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ABTS
.+ 

2,2'-azinodi (3-etilbenzotiazolin)-6-sulfonat 

Ach  acetilkolin 

ANOVA analiza varijance 

BV  bijelo vino iz grod�a 

cGMP  cikli�ki gvanozin-monofosfat 

CV  crno vino iz grod�a 

∆D srednja vrijednost stupnja topolobke udaljenosti vrhova grafa (engl. 

Mean Distance Degree Deviation) 

EC50  koncentracija koja izaziva 50% maksimalnog vazodilatacijskog u�inka 

EDHF �imbenik hiperpolarizacije endotelnog podrijetla (engl. Endothelium - 

Derived Hyperpolarizing Factor) 

Emax  maksimalni vazodilatacijski u�inak 

eNOS  endotelna NO sintetaza 

ET-1  endotelin-1 

FRAP antioksidacijski kapacitet redukcije deljeza (engl. Ferric Reducing 

Antioxidant Power) 

GAE  ekvivalent galne kiseline (engl. Gallic Acid Equivalent) 

GETAWAY molekulski deskriptori koji se izvode iz geometrije, topologije i 

strukture molekule i skupa atomskih masa (engl. Geometry, Topology 

and Atom Weights Assembly) 

HDL   lipoproteini velike gusto�e (engl. High Density Lipoprotein) 

HPLC visoko djelotvorna teku�inska kromatografija (engl. High Performance 

Liquid Chromatography) 

KV  kupinovo vino 

LDL  lipoproteini male gusto�e (engl. Low Density Lipoprotein) 

M-3-GE ekvivalent malvidin-3-glukozida (engl. Malvidine-3-Glucoside 

Equivalent) 

NA  noradrenalin 

NO  dubikov oksid (engl. Nitric Oxide) 

PDA  fotodiodni detektor (engl. Photodiode Array Detector) 

PGI2  prostaciklin 

QSAR analiza kvantitativne povezanosti strukture i aktivnosti (engl. 

Quantitative Structure - Activity Relationship) 
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RDF deskriptori izvedeni iz funkcije radijalne raspodjele atoma (engl. Radial 

Distribution Function) 

SAR analiza povezanosti strukture i aktivnosti (engl. Structure - Activity 

Relationship) 

TE  ekvivalent troloksa (engl. Trolox Equivalent) 

TEAC antioksidacijski kapacitet u ekvivalentima troloksa (engl. Trolox 

Equivalent Antioxidant Capacity) 

TPSA topolobka plobtina polarne povrbine molekule (engl. Topological Polar 

Surface Area) 

TPTZ  2,4,6-tri-(2-piridil)-2-triazin 

VS  nasuprot (engl., lat. Versus) 

3D-MoRSE trodimenzijska molekulska reprezentacija struktura utemeljena na 

elektronskoj difrakciji (engl. Molecule Representation of Structure based 

on Electron diffraction) 
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2.1. UVOD 

 

Brojne epidemiolobke studije pokazale su da umjerena konzumacija vina posreduje 

razli�ite biolobke u�inke s povoljnim utjecajem na ljudsko zdravlje.1-4 
Jedan od takvih 

u�inaka je snadna vazodilatacija, koja se povezuje sa sadrdajem polifenola u vinu i u 

eksperimentalnim uvjetima in vitro nije ovisna o sadrdaju etanola.5-7
 Osim tonusa 

krvnih dila, vino i vinski fenoli moduliraju krvodilnu funkciju tako bto smanjuju 

ekspresiju adhezijskih molekula i faktora rasta, inhibiraju migraciju i proliferaciju 

stanica glatkih mibi�a i inhibiraju agregaciju trombocita.8,9
  

Vazodilatacijski u�inak vina je izravan, ovisan o endotelu te razli�itim mehanizmima 

povezan s dubikovim oksidom (NO). U kratkoro�ne mehanizme spada pove�ana 

proizvodnja i biodostupnosti NO-a,
10-13 a u dugoro�ne pove�anje ekspresije endotelne 

NO sintetaze (eNOS) i smanjenje sinteze endotelina-1.
14,15

 U�inci vina i vinskih 

polifenola na endotel su od potencijalno velikog zna�aja s obzirom na vadnost 

disfunkcije endotela u patogenezi vaskularnih bolesti, uklju�uju�i i ishemijsku bolest 

srca. 

Prvu studiju o vazodilatacijskim u�incima vina i vinskih fenola proveli su Fitzpatrick i 

suradnici 1993. godine na izoliranoj btakorskoj aorti.5 Studija opisuje vazodilatacijske 

u�inke nekoliko sorti crnog i bijelog vina, soka iz grod�a i pojedinih polifenolnih 

spojeva iz vina i pokazuje da je vazodilatacijski u�inak vina posredovan proizvodnjom 

NO-a i cikli�kog gvanozin-monofosfata (cGMP-a), kao drugog glasnika. Slijedile su 

studije o u�incima vinskih polifenola i vina na razli�itim humanim i divotinjskim 

izoliranim krvnim dilama.7,10,16-18
 Tako su Flesch i suradnici pokazali da vina iz Italije i 

Francuske dilatiraju humane koronarne dile, za razliku od njema�kih vina koja nemaju 

takav u�inak,7 a u Rendigovoj studiji crno vino (Merlot i Cabernet Sauvignon) nije 

pokazalo vazodilatacijski u�inak na koronarnim dilama kuni�a.19
 Istradivanja o 

mehanizmima vazodilatacijskog u�inka koja su slijedila, osim NO-a i cGMP-a, opisuju 

uklju�enost prostaciklina (PGI2),20
 �imbenika hiperpolarizacije endotelnog podrijetla 

(eng. Endothelium - Derived Hyperpolarizing Factor (EDHF)
13,21

 te purinergi�kog 

sustava 
22

 u vazodilatacijskom odgovoru na vino i vinske polifenole. Vazodilatacijski 

u�inak vina in vitro ovisi ne samo o koribtenoj sorti vina i vrsti krvne dile, nego i o 

divotinjskoj vrsti. U nedavnoj studiji Brizi�a i suradnika pokazano je da isto vino, u 

istim eksperimentalnim uvjetima, ostvaruje razli�ite vazodilatacijske u�inke na aorti 

btakora u odnosu na aortu zamor�i�a.23
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Uz vazodilatacijski u�inak pokazano je da vino i vinski polifenoli mogu djelovati 

pozitivno protiv oksidativnog stresa, kao vadnog patofiziolobkog mehanizma 

vaskularnih i drugih bolesti. Vinski fenoli primijenjeni in vitro inhibiraju oksidaciju 

lipoproteina male gusto�e (LDL),24,25
 a nakon konzumacije vina pove�ava se razina 

lipoproteina velike gusto�e (HDL)26,27
 i antioksidacijski kapacitet plazme u ljudi.

28-30
 

Fenolni spojevi u vinu podrazumijevaju veliku skupinu od vibe stotina razli�itih 

molekula. Jednostavni fenoli su spojevi s jednim aromatskim prstenom koji imaju jednu 

ili vibe hidroksilnih skupina i osnovna su gra�evna jedinica svih polifenola. Polifenoli 

su spojevi koji imaju vibe fenolnih prstenova unutar svoje strukture. Vinski polifenoli 

dijele se na dvije osnovne skupine, flavonoide i ne-flavonoide. Flavonoidi su polifenolni 

spojevi koji imaju karakteristi�nu jezgru od tri aromatska prstena. Na benzenski prsten 

A izravno je vezan heterocikli�ki prsten C koji na drugom ugljikovom atomu ima 

spojen prsten benzena B (Slika 1). Pojedine skupine flavonoida imaju druga�iji prsten 

C. Prsten C mode biti heterocikli�ki piran kod skupine flavanola (tipi�ni predstavnik je 

katehin) i antocijanidina (tipi�ni predstavnik je cijanidin) ili piron kod skupine flavonola 

(tipi�ni predstavnik je kvercetin).
31,32 

 

Slika 1. Glavne skupine vinskih flavonoida 

 

Flavanoli su prevladavaju�i flavonoidi, a u vinu i grod�u se nalaze u slobodnom obliku, 

za razliku od ostalih pripadnika flavonoida koji su vezani za be�ere. Osim monomera 

katehina i epikatehina, prisutni su i kao polimeri (procijanidini). Antocijanidini su 
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pigmenti vina i grod�a, a njihov specifi�an konjugirani C prsten zasludan je za plavo ili 

crveno obojenje. Najvadniji predstavnici su cijanidin i malvidin. Antocijanidini su vrlo 

nestabilni i zapravo ne postoje u slobodnom obliku u vinu, ve� se nalaze kao glikozidi i 

tada se nazivaju antocijani.
32

 

Upravo se procijanidini i antocijani izdvajaju kao flavonoidni spojevi posebno zna�ajni 

za vazodilatacijsku aktivnost vina.
33,34

 

Vadna frakcija vinskih fenola su fenolne kiseline. Fenolne kiseline su neflavonoidne 

tvari prisutne u slobodnoj formi ili kao glikozilirani derivati i esteri u crnom i bijelom 

vinu.
32

 Osim u grod�u i vinu, fenolne su kiseline prisutne i u vo�u, povr�u, ditaricama te 

u �aju.35
 Fenolne kiseline se dijele na derivate hidroksibenzojeve kiseline (p-

hidroksibenzojeva, protokatehinska, vanilinska, galna, siringinska, gentisinska, 

elaginska kiselina) i derivate hidroksicimetne kiseline (p-kumarinska, kafeinska, 

ferulinska, sinapinska kiselina) (Slika 2). 

 

 

Hidroksibenzojeva 

kiselina 
R2 R3 R4 R5 

p-hidroksibenzojeva H H OH H 

protokatehinska H OH OH H 

vanilinska H OCH3 OH H 

galna H OH OH OH 

siringinska H OCH3 OH OCH3 

 

 

Hidroksicimetna 

kiselina 

 R3 R4 R5 

p-kumarinska  H OH H 

kafeinska  OH OH H 

ferulinska  OCH3 OH H 

sinapinska  OCH3 OH OCH3 

 

 

Slika 2. Fenolne kiseline 
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Derivati hidroksicimetne kiseline su glavni fenolni spojevi bijelog vina, a koncentracija 

galne kiseline, kao glavnog predstavnika derivata hidroksibenzojeve kiseline, pove�ava 

se starenjem vina.
32

 

Fenolne kiseline su pokazale antioksidacijsku aktivnost u razli�itim eksperimentalnim 

uvjetima,
36-39

 te je za nekoliko fenolnih kiselina utvr�ena povezanost strukture i 

antioksidacijskog u�inka in vitro.
40

 Tako�er je pokazana vazodilatacijska aktivnost 

nekih fenolnih kiselina.
16

 Tako ferulinska kiselina snidava krvni tlak spontano-

hipertenzivnim btakorima 41
 i obnavlja vazodilataciju ovisnu o endotelu u aortama 

spontano-hipertenzivnih btakora, pove�avaju�i biodostupnost NO.42
 Unato� velike 

zastupljenosti fenolnih kiselina u biljnom svijetu i razli�itim pi�ima, biolobki u�inci 

ve�ine fenolnih kiselina su slabo istradeni u odnosu na ostale fenolne spojeve iz vina. 

Nasuprot fenolnim kiselinama, veliku pozornost znanstvenika privukao je rezveratrol, 

specifi�an neflavonoidni polifenolni spoj koji se ubraja u skupinu stilbena (Slika 3). 

Stilbeni su prirodni spojevi vinove loze nastali kao obrambeni odgovor na UV zra�enje, 

infekcije razli�itim mikroorganizmima i druge oblike stresa.32
 Rezveratrol se u grod�u 

nalazi primarno u kodici. Koli�ina rezveratrola je razli�ita u razli�itim sortama grod�a, a 

ovisi o geografskom podrijetlu i izlodenosti stresu iz okoliba. Sadrdaj rezveratrola u vinu 

ovisi i o duljini fermentacijskog vremena tijekom kojeg je vino bilo u dodiru s kodicama 

grod�a. Prosje�no crno vino sadrdi izme�u 0,2 i 5,8 mg/L rezveratrola dok je u bijelih 

vina ta razina vibestruko nida. Razlog tome je fermentacija crnog vina u dodiru s 

pokodicama grod�a bto omogu�ava prijelaz rezveratrola u vino, dok kod bijelog vina 

fermentira samo sok odvojen od sjemenki i pokodica.32
 

 

 

 

 

 

 

 

 

      trans-rezveratrol           cis-rezveratrol 

 

Slika 3. Izomeri rezveratrola 
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Brojne studije su opisale vazodilatacijsku aktivnost trans-rezveratrola u razli�itim 

eksperimentalnim uvjetima.
43,44

 atovibe, u studiji Oralla i suradnika trans-rezveratrol je 

istaknut kao klju�ni sastojak odgovoran za kardioprotektivni u�inak vina.45
 

Osim vina iz grod�a vinove loze (Vitis vinifera), postoje i brojna druga vina �ija je 

konzumacija sve popularnija. Nekoliko studija pokazalo je da su vo�na vina tako�er 

potencijalno bogati izvor polifenola i da pokazuju zna�ajan antioksidacijski u�inak in 

vitro.
46-48 Me�u vo�nim vinima posebno se izdvaja kupinovo vino (Rubus fructicosus), 

za kojega je karakteristi�an sadrdaj ukupnih polifenola sli�an crnom vinu 47
 i 

antioksidacijski u�inak �ak i ve�i od crnog vina.49
 Kupinova vina su, kao i crna vina od 

grod�a, bogata antocijanima, a sli�no bijelim vinima bogata neflavonoidnim spojevima, 

osobito galnom kiselinom. U�inci kupinovih vina u biolobkim sustavima job nisu 

istradivani. 

Uz uobi�ajeni na�in konzumacije, vino se �esto pije i kao topli napitak, tzv. kuhano 

vino. Tako�er se vrlo �esto osobito u mediteranskoj kuhinji koristi kao dodatak u 

pripremi hrane. U oba je slu�aja vino izlodeno zagrijavanju koje mode zna�ajno 

promijeniti izvorna fizikalno-kemijska svojstva te posljedi�no biolobki u�inak. 

Primjerice, alkohol prilikom kuhanja brzo isparava ovisno o intenzitetu i vremenu 

zagrijavanja.
50

 Polifenolni sastojci su tako�er podlodni termi�koj razgradnji s 

posljedi�nim dinami�kim promjenama u antioksidacijskoj aktivnosti.51,52
 Biolobki 

u�inci termi�ki tretiranih vina prakti�ki su neistradeni. 

 

 

2.1.1. Ciljevi istradivanja 

 

Unato� brojnim istradivanjima vazodilatacijskog u�inka pojedinih polifenolnih spojeva 

prisutnih u vinu, vazodilatacijski u�inak fenolnih kiselina u koncentracijskom rasponu, 

koji je usporediv s izmjerenim koncentracijama fenolnih kiselina u plazmi ljudi nakon 

konzumacije vina, do sada nije bio odre�en. Stoga je prvi cilj istradivanja utvrditi 

vazodilatacijski i antioksidacijski u�inak 9 fenolnih kiselina iz vina. Dodatni je cilj ovog 

dijela istradivanja utvrditi me�usobnu povezanost biolobkih u�inaka sa strukturnim 

karakteristikama molekula ispitivanih fenolnih kiselina (analiza kvantitativne 

povezanosti strukture i aktivnosti, engl. Quantitative Structure - Activity Relationship 

(QSAR). 
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Vazodilatacijski u�inak crnog vina je snadan i usporediv s u�inkom vazodilatacijskih 

lijekova te osim s grod�anim sokom i ekstraktima oboga�enima polifenolima nije 

uspore�ivan sa sli�nim alkoholnim napitcima. S druge strane bijelo je vino slabi 

vazodilatator, bez ili s vrlo niskim sadrdajem antocijana. Uz vino iz grod�a, popularna je 

konzumacija vo�nih vina, me�u kojima je kupinovo vino posebno bogato polifenolima 

te ja�i antioksidans od crnog vina in vitro. U biolobkim sustavima nije do sada opisan 

u�inak kupinovog vina. Stoga je drugi cilj istradivanja usporediti vazodilatacijski i 

antioksidacijski u�inak crnog i bijelog vina s kupinovim vinom. Dodatni je cilj ovog 

dijela istradivanja utvrditi me�usobnu povezanost ispitivanih biolobkih u�inaka te 

doprinos pojedine polifenolne frakcije i/ili pojedina�nog polifenolnog spoja (posebice 

rezveratrola) vazodilatacijskom u�inku ispitivanih vina. 

Uz standardni na�in, vino se �esto konzumira i kao topli napitak, kuhano vino i koristi 

kao dodatak u pripremi hrane. Stoga je treći cilj istradivanja ispitati vazodilatacijski 

u�inak vina koje je tijekom 45 minuta zagrijavano na 75 i 125 ºC. Vazodilatacijski 

u�inci termi�ki obra�enih vina uspore�eni su s onima intaktnog vina i vina 

dealkoholiziranog bez termi�kog stresa. Dodatni je cilj ovog dijela istradivanja 

usporediti vazodilatacijske u�inke intaktnog, dealkoholiziranog i termi�ki obra�enog 

vina na aorti btakora u odnosu na aortu zamor�i�a. 
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2.2. MATERIJALI I METODE 

 

2.2.1. Ispitivana vina i derivati 

 

U istradivanju su koribtena crna vina: Refobk 2007 i Vinagra 2005 i 2006, vinarija Bri� 

iz Slovenije; bijela vina Pobip 2007, ara Kor�ula i Zlatna dlahtina 2007, Vrbnik Krk, iz 

Hrvatske te kupinova vina KupiFe 2007, Split, Kupinovo vino auler 2007, Kutina, 

BIO&BIO 2008, Orlov put, Baranjsko kupinovo vino 2006, Cerine iz Hrvatske. 

Za pripravu dealkoholiziranog uzorka koribteno je crno vino Vinagra 2006, vinarija 

Bri�, Slovenija. Priprava dealkoholiziranog vina izvodila se pomo�u rotacijskog 

vakuum upariva�a (Laborota 4000, Heidolph Instruments Inc., Schwabach, Njema�ka). 

Kako bi se izbjegao mehani�ki i termi�ki stres uzorka, vakuum se primjenjivao 

postupno i progresivno do o�itanja od –130 kPa, pri temperaturi od 30 °C, tijekom 45 

minuta i rotaciji posude s uzorkom od 150 okretaja u minuti. 

Za pripravu termi�ki obra�enih uzoraka koribteno je crno vino Vinagra 2006, vinarija 

Bri�, Slovenija. Termi�ka obrada vina izvodila se u termostatski kontroliranoj uljnoj 

kupelji (Heidolph, HB Digital, Schwabach, Njema�ka) pri temperaturama od 75 i 125 

ºC tijekom 45 minuta. 

 

2.2.2.  Pokusne divotinje 

 

Za potrebe cjelokupnog istradivanja koribteno je 126 btakora (mudjaka sojeva Wistar i 

Sprague-Dawley) i 44 zamor�i�a (mase 330±20 g i 290±20 g; 3-4 mjeseca starosti) iz 

Sveu�ilibne nastambe za pokusne divotinje u Splitu. Svi postupci provedeni u opisanim 

istradivanjima odobreni su od Eti�kog povjerenstva za biomedicinska istradivanja 

Medicinskog fakulteta Sveu�ilibta u Splitu. 

Nakon anestezije divotinje (i.p. 1 g/kg t.t. uretana), u�inila se torakotomija, preparirala 

torakalna aorta, disecirala te prenijela u preparativni bazen�i� sa hladnom i 

oksigeniranom Krebs–Henseleitovom otopinom.
53

 Nakon padljivog �ib�enja masnog i 

vezivnog tkiva, aorta se izrezala na prstenove birine 3-4 mm. Prstenove se zatim 

namjestilo u organske bazen�i�e (20 mL zapremine) s Krebs – Henseleitovom  

otopinom  koja  se  kontinuirano  zagrijavala  i  oksigenirala  (t = 37 °C, pH = 7,4). 

Dvije paralelne �eli�ne dice provukle su se kroz lumen prstena, od kojih se jedna 

fiksirala za dno organskog bazen�i�a, a druga koncem povezala na pretvara� vla�ne sile 
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(FORT 10, World Precision Instruments, Berlin, Njema�ka), radi mjerenja tonusa 

dilnog prstena. Pretvara� sile se spajao na poja�alo (QUAD Bridge, ADInstruments, 

Castle Hill, Australija) i na analogno/digitalni pretvara� (MacLab/8e, ADInstruments), 

bto je primjenom ra�unalnog programa (CHART za Windows,verzija 4.2.4, 

ADInstruments) omogu�ilo kontinuirani grafi�ki prikaz tijeka pokusa na ekranu 

ra�unala. 

Nakon ispiranja prstenovi su se prekontrahirali kontrolnom dozom noradrenalina (NA, 

prstenovi btakora 10-7
 mol/L, prstenovi zamor�i�a 10-6

 mol/L). Kada se postigao stabilni 

plato kontrakcije, o�uvanost endotela se testirala acetilkolinom (Ack, prstenovi btakora 

10
-6

 mol/L, prstenovi zamor�i�a 10-5
 mol/L). Relaksacija se izradavala kao postotak 

smanjenja vazokonstrikcije uzrokovane noradrenalinom. Isklju�ivo prstenovi s 

o�uvanim endotelom (acetilkolinska relaksacija ve�a od 70%), prekontrahirani 

noradrenalinom, bili su podvrgnuti jednom od sljede�ih protokola: 

1. radi odre�ivanja vazodilatacijskog u�inka fenolnih kiselina, prstenovi su bili 

izlodeni kumulativnoj dozi (10
-6

-10
-3

 g/L) ispitivane pojedina�ne fenolne kiseline 

(p-hidroksibenzojeva, p-kumarinska, vanilinska, ferulinska, protokatehinska, 

kafeinska, siringinska, sinapinska i galna kiselina), (n = 12 aortnih prstenova 

btakora po ispitivanoj fenolnoj kiselini) 

2. radi odre�ivanja vazodilatacijskog u�inka termi�ki obra�enog vina, prstenovi su bili 

izlodeni kumulativnoj dozi (0,1-80) ispitivanog pojedina�nog uzorka intaktnog 

vina, dealkoholiziranog vina, vina zagrijavanog na 75 ºC, te vina zagrijavanog na 

125 ºC (n = 21 aortni prsten btakora i n = 23 aortna prstena zamor�i�a po uzorku) 

3. radi usporedbe vazodilatacijskih u�inaka crnog i bijelog vina iz grod�a s kupinovim 

vinom, prstenovi su bili izlodeni kumulativnoj dozi (1-80) ispitivanog 

pojedina�nog uzorka od po dva crna i bijela vina od grod�a, te �etiri kupinova vina 

(n = 15 aortnih prstenova btakora). Ispitivani uzorci prikazani su u Tablici 1. 
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Tablica 1. Ispitivana vina iz grod�a i kupine (izvor, berba i sadrdaj etanola). 

 

 Uzorak vina 

(kratica) 

Naziv, proizvo�a�, porijeklo Godina Sadržaj etanola 

(% volumena) 

1 Crno (CV1) Refobk, Bri�, Slovenija 2007 13,5 

2 Crno (CV2) Vinagra, Bri�, Slovenija 2005 13,0 

3 Bijelo (BV1) Pobip, ara Kor�ula, Hrvatska 2007 14,0 

4 Bijelo (BV2) Zlatna žlahtina, Vrbnik Krk, Hrvatska 2007 11,5 

5 Kupinovo (KV1) KupiFe, Split, Hrvatska 2007 9,9 

6 Kupinovo (KV2) Kupinovo vino auler, Kutina, Hrvatska 2007 13,7 

7 Kupinovo (KV3) BIO&BIO, Orlov put, Hrvatska 2008 10,6 

8 Kupinovo (KV4) Baranjsko kupinovo vino, Cerine, 
Hrvatska 

2006 13,0 

CV, crno vino iz grod�a;  BV, bijelo vino iz grod�a;  KV, kupinovo vino 

 

 

2.2.3. Metode analize polifenolnog sastava i antioksidacijskog kapaciteta 

 

Koncentracije ukupnih fenola, flavonoida, ne-flavonoida i antocijana, kao i 

antioksidacijski kapacitet svih ispitivanih vina i derivata odre�eni su 

spektrofotometrijskim metodama. Spektrofotometrijska mjerenja provedena su na UV – 

VIS spektrofotometru >Specord 200” Analytik Jena GmbH, Jena, Njema�ka. 

Koncentracija ukupnih fenola odre�ena je primjenom Folin-Ciocalteu metode.
56

 Metoda 

se temelji na oksidaciji fenolnih spojeva dodatkom Folin-Ciocalteu reagensa uz 

nastajanje obojenog produkta te mjerenjem nastalog intenziteta obojenja odre�ivanjem 

apsorbancije pri valnoj duljini 725 nm. Folin-Ciocalteu reagens je smjesa 

volframofosfatnih i molibdofosfatnih aniona koji se reduciraju i daju plavo obojenje. 

Intenzitet obojenja proporcionalan je koncentraciji fenolnih spojeva. 

 

Na2WO4/Na2MoO4 + Fenol → (Fenol – MoW11O40)
4-

 

Mo(VI) (duto obojen) + e-
 → Mo(V) (plavo obojen) 

 

Ista se metoda koristila za odre�ivanje koncentracije flavonoida i ne-flavonoida, nakon 

precipitacije s formaldehidom. Mjerenja su vrbena u triplikatu, a rezultati izradavani kao 

mg/L ekvivalentata galne kiseline (GAE). 
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Za odre�ivanje koncentracije antocijana primijenjena je metoda izbjeljivanja 

bisulfitom.
57

 Metoda se temelji na vezivanju HSO3
-
 iona na antocijane u polodaju 2' te 

se time obojeni kation oblik antocijana prevodi u bezbojni leuko oblik. Mjerenja su 

vrbena u triplikatu, a rezultati izradavani kao mg/L ekvivalentata malvidin-3-glukozida 

(M-3-GE). 

Antioksidacijski kapaciteti fenolnih kiselina, intaktnog, dealkoholiziranog i termi�ki 

obra�enog vina odre�eni su primjenom FRAP (engl. Ferric Reducing Antioxidant 

Power) metode.
54

 FRAP se temelji na sposobnosti uzorka (antioksidansa) da reducira 

Fe
3+

 u Fe
2+

. Nastali Fe
2+

 oblik u reakciji s 2,4,6-tri-(2-piridil)-2-triazinom (TPTZ) daje 

spoj koji apsorbira svjetlo pri valnoj duljini 593 nm, a intenzitet plavog obojenja ovisi o 

antioksidacijskoj sposobnosti prisutnog antioksidansa. 

 

Fe
3+

 - TPTZ                         Fe
2+ 

- TPTZ 

 

Mjerenja su vrbena u triplikatu. Rezultati su uspore�ivani sa standardnim krivuljama s 

razli�itim koncentracijama troloksa (vodotopljivog analoga vitamina E) i izradavani kao 

mikromolarni ekvivalenti troloksa (TE). 

Antioksidacijski kapacitet fenolnih kiselina je, osim FRAP metodom, odre�en i 

primjenom TEAC (engl. Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) metode. TEAC se 

temelji na sposobnosti uzorka (antioksidansa) da reducira radikal kation 2,2'-azinodi (3-

etilbenzotiazolin)-6-sulfonat (ABTS˙+
), koji je plavo-zelene boje. TEAC metoda mjeri 

promjene apsorbancije kod 734 nm zbog nastajanja bezbojnog produkta. Mjerenja su 

vrbena u triplikatu, a rezultati izradavani kao milimolarni ekvivalenti troloksa (TE).55
 

Sadrdaj etanola odre�en je plinskim kromatografom (Shimadzu, model 2010, Kyoto, 

Japan) s analizatorom vrbnih para i plameno - ionizacijskim detektorom. 

Koncentracija pojedina�nih polifenolnih spojeva, uklju�uju�i i rezveratrol, odre�ena je 

primjenom teku�inske kromatografije visoke djelotvornosti, HPLC. Koribten je HPLC, 

Varian (Palo Alto, Kalifornija, SAD) opremljen fotodiodnim detektorom PDA 330 

(engl. Photodiode Array Detector), ternarnom gradijentnom teku�inskom pumpom, Pro 

Star 230, grija�em kolone model 500 i radnom stanicom >Star chromatography”, verzija 

6,0. Polifenoli su odvajani na oktadecilnoj koloni (Zorbax Eclipse XDB-C18; 

unutarnjeg promjera 4,6 mm, duljine 250 mm; debljina filma 5 µm; Agilent, Palo Alto, 

SAD) pri 30 ºC. Prije analize uzorci vina su filtrirani (veli�ina pora filtera 0,45 µm) i 

izravno injektirani u kromatografski sustav. Gradijentna elucija uklju�uje primjenu 
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dvaju otapala: otapalo A (voda/octena kiselina, 98:2 vol/vol) i otapalo B 

(acetonitril/octena kiselina, 99:1 vol/vol) uz brzinu protoka od 1mL/min. Detekcija se 

vrbila pri valnoj duljini od 280 nm. Pojedina�ni fenolni spojevi identificirani su prema 

retencijskom vremenu i apsorpcijskom spektru, a kvantificirani usporedbom s 

kalibracijskim krivuljama vanjskih standarda. Svaki je uzorak dva puta injektiran u 

kromatografski sustav. 

Sve kemikalije i reagensi su bili analiti�kog stupnja �isto�e i kupljeni od Sigma 

Chemical Co (Steineheim, Njema�ka) i Merck (Darmstadt, Njema�ka). Deionizirana 

(Milli Q) voda koribtena je za pripremu svih otopina i reagensa. 

 

2.2.4. Studija kvantitativne povezanosti strukture i aktivnosti (Quantitative Structure - 

Activity Relationship (QSAR) 

 

QSAR je skup metoda koje se temelje na ideji da postoji veza izme�u kemijske 

strukture molekula i njihove biolobke aktivnosti i da je tu vezu mogu�e kvantitativno 

opisati. Naj�eb�e koribtena matemati�ka tehnika u QSAR analizi je vibestruka linearna 

regresija (pretpostavlja da postoji linearna veza izme�u skupa nezavisnih varijabli koje 

opisuju strukturu molekule i zavisnih varijabli koje opisuju njihovu aktivnost). Kemijski 

deskriptor je kona�ni rezultat matemati�kog i logi�kog postupka kojim se kemijske 

informacije pretvaraju u broj. Danas je poznato vibe od 3000 molekularnih deskriptora; 

mogu biti izra�unati ili izmjereni eksperimentalno, dobiveni od 1D, 2D ili 3D 

reprezentacije molekule.  

5 grupa 3D deskriptora koribteno je u tvorbi QSAR modela o povezanosti strukture i 

biolobke aktivnosti fenolnih kiselina: geometrijski deskriptori, trodimenzijska 

molekulska reprezentacija struktura utemeljena na elektronskoj difrakciji (3D-MoRSE, 

engl. Molecule Representation of Structure based on Electron diffraction), Randi� 

molekularni profili, molekularni deskriptori koji se izvode iz geometrijske, topolobke 

strukture molekule i skupa atomskih masa (GETAWAY, engl. Geometry, Toplogy and 

Atom Weights Assembly,) i deskriptori izvedeni iz funkcije radijalne raspodjele atoma 

(RDF, engl. Radial Distribution Function).
58

 Dodatni deskriptori uklju�eni u QSAR 

studija fenolnih kiselina  bili su: ukupan broj hidroksilnih i metoksi grupa na fenilnom 

prstenu (nOH, nOCH3)  i  indikatorske  varijable. Indikatorske su varijable definirane kao 

prisustvo (I3,4-OH = 1) ili odsutstvo 3,4-OH grupa (I3,4-OH = 0), temeljem prethodnih 

studija o odnosu strukture i aktivnosti (engl. Structure - Activity relationship (SAR).
59,60
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2.2.5. Statisti�ka obrada 

 

Rezultati su izradeni kao srednje vrijednosti ± standardna pogrebka sredine ili s 95 % 

intervalima pouzdanosti. Vrijednost p < 0,05 predstavlja granicu statisti�ke zna�ajnosti. 

Za statisti�ku analizu vazodilatacijskih u�inaka koristila se jednosmjerna (usporedba 

maksimalnih u�inaka (Emax)) i dvosmjerna (usporedba u�inaka uz varijable doza i vrsta 

uzorka) analiza varijance (ANOVA) sa Bonferronijevim post hoc testom. Obzirom da 

su se ispitivani uzorci vina i derivata razlikovali prema polifenolnom i etanolnom 

sadrdaju, koristili smo logaritam razrje�enja, umjesto koncentracije, za izra�unavanje 

EC50, koncentracije koja izaziva 50% maksimalnog vazodilatacijskog u�inka. Pri tome 

je koribtena nelinearna regresijska analiza krivulja doza-u�inak. Analize povezanosti 

u�inaka i sastava ispitivanih uzoraka izvrbene su linearnom regresijom, a analiza odnosa 

biolobkih u�inaka i strukture ispitivanih spojeva (fenolnih kiselina) provedena je 

jednostavnom i vibestrukom linearnom regresijom. Statisti�ke analize fizikalno-

kemijskih svojstava i sastava uzoraka vina u studiji s termi�ki obra�enim vinom, 

u�injene su primjenom Mann-Whitney U testa. Rezultati su analizirani primjenom 

programa GraphPad Prism (verzija 4.03; GraphPad Software, San Diego, SAD) i 

STATISTICA (verzija 6.0; Statsoft. Inc., Tulsa, SAD). 
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2.3. REZULTATI 

 

2.3.1. Sadetak objedinjenih rezultata 

 

Vazodilatacijski i antioksidacijski u�inci pojedina�nih fenolnih kiselina me�usobno su 

negativno povezani. Najbolji primjer ove negativne korelacije je galna kiselina, s 

najmanjim maksimalnim vazodilatacijskim u�inkom i s najve�om antioksidacijskom 

aktivnosti. Najvadnije strukturne karakteristike vezane za vazodilatacijski u�inak 

fenolnih kiselina su lipofilnost molekula, dok su za antioksidacijsku aktivnost najvadniji 

broj i raspored hidroksilnih skupina te stupanj grananja i zbijenosti molekule. 

S druge strane, razmatramo li u�inke vina kao slodene otopine smjese polifenola, 

povezanost je vazodilatacijskog i antioksidacijskog u�inka pozitivna i nadalje povezana 

sa sadrdajem ukupnih polifenola. Tako su ispitivana bijela vina najsiromabnija 

polifenolima, najslabiji antioksidansi i najslabiji vazodilatatori. Fenolne kiseline su 

najzastupljeniji polifenolni spojevi bijelih vina. Vazodilatacijski i antioksidacijski u�inci 

bijelih vina i pojedinih fenolnih kiselina su sli�ni. 

Crno je vino potentniji vazodilatator u usporedbi s kupinovim vinom. S druge strane, 

kupinovo je vino, unato� manjem sadrdaju ukupnih polifenola, bolji antioksidans in 

vitro od crnog vina. Mogu�e objabnjenje ovog fenomena je viba razina neflavonoidnih 

polifenola, primjerice fenolnih kiselina, u kupinovom vinu u odnosu na crno vino. 

Vadan rezultat opisanog istradivanja je povezanost vazodilatacijskog u�inka s 

antocijanima, ali i taj da vazodilatacijska aktivnost nije povezana s koncentracijom 

pojedinih polifenolnih tvari, izmjerenih tijekom istradivanja (galna kiselina, katehin, 

epikatehin, epigalokatehin-galat, procijanidin B2, kvercetin-4-glukozid, rezveratrol, 

piceid, astringin). 

Termi�ki obra�eno vino pod temperaturnim uvjetima koji su primjenjivi u 

svakodnevnom divotu prilikom pripremanja hrane, zadrdava vazodilatacijsku 

u�inkovitost unato� zna�ajnim promjenama u fizikalno-kemijskim svojstvima 

izazvanim zagrijavanjem. Vina zagrijavana na 75 ºC i 125 ºC, intaktno vino i 

dealkoholizirano vino pokazali su sli�an vazodilatacijski o dozi ovisan u�inak, i njihovi 

se maksimalni u�inci nisu me�usobno razlikovali. Ipak, u najnidim koncentracijama, do 

10, dealkoholizirano vino bez termi�kog stresa koje je i najbogatije polifenolima, 

uzrokovalo je statisti�ki zna�ajno snadniju vazodilataciju, u usporedbi s intaktnim 

vinom i vinom zagrijavanim na 75 i 125 ºC. Ovaj rezultat se mode objasniti 
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djelomi�nom razgradnjom izazvanom zagrijavanjem i promjenama polifenola koji su, 

unato� priblidno 10%-tnom smanjenju u ukupnoj koncentraciji i u koncentracijama 

pojedina�nih frakcija, ostvarili tek nebto slabiji vazodilatacijski u�inak. Pove�anjem 

doze vina, razlika u vazodilatacijskom odgovoru se izgubila. Sli�nost intaktnog vina i 

vina zagrijavanog na 75 ºC, s druge strane, ukazuje da termi�ki stres pri ovoj 

temperaturi nije dovoljno snadan da bi kompromitirao vazodilatacijsku potentnost i 

u�inkovitost vina, unato� diskretnim promjenama fizikalno-kemijskih svojstava. 

Kona�no, u opisanom istradivanju nije se mogla nedvojbeno odrediti uloga rezveratrola 

u vazodilatacijskom odgovoru. Koncentracija je rezveratrola u ispitivanim intaktnim 

vinima, dealkoholiziranom i termi�ki obra�enim vinima bila prili�no niska, te je nakon 

razrje�enja u organskim bazen�i�ima bila oko 10 puta manja od koncentracija koje su se 

koristile u studijama koje opisuju vazodilatacijski u�inak rezveratrola. 
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2.3.2. Rezultati rada > Antioxidative and vasodilatory effects of phenolic acids in wine ” 

 

Ispitivane fenolne kiseline pokazale su razli�it vazodilatacijski u�inak ovisan o dozi 

(Slika 4). 

Najbolji QSAR model koji opisuje njihovu vazodilatacijsku aktivnost uklju�uje 

parametre topolobka plobtina polarne povrbine molekule (TPSA) i GETAWAY 

deskriptor R
+

3(u). Nadalje, postoji zna�ajna negativna korelacija izme�u maksimalnog 

vazodilatacijskog u�inka i broja hidroksilnih skupina u strukturi fenolnih kiselina (r = -

0,893, p = 0,0011). 

A) 

 

B) 

 

Slika 4. Krivulje doza-u�inak (koncentracija-relaksacija) fenolnih kiselina na 

prstenovima aorte btakora (NA 10-7
 mol/L), (n=12 prstenova po kiselini) 

A) derivati hidroksibenzojeve kiseline 

B) derivati hidroksicimetne kiseline 
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Najbolji model za opisivanje antioksidacijske aktivnosti izmjerene FRAP metodom 

dobiven je primjenom dvaju deskriptora: topolobke plobtine polarne povrbine molekule 

(TPSA) i srednje vrijednosti stupnja topolobke udaljenosti vrhova grafa (∆D). Najbolja 

povezanost antioksidacijske aktivnosti izmjerene TEAC metodom i strukture molekule 

je pokazana QSAR modelom koji uklju�uje dva GETAWAY deskriptora, R7p i HATS 

3e, a koji su vezani uz polarizabilnost i elektronegativnost atoma. 

 

Slika 5. Antioksidacijska aktivnost fenolnih kiselina izmjerena FRAP i TEAC 

metodama 

 

FRAP i TEAC metode za mjerenje antioksidacijske aktivnosti fenolnih kiselina 

me�usobno su pozitivno korelirale (r = 0,8859, p = 0,0015). Suprotno tome, 

vazodilatacijski i antioksidacijski u�inci fenolnih kiselina me�usobno su negativno 

povezani (r = -0,7348, p = 0,0241). 

 

2.3.3. Rezultati rada > Antioxidant and vasodilatory effects of blackberry and grape 

wines ” 

 

Iako su sva ispitivana vina (Tablica 1) izazvala relaksaciju btakorske aorte 

prekontrahirane noradrenalinom, njihove krivulje doza-u�inak (razrje�enje-relaksacija) 

su se me�usobno razlikovale (Slika 6). 
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Slika 6. Krivulje doza-u�inak (razrje�enje-relaksacija) ispitivanih vina na prstenovima 

aorte btakora (NA 10-7
 mol/L) 

*p < 0,05 vs. crnih vina (CV1 i CV2) i kupinovih vina (KV1, KV2 i KV3); 
  

p < 0,05 vs. 

kupinovih vina (KV1, KV2, KV3) 

 

 

Op�enito, crna vina su bila najpotentniji vazodilatatori (EC50 = -3,17 i -3,24 za crno 

vino 1 i crno vino 2). Kupinova vina 1, 2 i 3 pokazala su srednju vazodilatacijsku 

potentnost s EC50 od -2,85,       -2,65 i -2,72, dok je kupinovo vino 4 bilo zna�ajno 

manje potentan vazodilatator s EC50 od -2,31. Ipak, maksimalni vazodilatacijski u�inak 

(Emax) kupinovih vina 1, 2 i 3 bio je sli�an crnim vinima (Emax = 75,27 ± 4,67%, 72,27 ± 

3,65% i 70,48 ± 3,40% za kupinovo vino 1, 2 i 3 nasuprot 87,99 ± 2,50% za crno vino 1 

i 86,00 ± 4,56% za crno vino 2). Emax bijelih vina i kupinovog vina 4 bio je zna�ajno 

manji (24,28 ± 5,79%, 20,53 ± 4,17% i 24,27 ± 3,86% za bijelo vino 1, 2 i kupinovo 

vino 4, (p < 0,05). (Tablica 2) 
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Tablica 2. Vazodilatacijska aktivnost vina izradena maksimalnim vazodilatacijskim 

u�inkom (Emax) i koncentracijom 50% maksimalnog u�inka (EC50). 

 

Vino Emax (%) EC50 (CI) 

Crno (CV1)  87,99 ± 2,50* -3,17 (od-3,18 do -3,03)† 

Crno (CV2)  86,00 ± 4,56* -3,24 (od-3,47 do -3,01)† 

Bijelo (BV1)  24,28 ± 5,79 -2,44 (od-2,55 do -2,32) 

Bijelo (BV2)  20,53 ± 4,17 -2,34 (od-2,44 do -2,24) 

Kupinovo (KV1) 75,27 ± 4,67* -2,85 (od-2,93 do -2,77) * 

Kupinovo (KV2) 72,27 ± 3,65* -2,63 (od-2,64 do -2,59) * 

Kupinovo (KV3) 70,48 ± 3,40* -2,72 (od-2,77 do -2,67) * 

Kupinovo (KV4) 24,27 ± 3,86 -2,31 (od-2,38 do -2,25) 

 

Emax, maksimalni vazodilatacijski u�inak; EC50, koncentracija 50% maksimalnog u�inka 
(izra�unata primjenom nelinearne regresijske analize). EC50 vrijednosti su logaritamske 

vrijednosti koncentracija (razrje�enja) koje ostvaruju 50% maksimalnog 
vazodilatacijskog u�inka, (10 = 0,001 => log 0,001= –3, 20 = 0,002 => log 0,002= –
2,70); 

CI, 95%-tni interval pouzdanosti. 

*p<0,05 vs. bijelih vina (1 i 2) i kupinovog vina 4; 
  

p<0,05 vs. kupinovih vina (1, 2, 3 i 4) i bijelih vina (1 i 2) 

 

Kao bto je pokazano u Tablici 3, ukupni fenolni sadrdaj bio je najve�i u crnim vinima, 

slijede kupinova vina, dok je najnidi bio u bijelim vinima.  

U odnosu na crna vina, kupinova vina su bila siromabnija u flavonoidnom sadrdaju, ali 

nekoliko puta bogatija u neflavonoidnim polifenolima. Antocijani su bili prisutni samo 

u crnim i kupinovim vinima. Njihova je koncentracija bila viba u crnim vinima (212±9 i 

287±3 mg/L ekvivalenata malvidin-3-glukozida) u odnosu na kupinova vina, gdje se 

koncentracija antocijana kretala u rasponu od 13 do 164 mg/L ekvivalenata malvidin-3-

glukozida (Tablica 3). 
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Tablica 3. Ukupni sadrdaj fenola, glavne fenolne frakcije i antioksidacijska aktivnost 

vina. 

 

Vino 
Ukupni fenoli 

mg GAE/L 

Flavonoidi 

mg GAE/L 

Ne-flavonoidi 

mg GAE/L 

Antocijani 

mg M-3-GE/L 

FRAP 

mmol TE/L 

CV1 3313±27 3002±22 311±4 212±9 12,6±0,6 

CV2 3225±26 2902±21 323±7 287±3 12,7±0,2 

BV1 482±3 103±2 379±5 0 1,9±0,1 

BV2 379±3 58±3 321±5 0 1,2±0,1 

KV1 2628±29 1417±14 1210±11 135±3 13,9±0,7 

KV2 2025±23 951±11 1074±10 148±2 10,8±0,4 

KV3 2789±27 1303±14 1486±12 164±3 15,8±0,6 

KV4 1697±20 924±11 773±8 13±1 7,8±0,4 

 

GAE (engl. gallic acid equivalent) – ekvivalent galne kiseline; M-3-GE (engl. 

malvidine-3-glucoside equivalent) – ekvivalent malvidin-3-glukozida; FRAP (engl. 

Ferric reducing antioxidant capacity) – antioksidacijski kapacitet redukcije deljeza; TE 
(engl. Trolox equivalent) – ekvivalent Troloksa; CV – crno vino iz grod�a; BV – bijelo 

vino iz grod�a; KV – kupinovo vino. Podaci su dobiveni iz najmanje triju nezavisnih 

uzoraka i prikazani su kao srednja vrijednost ± SEM. 
 

Najzastupljeniji monomer flavanol u vinima iz grod�a je bio katehin. U kupinovim 

vinima sadrdaj flavanola je varirao vibe nego u vinima iz grod�a. Najbolji primjer je 

epigalokatehin galat koji se kretao u rasponu od 3,5 do 148,8 mg/L u kupinovim vinima. 

Procijanidin B2, dimer epikatehina tako�er se kretao u birokom koncentracijskom 

rasponu (od 6,1 do 77,1 mg/L) u kupinovim vinima; tako su kupinova vina 1 i 2 bila 

bogatija procijanidinom B2 u odnosu na crna vina. 

Me�u ne-flavonoidima, stilbeni su bili izmjereni u svim vinima. Monomeri rezveratrola 

su bili zastupljeni u malim koncentracijama (od 0 do 2,2 mg/L), ali njihovi derivativi, 

(E)-piceid i astringin su prona�eni u vibim koncentracijama, bez obzira na vrstu vina. 

Ne-flavonoid galna kiselina tako�er je bila prisutna u svim vinima, ali je njena 

koncentracija bila dva do tri puta viba u kupinovim vinima u odnosu na vina iz grod�a. 

Identificirani polifenolni spojevi i njihove koncentracije navedeni su u Tablici 4. 
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Tablica 4. Koncentracije (mg/L) analiziranih fenolnih spojeva. 

 

Vino 

 
Galna 

kiselina 
(+)-

Katehin 
(-)-

Epikatehin 

Epigalo– 

katehin 
galat 

Procijanidin 
B2 

Kvercetin-
4-

glukozid 

cis-
Rezveratrol 

trans-
Rezveratrol 

(E)-
Piceid 

Astringin 

CV1 26,4±0,1 13,5±0,4 7,8±1,4 12,7±0,5 12,3±1,6 1,4±0,1 0,6±0,1 1,1±0,1 1,5±0,2 5,2±0,1 

CV2 14,9±0,1 15,8±0,9 4,9±0,3 1,6±0,3 10,0±1,3 0,4±0,1 0,6±0,1 1±0,1 1,7±0,1 n.p. 

BV1 21,8±0,1 21,7±0,2 1,5±0,3 9,8±0,1 4,4±0,3 n.p. 0,5±0,1 1,1±0,1 2,3±0,1 2,4±0,2 

BV2 3,3±0,2 18,4±0,9 0,4±0,01 17,8±0,6 n.p. n.p. 0,1±0 0,2±0 0,8±0,1 2,3±0,2 

KV1 59,0±1,4 18,7±1,5 34,7±3,7 148,8±0,8 77,1±3,3 2,6±0,1 1,5±0,1 0,7±0,1 5,2±0,5 7,9±0,8 

KV2 45,4±0,3 16,8±1,4 7,9±1,7 16,8±2,2 34,5±4,3 2,4±0,2 n.p. 0,5±0,1 2,6±0,1 n.p. 

KV3 50,1±0,3 45,2±2,9 n.p. n.p. 6,1±0,2 2,1±0,1 0,2±0,1 0,7±0,1 6,5±0,4 12,1±0,8 

KV4 53,1±3,2 9,1±0,9 12,2±1,7 3,5±0 8,8±0,4 n.p. 0,1±0 0,9±0,1 2,0±0,4 n.p. 

 

CV – crno vino iz grod�a; BV – bijelo vino iz grod�a; KV – kupinovo vino. 

n.p. = nije potvr�en 

Podaci su dobiveni iz najmanje dvaju nezavisnih uzoraka i prikazani su kao srednja vrijednost ± SEM. 
 

 

 

Vazodilatacijska aktivnost je snadno korelirala s ukupnim fenolnim sadrdajem vina (r = 0,92, p = 0,0012). Me�u fenolnim frakcijama 

snadna pozitivna korelacija prona�ena je za sadrdaj antocijana (r = 0,95, p = 0,0003), i flavonoidni sadrdaj (r = 0,84, p = 0,0088). Nije 

prona�ena korelacija izme�u koncentracije pojedina�nih polifenolnih spojeva i vazodilatacijske aktivnosti. Korelacija izme�u Emax i 

antioksidacijske aktivnosti te sadrdaja ukupnih fenola, flavonoida, antocijana i trans-rezveratrola prikazana je na Slici 7. 
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Slika 7. Povezanost vazodilatacijske aktivnosti i antioksidacijske aktivnosti te sadrdaja ukupnih 

fenola, flavonoida, antocijana i trans-rezveratrola ispitivanih uzoraka vina. 

Emax je maksimalni vazodilatacijski u�inak. Antioksidacijska aktivnost mjerena je FRAP (engl. 
Ferric reducing antioxidant power) metodom i izradena u mmol/L ekvivalenata troloksa (TE). 
Sadrdaj ukupnih fenola i flavonoida izraden je u mg/L ekvivalenata galne kiseline (GAE, engl. 
gallic acid equivalent), a antocijana u mg/L ekvivalenata malvidin-3-glukozida (M-3-GE) 
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2.3.4. Rezultati rada >Thermally treated wine retains vasodilatory activity in rat and guinea pig 

aorta” 

 

Zagrijavanje na 125 ºC i vakuum-dealkoholizacija vina rezultirala je vrlo sli�nim smanjenjem 

volumena i sadrdaja etanola. Koncentracija ukupnih fenola o�ekivano se pove�ala sa smanjenjem 

volumena uzorka u oba slu�aja. Ipak, u vinu termi�ki obra�enom na 125 ºC, doblo je do 

prosje�no 10% smanjenja koncentracije polifenola u pojedina�nim fenolnim frakcijama u odnosu 

na dealkoholizirano vino, bto upu�uje na zagrijavanjem uzrokovanu degradaciju polifenola u 

odgovaraju�im frakcijama. Opisane promjene nisu opadene u vinu zagrijavanom na 75 ºC. 

Antioksidacijski kapacitet uzoraka pove�ao se u termi�ki obra�enim uzorcima i u 

dealkoholiziranom vinu sukladno promjenama u koncentraciji ukupnih fenola (Tablica 5). 

Koncentracija trans-rezveratrola bila je najviba u dealkoholiziranom vinu, a najnida u vinu 

termi�ki obra�enom na 125 ºC, bto upu�uje na termi�ku osjetljivost rezveratrola. 

 

Tablica 5. U�inci termi�ke obrade i dealkoholizacije na volumen, sadrdaj etanola, ukupnih 

fenola, pojedina�ne fenolne frakcije, sadrdaj trans-rezveratrola i antioksidacijski kapacitet 

uzoraka vina 

 Intaktno vino 

Vino 

zagrijavano na 

75 ºC 

Vino 

zagrijavano na 

125 ºC 

Dealkoholizirano 

vino 

Volumen nakon 45 min. 
/ 140±1* 88±1* 85±3* 

Etanol (vol %) 12,9±0,1 10,4±0,4* 0,7±0,3* 0,6±0,2* 

Ukupni fenoli (mg GAE/L) 3200±38 3390±42 5530±61* 5690±51* 

Flavonoidi (mg GAE/L) 2940±32 3110±24 5200±29* 5280±42* 

Ne-flavonoidi (mg GAE/L) 263±3 278±3 334±3* 413±4* 

Antocijani (mg M-3-GE/L) 240±9 247±7 338±9* 398±7* 

Trans-rezveratrol (mg/L) 2,0±0,1 1,9±0,2 1,0±0,1* 2,9±0,1* 

FRAP (mmol TE/L) 17±1 18±1 24±1* 27±1* 

 

Prije obrade po�etni volumen svih uzoraka bio je 150 mL. 
Podaci su dobiveni iz najmanje triju nezavisnih uzoraka i prikazani su kao srednja vrijednost ± SEM. 
*p < 0,05 vs. intaktno vino. 

GAE (engl. gallic acid equivalent) - ekvivalent galne kiseline; M-3-GE (engl. malvidin-3-glucoside equivalent) – 

ekvivalent malvidin-3-glukozida; FRAP (engl. Ferric reducing antioxidant power) – antioksidacijski kapacitet 

redukcije deljeza; TE (engl. trolox equivalent) - ekvivalent troloksa. 
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Kontraktilni odgovor izazvan noradrenalinom (NA) izoliranih aortnih prstenova btakora i 

zamor�i�a nije se zna�ajno razlikovao (16,71 ± 0,85 mN za aortu btakora i 16,65 ± 0,76 mN za 

aortu zamor�i�a). Suprotno tome, kontrolna vazodilatacija prekontrahiranih prstenova izazvana 

acetilkolinom (Ach) bila je zna�ajno ve�a kod prstenova izoliranih iz btakora (77,73 ± 3,22%) u 

odnosu na zamor�i�a (41,81 ± 2,53%). 

Vazodilatacijska aktivnost intaktnog vina bila je snadnija kod prstenova aorte zamor�i�a u 

odnosu na aortu btakora. Maksimalni vazodilatacijski u�inak (Emax) aorte btakora i zamor�i�a bili 

su 86,84 ± 2,53% i 113,87 ± 3,06% (Slike 8 i 9). Op�enito, termi�ka obrada intaktnog vina nije 

zna�ajno utjecala na ukupnu izravnu vazodilatacijsku aktivnost niti u aorti zamor�i�a niti btakora. 

Vino zagrijavano na 75 ºC uzrokovalo je Emax od 87,16 ± 2,70% u aorti btakora i 112,72 ± 2,14% 

u aorti zamor�i�a, dok je vino zagrijavano na 125 ºC uzrokovalo Emax od 83,70 ± 2,19% u aorti 

btakora i 113,17 ± 3,78 u aorti zamor�i�a. 

Kona�no, dealkoholizirano vino ostvarilo je najsnadniji, iako statisti�ki nezna�ajan, maksimalni 

vazodilatacijski odgovor u usporedbi s intaktnim i termi�ki obra�enim vinima postidu�i Emax od 

89,22 ± 3,11% i 118,58 ± 2,83% u aorti btakora i zamor�i�a. Ipak, u najnidim koncentracijama 

(do 10), dealkoholizirano vino je izazvalo statisti�ki zna�ajno ve�u relaksaciju u aortama obje 

divotinjske vrste kao bto je prikazano na Slikama 8 i 9. 
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Slika 8. Relaksacija aortnih prstenova btakora prekontrahiranih noradrenalinom nakon izlaganja 

intaktnom, dealkoholiziranom vinu te vinima zagrijavanim na 75 i 125 ºC 

Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti ± SEM. *p<0,05 za dealkoholizirano vino vs. intaktno vino i 

vina zagrijavana na 75 i 125 ºC (n = 21 prsten po uzorku). 

 

Slika 9. Relaksacija aortnih prstenova zamor�i�a prekontrahiranih noradrenalinom nakon 

izlaganja intaktnom, dealkoholiziranom vinu te vinima zagrijavanim na 75 i 125 ºC.  

Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti ± SEM. *p<0,05 za dealkoholizirano vino vs. intaktno vino i 

vina zagrijavana na 75 i 125 ºC (n = 23 prstena po uzorku) 
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Sli�nosti u ukupnoj vazodilatacijskoj aktivnosti svih ispitivanih vina i vinskih derivata tako�er je 

potvr�ena njihovom sli�nom vazodilatacijskom potentnosti, bto je o�ito iz pripadaju�ih EC50 

vrijednosti (Tablica 6). 

 

Tablica 6. U�inci termi�ke obrade i dealkoholizacije na EC50 ispitivanih vina. 

 

EC50 (CI) 

 Aorta btakora Aorta zamor�i�a 

Intaktno vino -3,19 (od -3,24 do -3,14) -3.33 (od-3,38 do -3,27) 

Dealkoholizirano vino -3,38 (od-3,47 do -3,30) -3.41 (od-3,51 do -3,30) 

Vino zagrijavano na 75 C -3,19 (od-3,24 do -3,14) -3.33 (od-3,39 do -3,27) 

Vino zagrijavano na 125 C -3,30 (od-3,35 do -3,25) -3.41 (od-3,49 do -3,33) 

 

EC50, koncentracija 50% maksimalnog u�inka (izra�unata primjenom nelinearne regresijske analize). EC50 

vrijednosti su logaritamske vrijednosti koncentracija (razrje�enja) 50% maksimalnog vazodilatacijskog 
u�inka, (1 0 = 0,001 => log 0,001= –3,20 = 0,002 => log 0,002= –2,70); n = 21 prsten za uzorak vina na 

aorti btakora; n = 23 prstena za uzorak vina na aorti zamor�i�a. CI, 95%-tni interval pouzdanosti. 

 

Poredak vazodilatacijske potentnosti vina uzimaju�i u obzir EC50 za btakorsku aortu je bio: 

dealkoholizirano vino > vino zagrijavano na 125 ºC > intaktno vino = vino zagrijavano na 75 ºC. 

Na aortnim prstenovima zamor�i�a, oba termi�ki obra�ena vina bila su jednako potentni 

vazodilatatori kao njihove kontrole bez termi�koga stresa: dealkoholizirano vino = vino 

zagrijavano na 125 ºC > intaktno vino = vino zagrijavano na 75 ºC. 
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2.4. RASPRAVA 

 

2.4.1. Vazodilatacijski i antioksidacijski u�inci fenolnih kiselina 

 

Klju�ni rezultat ovog dijela studije je negativna korelacija in vitro antioksidacijske i 

vazodilatacijske aktivnosti ispitivanih fenolnih kiselina. Ovo je najbolje prikazano slabom 

vazodilatacijskom aktivnosti galne kiseline, najja�eg antioksidansa me�u ispitivanim fenolnim 

kiselinama. Op�enito, fenolne su kiseline slabiji vazodilatatori nego antioksidansi. QSAR modeli 

za predvi�anje antioksidacijske aktivnosti (TEAC i FRAP) ukazuju da fenolne kiseline s vibe 

hidroksilnih skupina imaju ve�u antioksidacijsku aktivnost. Sukladno tome, galna je kiselina s tri 

hidroksilne skupine imala najve�i FRAP kapacitet (2,32 mmol/L TE), protokatehinska kiselina s 

dvije hidroksilne skupine imala je FRAP kapacitet 1,02 mmol/L TE, dok p-hidroksibenzojeva 

kiselina, sa samo jednom hidroksilnom skupinom, uop�e nije pokazala aktivnost. Ovi rezultati su 

konzistentni s rezultatima Sroke i Cisowskog,
61

 koji su pokazali pozitivnu korelaciju izme�u 

broja hidroksilnih skupina vezanih za aromatski prsten fenolnih kiselina i sposobnosti >gabenja” 

slobodnih radikala. 

Stupanj grananja i oblik molekule tako�er prili�no utje�u na antioksidacijsku aktivnost. 

Kompaktnije i manje razgranate molekule imaju nidi antioksidacijski kapacitet.62
 Ovo je 

potvr�eno i dobivenim rezultatom da su derivati hidroksicimetne kiseline, �ije su molekule dulje i 

razgranatije, ujedno i u�inkovitiji antioksidansi u odnosu na male i manje razgranate derivate 

hidroksibenzojeve kiseline. Primjerice, unato� istim suptitucijskim skupinama na aromatskom 

prstenu, sinapinska (3,5-dimetoksi-4-hidroksicimetna) kiselina ima ve�i TEAC kapacitet (1,96 

mmol/L TE) nego siringinska (3,5-dimetoksi-4-hidroksibenzojeva), kiselina (TEAC = 1,36 

mmol/L TE). 

Trodimenzijska raspodjela polarizabilnosti atoma (deskriptor R7p) tako�er ima utjecaj na 

antioksidacijsku aktivnost fenolnih kiselina. Ovim se objabnjava zabto zamjena 3- i 5-hidroksi 

skupina s metoksi skupinama u siringinskoj kiselini rezultira smanjenom antioksidacijskom 

aktivnosti (FRAP 1,47 i TEAC 1,36 mmol/L TE) u usporedbi s galnom kiselinom s tri 

hidroksilne skupine (FRAP 2,32 i TEAC 2,79 mmol/L TE). 

Opisana studija po prvi put prikazuje QSAR analizu vazodilatacijske aktivnosti fenolnih kiselina. 

Osim negativne povezanosti maksimalnog vazodilatacijskog u�inka i broja hidroksilnih skupina, 
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najvadnije varijable u modelima za predvi�anje vazodilatacijske aktivnosti fenolnih kiselina 

vezane su za lipofilnost i distribuciju lokalnog atoma. 

Rezultati studije o vazodilatacijskim u�incima fenolnih kiselina in vitro ne dozvoljavaju 

zaklju�ke o njihovim mogu�im u�incima in vivo. Najve�i vazodilatacijski u�inak in vitro uvijek 

je postignut pri njihovim najvibim koncentracijama. Te koncentracije nisu ostvarive u uvjetima in 

vivo nakon konzumacije vina ili neke druge hrane bogate polifenolima. 

Kako bi ovu studiju u�inili usporedivom s rezultatima sli�nih studija in vitro, a ujedno koristili 

koncentracije spojive s uvjetima in vivo, koncentracije ispitivanih fenolnih kiselina u ovoj studiji 

odabrane su sukladno studijama Andriambelosona 
16

 i Caccette.
63.

Andriambeloson je koristio 

galnu, vanilinsku, kumarinsku i kafeinsku kiselinu u koncentracijskom rasponu od 10
-5

 do 3x10
-1

 

g/L, bto priblidno odgovara 50 nmol/L do 2 mmol/L.16
 Primjenom 10 puta nidih koncentracija, 

ostvarili smo koncentracije koje se postidu u ljudskoj plazmi nakon konzumacije vina (176 

nmol/L za 4-O-metilirani oblik galne kiseline i 84 nmol/L za kafeinsku kiselinu).
63

 

U ovoj su studiji samo siringinska i sinapinska kiselina, pri usporedivim koncentracijama 

pokazale vazodilatacijski u�inak. Ipak, zanemarivi vazodilatacijski u�inak in vitro ostalih 

fenolnih kiselina pri ovim koncentracijama nudno ne odradava njihovu neu�inkovitost in vivo. 

Naime, u biolobkim u�incima vina pojedina�ni polifenolni spoj nikako ne mode imati prediktivnu 

ili najvadniju ulogu. Primjerice, primjena katehina in vitro nije izazvala vazodilataciju btakorske 

aorte.
10

 Tako�er se promjena endotelne funkcije kod ljudi nakon konzumacije vina nije mogla 

predvidjeti na temelju plazmatske koncentracije katehina.
6
 Suprotno tome, maksimalna indukcija 

endotelne NO sintetaze (eNOS) na ljudskim endotelnim stanicama postignuta je sinergisti�kim 

u�inkom niza razli�itih fenola iz vina, uklju�uju�i i neke fenolne kiseline.64
 Sli�an sinergisti�ki 

u�inak potvr�en je tako�er i za antioksidacijsku aktivnost fenola iz vina.65
 

Nakon konzumacije vina ili druge hrane bogate fenolima, tebko je predvidjeti koncentracije 

fenolnih kiselina u plazmi. Prisutne su u vinu u razli�itim koncentracijama i razli�itim 

konjugiranim oblicima. Pojavljuju se u esterificiranim oblicima s organskim kiselinama, be�erima 

ili lipidima, bto mode utjecati na njihov metabolizam i bioraspolodivost. In vivo fenolne kiseline 

podlijedu konjugacijskim reakcijama sa sulfatom, glukuronatom, S-adenozil-metioninom ili 

njihovom kombinacijom, a stvaranje konjugiranih oblika mode zna�ajno utjecati na biolobku 

aktivnost po�etnih tvari.35
 Osim toga, kona�na je koncentracija fenolnih kiselina u plazmi rezultat 

slodenih metaboli�kih puteva ne samo fenolnih kiselina, nego i drugih polifenola (katehin, 
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kvercetin, miricetin, procijanidini, antocijani).
66-68

 Naime, polifenoli koji se ne apsorbiraju u 

tankom crijevu dolaze do debeloga crijeva gdje crijevna mikroflora hidrolizira glikozide i 

osloba�a aglikone te metabolizira oslobo�ene aglikone u razli�ite aromatske kiseline. One se 

dalje metaboliziraju u derivate benzojeve kiseline, koji se mogu apsorbirati u krv.
35

  

 

2.4.2. Vazodilatacijski i antioksidacijski u�inci kupinovog vina u usporedbi s bijelim i crnim 

vinima iz grod�a 

 

Rezultati ove studije pokazuju da su kupinova vina u uvjetima in vitro relativno u�inkoviti 

izravni vazodilatatori i job bolji antioksidansi. Rezultat da su neka kupinova vina (kupinovo vino 

1 i 3) u�inkovitiji antioksidansi nego crna vina iz grod�a potvrda je prethodno objavljenih 

rezultata istradivanja Pinhera i Paliyatha.49
 Me�utim, ovo je prili�no neo�ekivani rezultat ako se 

uzme u obzir nidi sadrdaj ukupnih fenola kupinovih vina u usporedbi s crnim vinima. 

Antioksidacijski kapacitet razli�itih napitaka in vitro, odre�ivan FRAP metodom, snadno je 

povezan sa sadrdajem ukupnih fenola.69-71
 Mogu�e objabnjenje ovog neo�ekivanog rezultata 

mode biti povezano s visokim sadrdajem ne-flavonoida (osobito galne kiseline) u kupinovim 

vinima u odnosu na crna vina. U studiji o antioksidacijskim i vazodilatacijskim u�incima fenolnih 

kiselina pokazano je da je galna kiselina najpotentniji antioksidans in vitro, ali najslabije 

u�inkovit izravni vazodilatator. 

Drugi je vadan rezultat ove studije povezanost vazodilatacijske aktivnosti ispitivanih vina sa 

sadrdajem flavonoida i ukupnih fenola, a osobito, najzna�ajnija povezanost sa sadrdajem 

antocijana. Me�utim, vazodilatacijska aktivnost nije povezana s koncentracijom niti jedne od 

pojedinih polifenolnih tvari izmjerenih tijekom istradivanja (galna kiselina, katehin, epikatehin, 

epigalokatehin galat, procijanidin B2, kvercetin-4-glukozid, trans-rezveratrol, (E)-piceid, 

astringin). 

Povezanost vazodilatacijske aktivnosti i sadrdaja antocijana crnih vina ve� su pokazali Burns i 

suradnici, koji su ispitivali 16 razli�itih crnih vina na aortnim vaskularnim prstenovima kuni�a.34
 

Ipak, ostalo je nerazjabnjeno zabto su upravo antocijani tako snadno povezani s vaskularnim 

odgovorom. Rezultati studija in vitro s pojedina�nim antocijanidinskim spojevima su bili 

kontradiktorni, jer je samo delfinidin (ali ni malvidin niti cijanidin) uzrokovo relaksaciju 

btakorskih aortnih prstenova ovisnu o endotelu.16
 Studija Nakamure i suradnika pokazala je da 
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�etiri pojedina�ne antocijanske tvari, primijenjene same ili u kombinaciji, ne ostvaruju 

vazodilatacijski u�inak na btakorskoj aorti.72
 Sli�no je i Serraino pokazala da cijanidin 3-O-

glukozid nije utjecao na kontraktilni niti na vazodilatacijski odgovor aortnih prstenova ovisan o 

endotelu pod bazalnim uvjetima, iako je osigurao zabtitu protiv vaskularne disfunkcije 

posredovane peroksinitritom.
73

 Izostanak izravnog vazodilatacijskog u�inka antocijana ili 

antocijanidina in vitro ne odradavaju nudno njihovu neu�inkovitost u uvjetima in vivo gdje se oni 

konzumiraju kao dio slodenih mjebanih otopina, poput vina. Koncentracije antocijana u naboj 

studiji su bile nanomolarne (primjerice 10 kupinovog vina 3 odgovara koncentraciji od 319 

nmol/L ekvivalenata malvidin-3-glukozida u organskom bazen�i�u), bto se podudara s gornjim 

granicama njihove koncentracije u plazmi nakon konzumacije antocijanima bogate hrane ili 

pi�a.74
 Osim toga, nedavne publikacije pokazuju da antocijani podlijedu opsednom matabolizmu 

nakon bto se unesu u tijelo i da njihovi metaboliti iz tankog crijeva i jetrenih stanica, kao i 

niskomolekularni kataboli�ki produkti mikroflore kolona (me�u njima su i fenolne kiseline) 

putuju tijelom u cirkulacijskom sustavu i mogu biti odgovorni za odre�ene biolobke u�inke koji 

se pripisuju antocijanima.
75,66

 Ovi bi metaboliti mogli biti most izme�u opadenih biolobkih 

u�inaka antocijana in vitro i in vivo. 

Vadnost antocijana u vazodilatacijskoj aktivnosti kupinovog vina najbolje je pokazana na 

primjeru kupinovog vina 4. Djelovalo je kao slabi izravni vazodilatator sli�no kao i bijela vina s 

Emax od 24,27 ± 3,86% i 24,28 ± 5,79% za kupinovo vino 4 i bijelo vino 2, iako je fenolni sadrdaj 

bio 3,5 puta vibi od bijelih vina (Tablica 3), ali je antocijanski sadrdaj bio 10 puta nidi od ostalih 

kupinovih vina (Tablica 3). Brojne su studije nastojale identificirati polifenolne spojeve 

odgovorne za vazodilatacijski u�inak crnog vina. Me�u vinskim fenolima posebno je istaknut 

trans-rezveratrol, kao tvar s brojnim korisnim kardiovaskularnim u�incima, uklju�uju�i i 

vazodilatacijsku aktivnost.
76

 Vazodilatacijski u�inci u ovoj studiji ne mogu se povezati sa 

sadrdajem rezveratrola u vinskim uzorcima koji su ispitivani. Me�utim, treba naglasiti da je 

sadrdaj rezveratrola u ispitivanim vinima bio prili�no nizak (do 2,2 mg/l), i da je nakon 

razrje�enja u organskim bazen�i�ima njegova koncentracija bila tisu�u puta nida nego u 

studijama koje opisuju dilatacijske u�inke rezveratrola in vitro.
43

 

Procijanidini su tako�er potentni in vitro vazodilatatori 
77

 te istaknuti kao tvari odgovorne za 

vazodilatcijski u�inak vina.33
 Iako je koncentracija procijanidina B2 u uzorcima i nakon 

razrje�enja bila unutar raspona praga vazodilatacijskog odgovora (od 0,4-5µg/L)8, nije prona�ena 
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zna�ajna korelacija izme�u koncentracije procijanidina B2 i Emax (r = 0.41, p = 0.31). Uzevbi sve 

u obzir, dobiveni rezultati potvr�uju da se vazodilatacijski u�inak slodenih otopina, kao bto je 

vino, ne mode isklju�ivo pripisati pojedina�nom polifenolnom spoju. Dapa�e, biolobki je u�inak 

rezultat sinergisti�kog djelovanja razli�itih polifenola, kao bto je pokazano i za druge biolobke 

u�inke u razli�itim eksperimentalnim uvjetima.78,64
 

 

2.4.3. Vazodilatacijski u�inci termi�ki obra�enog vina u usporedbi s intaktnim i 

dealkoholiziranim vinom 

 

Najvadniji rezultat ove studije je da termi�ki obra�eno vino, pod temperaturnim uvjetima koji su 

primjenjivi u svakodnevnom divotu prilikom pripremanja hrane, zadrdava vazodilatacijsku 

u�inkovitost. Ovo je prva studija koja ispituje biolobke u�inke termi�ki obra�enog vina na 

kardiovaskularni sustav i, osim nedavne studije o antibakterijskim u�incima termi�ki obra�enih 

vina,
79

 nudi novi pristup istradivanjima biolobkih u�inaka vina. 

Donekle je iznena�uju�e da termi�ki obra�ena vina i njihovi potencijalni biolobki u�inci nisu 

privukli ve�u znanstvenu padnju unato� uobi�ajenoj praksi u svakodnevnom divotu gdje se 

termi�ki obra�ena vina konzumiraju kao topli napitak (kuhano vino) ili koriste prilikom 

pripremanja jela. 

Fizikalno-kemijski sastav se, ovisno o uvjetima zagrijavanja vina, zna�ajno mijenja. Najo�itije su 

i najlakbe mjerljive promjene bile smanjenje volumena i sadrdaja etanola. Kako su vinski fenoli 

glavni sastojci vina odgovorni za njegovu in vitro antioksidacijsku aktivnost, 
34,80,81

 porast u 

koncentraciji ukupnih fenola, nastao kao posljedica smanjenja volumena, pratio je odgovaraju�i 

porast antioksidacijske aktivnosti uzoraka (Tablica 5). 

Mnogo suptilnije i slodenije promjene uzrokovane toplinom mogu se pojaviti unutar samih 

vinskih polifenola, bto je pokazano promjenama koncentracija pojedina�nih fenolnih frakcija i 

rezveratrola termi�ki obra�enih uzoraka (Tablica 5). Me�utim, studije o kinetici termi�ke 

degradacije razli�itih fenolnih spojeva s odgovaraju�im dinami�kim promjenama u njihovoj 

antioksidacijskoj aktivnosti ukazuju da su toplinom uzrokovane interakcije polifenola i putevi 

njihove degradacije slabo objabnjeni i tebko predvidivi, �ak i u jednostavnim smjesama 

fenola.
51,52,82,83

 Tako�er, vadno je razlikovati akutne od dugoro�nih u�inaka zagrijavanja vina. 

Ako je vino iznenada slu�ajno izlodeno visokim temperaturama tijekom nekoliko sati (obi�no 
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tijekom distribucije, negdje unutar distribucijskog lanca), mode postati pokvareno ili >skuhano”. 

Kao posljedica oksidacije i ostalih nedeljenih reakcija koje dramati�no rastu pri vibim 

temperaturama dolazi do preuranjenog tamnjenja i stvaranja nedeljenih okusa. S druge strane, 

kontrolirano zagrijavanje je standardna enolobka metoda kojom se tretiraju vina radi unibtenja 

mikroorganizama, za stabilizaciju bijelih vina ili za prevenciju odre�enih vrsta koloidalne 

precipitacije. 

Bez obzira na sve promjene u vinu uzrokovane akutnim termi�kim stresom, njegova je 

vazodilatacijska aktivnost bila u velikoj mjeri o�uvana i to je najvadniji rezultat ove studije. 

Termi�ki obra�eni uzorci vina i njihove kontrole bez termi�kog stresa pokazale su sli�an 

vazodilatacijski obrazac i njihovi se maksimalni u�inci nisu razlikovali. Ipak, aorta zamor�i�a 

pokazala je ve�u reaktivnost na vino u odnosu na aortu btakora (Slike 8 i 9) bto potvr�uje 

prijabnje rezultate da su razli�iti mehanizmi uklju�eni u relaksaciju aorte ovih dviju vrsta te da 

ekstrapolacija rezultata s jedne divotinjske vrste na drugu mode biti pogrebna.23
 Razlike u 

osjetljivosti na vino nadalje su izradene nidim EC50 vrijednostima na aorti zamor�i�a u odnosu na 

odgovaruju�e EC50 vrijednosti kod btakora (Tablica 6). 

Ipak je dealkoholizirano vino (bez termi�kog stresa) i na aorti btakora i na aorti zamor�i�a 

uzrokovalo zna�ajno snadniju vazodilataciju pri najnidim koncentracijama (do 10), u usporedbi 

s intaktnim vinom i vinima zagrijavanima na 75 i 125 ºC (Slike 8 i 9). Ovaj se rezultat mode 

objasniti s toplinom uzrokovanim djelomi�nim gubitkom unutar fenolnih frakcija kod vina 

zagrijavanog na 125 ºC. S druge strane sli�nost intaktnog vina i vina zagrijavanog na 75 ºC 

ukazuje da termi�ki stres pri ovoj temperaturi nije dovoljan da kompromitira vazodilatacijsku 

potentnost i u�inkovitost unato� diskretnim promjenama u fizikalno-kemijskim svojstvima vina. 
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2.5. ZAKLJUCI 

 

1. Fenolne su kiseline slabiji vazodilatatori nego antioksidansi in vitro. Postoji negativna 

povezanost izme�u antioksidacijskog i vazodilatacijskog u�inka fenolnih kiselina in vitro bto 

je potvr�eno i analizom kvantitativne povezanosti strukture i aktivnosti (Quantitative 

Structure-Activity Relationship (QSAR). Odre�ivanje antioksidacijske aktivnosti fenolnih 

tvari in vitro nije osnova za predvi�anje njihovih drugih biolobkih u�inaka. 

2. QSAR modeli ukazuju na to da se pove�an broj hidroksilnih grupa u aromatskom prstenu 

povezuje s dobrom antioksidacijskom, a slabijom vazodilatacijskom aktivnosti. Vadne 

strukturalne osobine koje doprinose antioksidacijskoj aktivnosti fenolnih kiselina su stupanj 

razgranatosti i zbijenosti molekula te trodimenzijska raspodjela polarizabilnosti atoma. 

3. QSAR modeli, primjenjeni u ovoj studiji, mogu biti pogodni za istradivanje ostalih biolobkih 

u�inaka fenolnih kiselina i/ili drugih vinskih fenola. 

4. Kupinovo vino je relativno u�inkovit, izravni vazodilatator in vitro. Crno je vino, u 

usporedbi s kupinovim vinom potentniji vazodilatator. 

5. Kupinovo vino je, unato� manjem sadrdaju ukupnih polifenola, bolji antioksidans in vitro od 

crnog vina. Mogu�e objabnjenje ovog fenomena je viba razina neflavonoidnih polifenola u 

kupinovom vinu u odnosu na crno vino. 

6.  Bijelo je vino najslabiji vazodilatator i antioksidans in vitro. Vazodilatacijski i 

antioksidacijski u�inci bijelog vina i fenolnih kiselina su sli�ni. 

7.  Postoji pozitivna povezanost izme�u vazodilatacijskog i antioksidacijskog u�inka vina. 

8. Vazodilatacijska aktivnost vina povezana je sa sadrdajem ukupnih fenola, flavonoida i 

antocijana. Vazodilatacijska aktivnost vina nije povezana s koncentracijama pojedina�nih 

polifenolnih spojeva (trans-rezveratrol, cis-rezveratrol, galna kiselina, katehin, epikatehin, 

epigalokatehin galat, procijanidin B2, kvercetin-4-glukozid, (E)-piceid, astringin). To ukazuje 

da se vazodilatacijska aktivnost slodenih otopina kao bto je vino ne temelji, niti se mode 

predvidjeti na temelju koncentracije pojedina�nog sastojka. 

9. Termi�ki obra�eno vino, pod temperaturnim uvjetima primjenjivim u svakodnevnom divotu 

prilikom pripreme hrane, u velikoj mjeri zadrdava vazodilatacijsku aktivnost in vitro unato� 

zna�ajnim promjenama u fizikalno – kemijskim svojstvima vina. 
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10. Aortni prstenovi zamor�i�a pokazuju snadniji vazodilatacijski odgovor na intaktno i 

dealkoholizirano te termi�ki obra�eno vino u odnosu na aortne prstenove btakora. 
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2.6. SAcETAK 

 

Za razliku od ostalih polifenolnih spojeva iz vina i unato� njihovoj velikoj zastupljenosti u 

drugim napitcima i hrani, biolobki su u�inci fenolnih kiselina slabije istradivani. Kardiovaskularni 

u�inci termi�ki obra�enog vina tako�er do sada nisu istradivani, iako je primjena vina u kuhanju i 

konzumacija vina kao toplog napitka (kuhano vino) biroko rasprostranjena. Osim vina iz grod�a, 

postoje brojna vo�na vina �ija je konzumacija sve popularnija, a njihovi su biolobki u�inci 

tako�er slabije istradivani. Stoga je cilj ovog istradivanja bio utvrditi vazodilatacijske i 

antioksidacijske u�inke fenolnih kiselina iz vina, termi�ki obra�enog vina i kupinovog vina. 

Antioksidacijski u�inci mjereni su FRAP (Ferric reducing antioxidant power) i TEAC (Trolox 

equivalent antioxidant capacity) metodama, dok je vazodilatacijska aktivnost odre�ena na 

prekontrahiranim vaskularnim prstenovima aorte btakora i zamor�i�a. Fenolne kiseline bile su 

bolji antioksidansi nego vazodilatatori. Njihovi su antioksidacijski kapaciteti i maksimalni 

vazodilatacijski u�inci pokazali negativnu povezanost. 

Kupinova su vina manje potentni vazodilatatori, a unato� nidem sadrdaju ukupnih fenola 

u�inkovitiji antioksidansi u odnosu na crna vina. Vazodilatacijska aktivnost vina iz grod�a te 

kupinovih vina, osim s flavonoidnim i ukupnim fenolnim sadrdajem, najzna�ajnije je povezana sa 

sadrdajem antocijana, ali ne i sa sadrdajem rezveratrola. 

Vazodilatacijski u�inci crnog vina zagrijavanog pri 75 i 125 ºC uspore�ivani su s u�incima 

intaktnog vina i vina dealkoholiziranog bez termi�kog stresa. Iako je pri najnidim 

koncentracijama dealkoholizirano vino ostvarilo ja�u vazodilataciju, svi su uzorci vina postigli 

sli�an maksimalni vazodilatacijski u�inak, ve�i na aorti zamor�i�a. 
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2.7. SUMMARY 

 

In contrast to other wine polyphenolic compounds, and despite their great abundance in other 

drinks and foods, biological effects of phenolic acids have been scarcely investigated. Also 

cardiovascular effects of thermally treated wine have not been investigated, although cooking 

with wine and consumption of mulled wine is common practice throughout the world. Besides 

grape wines, consumption of other fruit wines has become increasingly popular, but their 

biological effects have received little scientific attention. Therefore the aim of this study was to 

determine vasodilatory and antioxidant effects of wine phenolic acids, thermally treated and 

blackberry wine. 

Antioxidant effects were measured by FRAP (Ferric reducing antioxidant power) and TEAC 

(Trolox equivalent antioxidant capacity) methods. Vasodilatory effects were measured in the 

isolated rat and guinea pig aortic rings. 

Phenolic acids were better antioxidants than vasodilators. There was negative correlation between 

their antioxidant capacities and maximal vasodilatory effects. 

Blackberry wines were less potent vasodilators, and despite their lower total phenolic content, 

more effective antioxidants in comparison to red wines. Vasodilatory activity of grape and 

blackberry wines, in addition to their flavonoid and total phenolic content, was most significantly 

associated with their anthocyanins content. No association of vasodilation with the resveratrol 

content was found. 

Vasodilatory effects of red wine heated at 75 and 125 ºC were compared with the effects of the 

intact and wine dealcoholized without thermal stress. Although at the lowest concentrations 

dealcoholized wine produced greater vasodilation, all the tested wine samples produced similar 

maximal vasodilatory effect, more pronounced in the guinea pig aorta.
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3. PRESLIK RADOVA  
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3.1. Antioxidative and vasodilatory effects of phenolic acids in wine 
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3.2. Antioxidant and vasodilatory effects of blackberry wine and grape wines 
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3.3. Thermally treated red wine retains vasodilatory activity in rat and guinea pig aorta 
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4. ZNANSTVENI DOPRINOS OBJEDINJENIH RADOVA 
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Znanstveni je doprinos opisanih istradivanja vibestruk. Prvi se put istradio biolobki u�inak 

termi�ki obra�enog vina na krvnim dilama. Utvr�eno je kako fizikalno-kemijske promjene vina 

uslijed zagrijavanja usporedivog s temperaturnim uvjetima pripremanja hrane u svakodnevnom 

divotu utje�e na vazodilatacijsku aktivnost. S obzirom da vazodilatacijski i antioksidacijski 

u�inak doprinose prevenciji ishemijske bolesti srca, bolesti s najve�im morbiditetom i 

mortalitetom u svijetu, dobiveni rezultati mogu biti zna�ajni s epidemiolobkog aspekta, budu�i da 

je konzumacija intaktnog i kuhanog vina, te primjena vina u kuhanju, vrlo �esta praksa u svijetu. 

Prvi su put tako�er uspore�eni u�inci crnog vina s kupinovim vinom �ija je proizvodnja i 

konzumacija u Hrvatskoj sve popularnija. 

Dizajn istradivanja u kojem su odre�eni i uspore�ivani biolobki u�inci crnog, bijelog i kupinovog 

vina, te fenolnih kiselina, omogu�io je i odgovore na pitanja relativnog doprinosa pojedinih 

polifenolnih frakcija i spojeva vazodilatacijskom i antioksidacijskom u�inku, s posebnim osvrtom 

na ulogu rezveratrola. 

Sve vibe istradivanja pokazuje da je sinergisti�ko djelovanje razli�itih polifenola klju�no za 

ostvarivanje u�inka slodene otopine kao bto je vino. Opisani rezultati o u�incima fenolnih kiselina 

predstavljaju dodatni argument ove spoznaje. 

Opisanim je istradivanjem utvr�eno na koji su na�in povezani vazodilatacijski i antioksidacijski 

u�inak. Osim zdravstvenog zna�aja, ovo je vadno i stoga bto se u prehrambenoj tehnologiji daje 

veliki zna�aj upravo antioksidacijskoj aktivnosti namirnica, iako je �esto nejasno koji je zna�aj 

tog u�inka nakon unosa namirnica u organizam. 

Opisana su istradivanja u skladu sa svjetskim trendovima u smislu etnofarmakolobkog pristupa 

istradivanjima zdrave hrane, a ostvareni rezultati predstavljaju poticaj kulturi zdrave prehrane te 

proizvodnji zdrave hrane. 
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