u tri uzorka crvenog vina sa podru¢ja Banjaluke odredi sadrzaj
fenola te njihova antioksidativna aktivnost koriste¢i tri razlicita testa, kao i1 da se te
aktivnosti medusobno uporede.

Materijal i metode rada

U istrazivanju su koriS¢ena tri uzorka crvenog vina sorte Cabernet Sauvignon.
Uzorci su nabavljeni od tri individualna proizvodaca sa tri razlicita lokaliteta uzgoja
(Aleksandrovac, Slatina, Veri¢i) na podru¢ju opstine Banjaluka, i oznaceni kao V1,V2,
V3. Ukupni fenoli su odredeni modifikovanom metodom Folin-Ciocalteu (Wolfe,
2003). Rezultati su izrazeni kao fenoli ekvivalentni galnoj kiselini, tj. mgGAE/Ly;p,.

Antioksidativna aktivnost uzorka na  neutralizaciju 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
radikala (DPPH test) odreden je metodom Liyana-Pathiranan i Shahidi (Liyana-
Pathiranana, 2005), a za neutralizaciju 2,2-azinobis-3-ctilbenzotiazolin-6-sulfonske
kiseline (ABTS" test) kori$¢ena je modifikovana metoda Re i saradnika (Re, 1999).

Rezultati su predstavljeni TEAC vrijednoséu (Trolox ekvivalent antioksidativne
aktivnosti), tj. kao mmol ge/Lyina 1 za DPPH i za ABTS' test. Odredivanje
antioksidativne aktivnosti uzoraka odreden je i Briggs-Rauscher-ovim oscilatornim
reakcijama (Cervellati i sar, 2001) koje se odvijaju u nizu medusobno povezanih redox
reakcija tacno definisanih sastojaka. Rezultati su predstavljeni kao mmol Trolox/L.,s.
Sve koristene hemikalije i rastvaraci su bili p.a. stepena Cisto¢e. Eksperimenti su radeni
u 3 paralelna ponavljanja, a rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna
devijacija. KoriStena je analiza varijanse (ANOVA) a najmanja znacajna razlika (LSD)
pri p<0.05 je izracunata koriStenjem programa Origin Pro 8.0. Koeficijent korelacije je
odreden prema Pearson-u.

Rezultati istraZivanja i diskusija

U tabeli 1 prikazane su vrijednosti koncentracije ukupnih fenola, kao i
antioksidativne aktivnosti u odnosu na stabilne slobodne radikale ABTS® i DPPH, te
antioksidativna aktivnost izrazena Briggs- Rausherovim oscilatornim reakcijama za
analizirane uzorke crvenih vina. Koncentracija ukupnih fenola u ispitivanim uzorcima
se kretala od 1790.67 (V3) do 3209.97 mg GAE/L (V2). Statistickom analizom
rezultata, primjenom analize varijanse Anova, utvrdeno je da se rezultati statisticki
razlikuju (p<0,05). Rezultati su bili u skladu sa literaturnim (Markovi¢, Tali¢, 2013;
Seruga i dr, 2011; Porgali 2012; Di Majo 2008; Jiang 2012). Ovako velike razlike u
sadrzaju ukupnih fenola istrazenih crvenih vina iz razli¢itih zemalja vjerojatno su
rezultat razlicitih ispitivanih sorti grozda, polozaja vinograda, razli¢ite klime, tipa tla,
razlicite tehnike obrade vina i starenja.

Antioksidativna aktivnost uzoraka u odnosu na DPPH radikal je u opsegu 15,44 do
17,08 mmolto10x/L vina 1 Znacajno je manja od aktivnosti prema ABTS radikalu koja se
kretala u opsegu od 23,36 do 24,12 mmolryox/Lyine. Kod DPPH testa statisticki
znacajnu razliku pokazuju uzorci V1 i V3 (p<0,05) dok kod ABTS testa nema statisticki
znacajne razlike medu uzorcima. Ukupni antioksidativni kapaciteti odredeni DPPH i
ABTS testom kod drugih autora pokazuju sli¢ne vrijednosti i kretao se DPPH test u
opsegu 3,86 — 37,8 mmolrjox/Lyina, @ za ABTS test u opsegu 7,9-44,78 mmolr;oiox/Lyina
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(Biiyiiktuncel i sar., 2014; Fernandez- Pachon i sar., 2004; Seruga i sar., 2011; Li i sar.,
2009; Jiang i sar., 2012; Xi i sar., 2013.

Tabela 1.Sadrzaj ukupnih fenola i antioksidativne aktivnosti izrazene razlicitim
antioksidativnim metodama za ispitivane uzorke crvenih vina
Table 1. Total phenols content and antioxidative activitiespresented by different
antioxidative methods for tested samples of red wines

Uzorak vina

Wine Sample Vi V2 v3
Ukupni fenoli mgGAE/L a b c
Total Phenols mgGAE/L 2987.65+101.92 3209.97+126.09 1790.67+£75.14
ABTS mmolTrolox/L vina a a a
ABTS mmolTrolox/L wine 23.52+5.18 24.1244.73 23.36+3.94
DPPH mmolTrolox/L vina 2 ab b
DPPH mmolTrolox/L wine 15.44+3.90 16.6 £7.50 17.08 £9.84
Briggs-Rausher mmolTrolox/L vina 3.848+0.15° 3.20340.16° 1.826+0.08°
Briggs-Rausher mmolTrolox/L wine

(+ standardna devijacija 3 paralelna ponavljanja)
erazli¢ita slova u eksponentu u tabeli ukazuju na statisti¢ki znadajnu razliku izmedu vrijednosti, pri nivou
znacajnosti od p<0.05 (na osnovu post-hoc Tukey-evog HSD testa)

1z navedenih literaturnih podataka, kao i iz dobijenih rezultata vidljivo je da
vrijednosti Trolox ekvivalenta za navedene antioksidativne testove DPPH i
ABTS osciluju u Sirokom rasponu. Ovo je i ocekivano jer se prvenstveno
razlikuju metodologije navedenih antioksidativnih  testova, kao i
eksperimentalni uslovi, a prvenstveno i vrste crvenih vina kao i nacin njihove
pripreme.

Antioksidativne aktivnosti odredene Briggs- Rausherovim oscilatornim
reakcijama prikazana je na grafikonu 1, kao odnos inhibicionog vremena i
zapremine ispitivanog vina. Relacija je linearna a veli¢ina nagiba ukazuje na
jaginu antioksidativne aktivnosti. Sto je veéi nagib to antioksidant ima vecu
aktivnost. Vrijednosti nagiba su bile za V3-154,8, V2-4932 i V1-1051, i bile su u
saglasnosti sa literaturim podacima (Markovi¢ i sar. 2015, Markovi¢ i Tali¢ 2013).
Takode, kapacitet antioksidansa (u ovom sluc¢aju vino) je kvantifikovan
izraCunavanjem ,Relativnog djelovanja antioksidansa“ (Relative Antioxidant
Performance RAP), koji predstavlja odnos nagiba standardnog jedinjenja (u ovom
slu¢aju Troloxa, grafikon 2) i uzorka. Vrijednosti antioksidativne aktivnosti dobijene
Briggs - Rausherovim oscilatornim reakcijama imale su vrijednosti 3,848 (V1); 3,203
(V2) 1 1,826 (V3) mmolr,oiox/Lyina 1 medusobno su se statisticki razlikovale.

IzvrSena je korelaciona analiza antioksidativnih aktivnosti koje su odredene na tri
nacina sa sadrzajem ukupnih fenola u uzorcima vina, kao i medusobna korelacija samih
antioksidacionih metoda Sto je prikazano u tabeli 2. Ukupni fenoli pokazuju visoku
povezanost sa Brigs-Rauscher-ovim reakcijama i znacajnu povezanost sa ABTS testom
§to je u potpunosti u skladu sa literaturnim podacima (Markovi¢ i sar., 2015; Markovi¢ i
Tali¢, 2013), medutim prema DPPH testu pokazuju znacajnu ali negativnu povezanost.
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DPPH test pokazuje laganu povezanost sa ABTS testom dok sa Brigs-Rauscher-ovim
reakcijama znacajnu ali negativnu povezanost. Povezanost ABTS testa i Brigs-
Rauscher-ovih reakcija je znacajna Sto ukazuje na slican reakcioni mehanizam.

Kao S$to je reCeno, nije pronadena znacajna korelacija izmedu antioksidativne
aktivnosti odredene pomo¢u DPPH i Briggs- Rauscherove reakcijske metode. To je ,
vjerovatno, zbog razli¢itih antioksidativnih mehanizama uklju¢enih u koris¢ene
metode. Neki nalazi iz literature pokazuju visoke korelacije za vino izmedu navedenih
analiza (Markovi¢ 1 Tali¢, 2013; Katalini¢, 2004,). Medutim, naSi su rezultati u
saglasnosti s onima koje je dobio Fotakis (Fotakis i sar., 2015) i koja je pokazala slabu
povezanost ovih reakcionih metoda.
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Grafikon 1. Nagib pri Briggs Rausherovim Grafikon 2. Nagib pri Briggs Rausherovim
oscilatornim reakcijama za ispitivane uzorke vina oscilatornim reakcijama za Trolox
Graph 2. Slope at Briggs Rausher's oscillatory Graph 3. Slope at Briggs Rausher's
reactions for examined wine samples oscillatory reactions for Trolox
Tabela 2. Koeficijent korelacije za date metode
Table 2. Correlation coefficient for the given methods
Ukupni fenoli DPPH ABTS B-R-T
Total phenols
Ukupni fenoli 1 -0,5559 0,5502 0,9946
DPPH 1 0,3882 -0.46669
ABTS 1 0,6336
B-R-T 1
Zakljucak

Ocito da se antioksidativna aktivnost ne moze pripisati samo sadrzaju ukupnih
fenola nego se moraju uzeti u obzir i ostali sekundarni metaboliti koji su prisutni u vinu.
Takode, da bi se donio odreden zakljucak pri ispitivanju antioksidativnih osobina
nekog uzorka ne bi se trebalo osloniti samo na jedan antioksidativni test nego pri
odredenim uslovima koristiti vise testova koji su na raspolaganju. Jedna od prednosti
kori§¢enja Briggs-Rauscher oscilatornih reakcija je pH vrijednost izvodenja ovih
reakcija koja je oko 2, $to je slicno onom pH u fluidima glavnog probavnog procesa
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(ljudski zeludac), tako da se mogu dobiti in vitro informacije o antioksidativnoj
aktivnosti u "stvarnim uslovima digestije". Ove informacije mogu pomoc¢i u procjeni
ishrane za odrzavanje zdravlja i prevencije bolesti.
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CORRELATION OF THE TOTAL FENOL CONTENT WITH THE
ANTI-OXIDATIVE ACTIVITY OF RED WINES FROM THE REGION
OF BANJA LUKA
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Abstract

In this paper, the antioxidant activity of 3 red wine samples was determined using 1,1-
diphenyl-2- picrylhydrazil (DPPH)- radical scavenging assay, 2,2’- azino- bis- (3-
ethylbenzothiazoline-6- sulfonic acid) (ABTS) radical scavenging assay, so as Briggs-
Raushers oscillatory reactions. Correlation of these antioxidant methods with the total
phenol content in these red wine samples was also performed. The total phenol content was
found to vary from 1790,67- 3209,97 mgGAE/Ly;,.. Antioxidant activity determined by
DPPH method 15,45- 17,08 mmoly;oiox/Lines ABTS method 23.,21- 24,14 mmolroiox/Liines
and Briggs- Raushers oscillatory reactions 1,826- 3,848 mmoly;jo/Lyine r€Spectively.

The total phenol content shows signifficant correlation with ABTS method (0,55),
and very signifficant correlation with Briggs- Raushers oscillatory reactions (0,99)

Key words: Red Wine, Antioxidant activity, Total phenols, DPPH, ABTS, Briggs-
Raushers oscillatory reactions.
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