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SAŽETAK 

 

Tijekom procesa prerade grožđa i proizvodnje vina nastaju velike količine vrijednih 

nusproizvoda, poput komine grožđa, peteljki i vinskog taloga. Svi navedeni nusproizvodi 

pokazuju brojna biološka svojstva od kojih se izdvajaju antioksidacijska i antimikrobna 

aktivnost. Zbog navedenih svojstava nusproizvodi imaju potencijal za daljnju uporabu, a 

njihovim iskorištenjem doprinijet će se rješavanju problema sve veće količine organskog 

otpada nastalog tijekom postupka vinifikacije. Komina, kao količinski najzastupljeniji 

nusproizvod, bogata je bioaktivnim fitokemikalijama, osobito polifenolima. Međutim, 

vrlo često se vinski talog zanemaruje, a jednako je vrijedan nusproizvod jer je bogat 

fenolima, vitaminima i ugljikohidratima. U ovome radu ispitana je antimikrobna 

aktivnost ekstrakata taloga bijelog, crnog i rosé vina na patogene bakterije (Escherichia 

coli, Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes i Staphylococcus aureus) i bakterije 

kvarenja (Pseudomonas aeruginosa i Pseudomonas fragi). Korištene sorte su Malvasija 

dubrovačka i Plavac mali. Analize su provedene korištenjem tri različite metode: 

metodom određivanja minimalne inhibitorne koncentracije (eng. Minimal Inhibitory 

Concentration, MIC), metodom određivanja minimalne baktericidne koncentracije (eng. 

Minimal Bactericidal Concentration, MBC) i metodom difuzije u jažicama (engl. Well 

diffusion method). Dobiveni rezultati ukazuju na bolju antimikrobnu aktivnost ekstrakata 

vinskog taloga prema bakterijama kvarenja u odnosu na patogene bakterije. Najbolju 

aktivnost, odnosno najniže MIC i MBC vrijednosti (25,5 mg GAE/L) pokazao je uzorak 

bijelog vina dobiven maceracijom masulja u trajanju od 24 sata prije početka fermentacije 

prema bakterijama kvarenja P. aeruginosa i P. fragi. 

 

Ključne riječi: vinski talog, fenolni spojevi, antimikrobna aktivnost, MIC, MBC 

  



SUMMARY 

 

Grape processing and winemaking produce large quantities of valuable by-products, such 

as grape pomace, stems and wine lees. All the mentioned by-products have numerous 

biological properties, among which the antioxidant and antimicrobial activity stand out. 

Due to the mentioned properties, the by-products have the potential for further use, and 

their utilization will help to solve the problem of the increasing amount of organic waste 

generated during the winemaking process. Pomace, the most represented by-product in 

therms of quantity, is rich in bioactive phytochemicals, especially polyphenols. Very 

often, however, the wine lees are overlooked being an equally valuable by-product 

because they are rich in phenols, vitamins and carbohydrates. In this thesis, the 

antimicrobial activity of extracts of white, red and rosé wine less against pathogenic 

bacteria (Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes and 

Staphylococcus aureus) and spoilage bacteria (Pseudomonas aeruginosa and 

Pseudomonas fragi) was tested. The varieties used are Malvasija dubrovačka and Plavac 

mali. The analyzes were carried out using three different methods: the minimum 

inhibitory concentration (MIC), the minimum bactericidal concentration (MBC) and well 

diffusion method. The results obtained indicate a better antimicrobial activity of the wine 

less extracts determined by the MIC and MBC methods against spoilage bacteria 

compared to pathogenic bacteria. The best activity, i.e. the lowest MIC and MBC values 

(25.5 mg GAE/L) determined by all methods, was shown by a white wine obtained by 

maceration of grape must in a period of 24 hours before the start of fermentation against 

to spoilage bacteria P. aeruginosa and P. fragi compared to the pathogenic bacteria tested. 
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UVOD  
 

Vino se definira kao prehrambeni proizvod dobiven djelomičnim ili potpunim alkoholnim 

vrenjem mošta (grožđanog soka) ili masulja (zgnječenog grožđa s peteljkama ili bez 

peteljki). Grožđe koje se koristi za proizvodnju vina mora biti svježe i pogodno za 

proizvodnju, odnosno, zdravo, dovoljno zrelo i mora sadržavati najmanje 133 g/L šećera.1 

Prema boji, vina se dijele na bijela, ružičasta (rosé) i crna (crvena) vina.2 

Glavne komponente vina su voda, alkohol, šećer te organske kiseline, fenoli, esteri i 

terpeni koji su zaslužni za okus i aromu vina. Među navedenim komponentama, 

najznačajniji su polifenoli koji su znatno zastupljeniji u crnim vinima nego u bijelim.3  

Literaturni podaci navode da u vinarstvu godišnje nastaju velike količine organskog 

otpada, odnosno nusproizvoda, koji predstavljaju ekološki problem koji se nastoji riješiti 

ponovnom uporabom. Nusproizvodi vina koji imaju potencijal za daljnje korištenje su: 

vinski talog, peteljke i komina. Komina je najzastupljeniji nusproizvod i sastoji se od 

pokožice grožđa, sjemenki, pulpe i peteljki čiji odnos ovisi o brojnim uvjetima poput sorte 

i zrelosti grožđa. Zahvaljujući svom sastavu i biološkim svojstvima, komina je privukla 

pozornost znanstvenika i prehrambene industrije i danas se sve više istražuje. U odnosu 

na kominu, vinski talog je uglavnom manje iskorišten zbog skupog zbrinjavanja unatoč 

bogatom udjelu vitamina (naročito skupine B), ugljikohidrata i biomase kvasaca.4 

Pregledom dostupne literature i istraživanja može se zaključiti da navedeni nusproizvodi 

posjeduju izniman nutritivni sastav zbog kojeg se naveliko koriste u prehrambenoj 

industriji s ciljem poboljšanja svojstava hrane. Također, ističe se i njihov snažan 

antioksidacijski i antimikrobni učinak. Studije u kojima se nusproizvodi dodaju 

prehrambenim proizvodima, kao što je npr. riža, jogurt i mesne prerađevine, pokazuju 

pozitivan utjecaj ponajviše na udio fenola, antioksidacijska i antimikrobna svojstva te 

organoleptička svojstva hrane.4  

Sukladno navedenom, cilj ovog rada bio je odrediti antimikrobni potencijal vinskog 

taloga, nusproizvoda vinifikacije grožđa sorti Malvasija dubrovačka i Plavac mali na 

patogene bakterije: Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes i 

Staphylococcus aureus te na bakterije kvarenja: Pseudomonas aeruginosa i Pseudomonas 

fragi. 

  



2 
 

1.OPĆI DIO 
 

1.1. Nusproizvodi u proizvodnji vina 

 

Većina svjetske proizvodnje grožđa koristi se za proizvodnju vina i jakih alkoholnih pića, 

a proces proizvodnje vina karakterizira stvaranje velike količine otpada i nusproizvoda. 

Nusproizvodi koji nastaju tijekom proizvodnje vina su komina, sjemenke, peteljke, 

pokožica i vinski talog.4 

Komina grožđa (slika 1) predstavlja glavni čvrsti ostatak koji nastaje tijekom prešanja i 

fermentacije u procesu proizvodnje vina. Uglavnom se sastoji od pokožice, sjemenki i 

peteljki, i ima visok sadržaj bioaktivnih fitokemikalija, posebice polifenola. Količina 

komine grožđa zaostala tijekom procesa vinifikacije ovisi o različitim čimbenicima, kao 

što su sorta grožđa, karakteristike tla, proces proizvodnje vina pa čak i vrsta opreme koja 

se koristi.5  

 

Slika 1. Komina grožđa6 

 

Pokožica grožđa predstavlja glavni sastojak komine, čineći približno 50% ukupne mase 

te je karakterizirana visokim sadržajem vlakana i šećera. Sadržaj vlakana je varijabilan i 

kreće se u rasponu od 51-56% težine u crnom grožđu i 17-28% u bijelom grožđu. U crnom 

grožđu se također nalaze antocijanini i tanini, fenolni spojevi zaslužni za razvoj boje u 

vinu i povećavanje koncentracije postojanih pigmenata za 40%.5 
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Sjemenke grožđa su nusproizvod koji se također nalazi u komini i koji čini čak 2,4 

milijuna tona otpada godišnje u proizvodnji vina.4 Sjemenke grožđa čine dodatnih 25% 

težine komine grožđa i sadrže uglavnom ulje, oko 8-20% težine.5 Sjemenke se također 

sastoje od 11% proteina, 35% vlakana, 3% minerala, 7% vode, 7-20% lipida i 7% fenolnih 

spojeva. Unatoč tome što sjemenke obiluju brojnim vrijednim spojevima, 

najproučavanije komponente i dalje su fenoli i ulje sjemenki grožđa. Ulje sjemenki grožđa 

sastoji se od mononezasićenih i polinezasićenih masnih kiselina (90%), osobito 

linolenske kiseline (58-78%) i oleinske kiseline (3-15%) te manje količine zasićenih 

masnih kiselina od kojih se ističu palmitinska i stearinska masna kiselina. Osim zasićenih 

i nezasićenih masnih kiselina, ulje sjemenki ima i visok sadržaj vitamina E, fenola te 

fitosterola. Od fenolnih spojeva najzastupljeniji su flavonoidi, karotenoidi, fenolne 

kiseline, tanini i stilbeni. Prinos ulja ovisi o čimbenicima okoliša, uvjetima kultivara, sorti 

grožđa, tehnici ekstrakcije i vrsti otapala.7  

Peteljka je kostur grozda i čini oko 25% težine komine grožđa, odnosno 14% krutog 

otpada u procesu vinifikacije.4,5 Peteljke se uglavnom sastoje od lignificiranih tkiva, zbog 

velike količine vlakana kao što su celuloza (30-36%), hemiceluloza (21-25%) i lignin 

(17-40%). Također se smatraju dragocjenim izvorom vrijednih spojeva poput tanina, 

odnosno procijanidina.5 Poznato je da peteljke poboljšavaju aromatičnu složenost i 

svježinu vina, no isto tako mogu biti zaslužne i za zelene note i trpkost. Primjena peteljki 

u procesu proizvodnje vina, kao i njihov utjecaj na aromu vina ovisi o nekoliko 

parametara kao što su sorta grožđa, stanje peteljki, uvjeti berbe, sazrijevanje itd.8  

Vinski talog je ostatak koji se stvara na dnu posude nakon fermentacije, tijekom 

skladištenja, ili kao ostatak dobiven nakon filtracije i/ili centrifugiranja vina. Vinski talog 

se može svrstati u tri skupine ovisno o stupnju vinifikacije: talog prvog i drugog vrenja te 

talog od starenja vina. Talozi prvog i drugog vrenja nastaju tijekom alkoholne, odnosno 

malolaktičke fermentacije, dok talog od starenja vina nastaje odležavanjem vina u 

bačvama. Vinski talog se također može klasificirati ovisno o veličini čestica na teški talog 

(između 100 μm 2 mm, taloži se unutar 24 sata) i lagani talog (<100 μm, između 1 i 24 

nm, u suspenziji najmanje 24 sata nakon miješanja). Glavne karakteristike vinskog taloga 

su kiseli pH (između 3 i 6), kemijska potreba za kisikom iznad 30 000 mg/L, razina kalija 

oko 2500 mg/L i fenolni spojevi u količinama do 1000 mg/L. Ovaj nusproizvod vinarstva 

sastoji se od krute i tekuće frakcije. Čvrstu frakciju čine kombinacija kvasaca, organskih 

kiselina (uglavnom vinske kiseline), netopljivih ugljikohidrata (kao što su celulozni ili 

hemicelulozni materijali), anorganskih soli, lignina, proteina, fenolnih spojeva te pulpe i 
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drugih dijelova grožđa. Tekuća frakcija se uglavnom sastoji od etanola i organskih 

kiselina, kao što su mliječna i octena kiselina. Sastav vinskog taloga ovisi o okolišnim 

uvjetima, regijama podrijetla i njihovim agronomskim karakteristikama, sorti grožđa i 

vremenu odležavanja u drvenim bačvama.9 Iako je vrlo često najmanje iskorišten 

nusproizvod pri proizvodnji vina ponekad se koristi za odležavanje bijelih i/ili crnih vina 

te pjenušavih vina.4,9  

 

1.2. Kemijski sastav i biološki potencijal nusproizvoda vinarstva 
 

Vinogradarska industrija proizvodi velike količine nusproizvoda (komina, sjemenke, 

vinski talog, pokožica, listovi vinove loze) koji su bogat izvor bioaktivnih spojeva. Važno 

je naglasiti da na udio bioaktivnih spojeva u grožđu utječu različiti čimbenici uključujući 

sortu, zrelost, skladištenje nakon berbe, čimbenike okoliša kao što su lokacija, svjetlosni 

uvjeti, temperatura, prehrana, voda, mikroorganizmi i vinogradarska praksa.  

Glavni fenolni spojevi u bobicama grožđa su hidroksicimetne kiseline, stilbeni, flavonoidi 

uključujući antocijane i proantocijanidine. Flavonoid kvercetin i stilben resveratrol 

snažni su antioksidansi za koje je dokazano da imaju brojne pozitivne učinke na ljudsko 

zdravlje, osobito u zaštiti od kardiovaskularnih bolesti. Na snižavanje kolesterola i krvnog 

tlaka pozitivno djeluju i kondenzirani tanini ili proantocijanadini. Grožđe je također 

bogato fitosterolima i masnim kiselinama.10  

 

 

 

 

 

 

Slika 2. Struktura kvercetina11 
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Komina grožđa sadrži visoku razinu polifenola, a znanstveni radovi navode da je njihov 

udio koji zaostaje u komini oko 70%. Glavni fenolni spojevi u komini grožđa klasificiraju 

se u dvije skupine: flavonoidni fenoli (antocijani, flavanoli, flavonoli i tanini) i 

neflavonoidni fenoli (fenolne kiseline). Antocijani su pigmenti koji su lokalizirani 

uglavnom u pokožici crvenog grožđa, dok su flavonoidi lokalizirani u sjemenkama i 

peteljkama. Fenolni spojevi u ekstraktima komine grožđa pokazuju antioksidacijska, 

antikancerogena i antidijabetička svojstva kao i antibakterijsko djelovanje protiv brojnih 

patogenih bakterija. Antioksidacijska aktivnost fenolnih spojeva zasniva se na njihovoj 

sposobnosti hvatanja slobodnih radikala i keliranju metala na koje uglavnom utječe broj 

OH− skupina, kao i njihov položaj u fenolnom prstenu. S druge strane, antimikrobno 

djelovanje se temelji na sposobnosti vezanja izvanstaničnih i topljivih proteina 

omogućujući stvaranje kompleksa bakterijskom staničnom stjenkom. Zbog ovih 

svojstava fenoli iz prirodnih izvora se danas sve češće koriste kao zamjena za sintetske 

aditive, bilo u svrhu produljenja roka trajanja prehrambenih proizvoda ili sprječavanja 

oksidativnih promjena.12 

Pokožica grožđa služi kao zaštita grožđa od fizičkih i klimatskih oštećenja i može se 

podijeliti u tri sloja: vanjski ili kutikula koji se sastoji od zasićenih i nezasićenih 

karboksilnih kiselina; srednji ili epidermis, te unutarnji sloj odnosno potkožno tkivo koje 

sadrži većinu fenolnih spojeva u pokožici. Ispitivanja kemijskog sastava i biološkog 

potencijala pokožica i sjemenki grožđa su brojna i svi znanstveni radovi ukazuju na 

potencijal njihove primjene u prehrambenoj industriji.7 Yu i sur.13 u svom istraživanju 

navode da polifenoli iz pokožice grožđa (crnih i bijelih sorti) sprječavaju oksidaciju lipida 

u prehrambenim proizvodima, te da djeluju antimikrobno prema brojnim vrstama 

patogenih bakterija i bakterija kvarenja, kao što su npr. E. faecalis, S. aureus, E. coli, L. 

monocytogenes, P. aeruginosa, P. fragi, Salmonella enteritidis i Salmonella 

typhimurium. Istraživanje koje su proveli Corrales i sur.14 obuhvaćalo je određivanje 

sadržaja fenola, antioksidacijskog i antimikrobnog djelovanja ekstrakta pokožice bijelog 

grožđa sorte Riesling. Značajnu antioksidacijsku aktivnost ekstrakata autori pripisuju 

visokom sadržaju katehina, epikatehina i procijanidina, dok se antimikrobna aktivnost 

prema Gram-pozitivnim vrstama S. aureus, E. faecalis, L. monocytogenes i Gram-

negativnoj S. typhimurium pripisuje velikoj količini kvercetina i njegovih derivata.  
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Katalinić i sur.15 ispitali su antimikrobnu aktivnost fenolnih ekstrakata pokožice grožđa 

četrnaest različitih sorti prema najčešćim patogenim bakterijama u hrani. Rezultati 

istraživanja ukazuju na vrlo dobro antimikrobno djelovanje ekstrakata, a najbolji učinak 

prema Gram-negativnim bakterijama Campylobacter i Salmonella pokazali su ekstrakti 

pokožica bijelog grožđa sorti Debit, Zlatarica i Kujundžuša.  

Baiano16 je u svom istraživanju analizirala fenolni sastav i antioksidacijsku aktivnost 

sjemenki i pokožice sedam različitih sorti bijelog i crnog grožđa proizvedenog u Italiji. 

Rezultati navode da su sjemenke dale veliki doprinos antioksidacijskoj aktivnosti jer su 

imale veći sadržaj fenola u usporedbi s pokožicama, a kao najdominantniji fenolni spoj 

navodi se proantocijanidin. Nirmala i sur.17 također navode veći sadržaj fenola i 

flavonoida te bolju antioksidacijsku i antimikrobnu aktivnost sjemenki crnog grožđa sorte 

Muškat crni u odnosu na pokožicu istog grožđa. 

Snažno antimikrobno djelovanje ekstrakata sjemenki crnog grožđa prema Gram-

pozitivnim i Gram-negativnim bakterijskim vrstama, a osobito prema E.coli i P. 

aeruginosa ističu Gupta i sur.18 Na dobra antioksidacijska i antimikrobna svojstva 

sjemenki grožđa ukazuju i Krasteva i sur.19 U jednoj od svojih studija istražili su ukupni 

sadržaj fenola te antioksidacijsku i antimikrobnu aktivnost ekstrakata sjemenki četiri 

različite sorte bijelog i crnog grožđa. Najveći udio fenola te najbolja antioksidacijska 

aktivnost zabilježena je kod sjemenki crnog grožđa sorti Pinot Noir i Marselan, a najveći 

antimikrobni učinak prema S. aureus. U izdvojenim ekstraktima sjemenki je utvrđen 

visok sadržaj katehina, epikatehina i procijanidina B1, te se izvodi zaključak o mogućoj 

primjeni navedenih ekstrakata kao antimikrobnih sredstava u prehrambenoj industriji. 

Katalinić i sur.20 osim pokožica grožđa, ispitali su kemijski sastav i biološki potencijal 

ekstrakata lišća vinove loze sakupljenog u različitim vremenskim periodima. Iako je 

poznato da lišće sadrži fenolne spojeve malo je radova koji istražuju antimikrobnu 

aktivnost lišća. Autori posebno izdvajaju ekstrakte lišća sakupljene u kolovozu i rujnu 

koje je imalo najveći udio flavonola i stilbena. Antimikrobna aktivnost ekstrakata lišća 

ispitana je prema Gram-pozitivnim (Stapylococcus aureus, Bacillus cereus) i Gram-

negativnim bakterijama (Campylobacter jejuni, Escherichia coli i Salmonella Infantis) te 

je potvrđena dobra aktivnost prema svim testiram mikroorganizmima, osobito crnih sorti.  
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Antioksidacijsku i antimikrobnu sposobnost ekstrakata lišća crne vinove loze prema 

Gram-pozitivnim bakterijama S. aureus i E. faecalis te prema Gram-negativnim 

bakterijama E. coli i P. aeruginosa ispitali su Ahmad i sur.21 Antimikrobno djelovanje 

određeno je disk difuzijskom metodom, a najbolji rezultati antimikrobne i 

antioksidacijske aktivnosti ostvareni su prema S. aureus (30 mm). 

Lima i sur.22 su u svom radu proučavali antioksidacijsko djelovanje deset različitih sorti 

vinove loze te su došli do zaključka da lišće bijelih sorti vinove loze pokazuje bolji 

antioksidacijski potencijal. Dakle, iako je manje istražen i iskorišten nusproizvod 

vinarstva, lišće vinove loze pokazuje dobru antioksidacijsku aktivnost koja je povezana s 

visokim sadržajem polifenola koji su snažni prirodni antioksidansi. 

Broj znanstvenih studija koji proučavaju kemijski sastav i biološka svojstva vinskog 

taloga je vrlo mal, no sve one koje su dostupne ističu da ovaj nusprodukt vinarstva ima 

visoki udio fenolnih spojeva i vrlo dobar antioksidacijski i antimikrobni potencijal. Jara-

Palacios9 u svom radu navodi flavonole i antocijane kao najzastupljenije spojeve u talogu 

crnog grožđa deset različitih sorti vinove loze iz Španjolske. Nadilo23 i Tadić24 u svojim 

završnim radovima ispitali su kemijski sastav i antioksidacijsku aktivnost vinskih taloga 

bijelog vina sorte Malvasija dubrovačka i crnog vina sorte Plavac mali, sorti grožđa koje 

su ujedno predmet istraživanja ovog rada. Najveći udio fenola bio je u talogu crnog vina, 

a najzastupljeniji fenoli p-hidroksibenzojeva kiselina i kvercetin. Nadilo23 u svom radu 

ističe da je udio p-hidroksibenzojeve kiseline i kvercetina u talogu rosé vina 2,5 do 12 

puta niži u odnosu na talog crnog vina. Najveću antioksidacijsku aktivnost pokazao je 

talog crnog vina FRAP i ORAC metodom, dok je DPPH metodom najveću 

antioksidacijsku aktivnost pokazao talog rosé vina. Tadić24 u svom radu ističe da je talog 

bijelog vina nakon maceracije imao gotovo dvostruko veći udio fenola i dvostruko bolju 

antioksidacijsku aktivnost u odnosu na talog vina uzorkovan nakon provedene 

fermentacije. 
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1.3. Primjena nusproizvoda vinarstva u prehrambenoj industriji 
 

U prethodnom poglavlju izdvojena su istraživanja koja ukazuju na visoku nutritivnu 

vrijednost i veliki potencijal primjene nusproizvoda vinarstva u prehrambenoj industriji. 

Njihova primjena uglavnom je osiguravala sigurnost proizvoda, produženje roka trajanja 

i/ili sprječavanje mikrobnog kvarenja hrane. Osim toga, nusproizvodi imaju dobar okus i 

atraktivnu boju što olakšava njihovu upotrebu u prehrambenim proizvodima. Visoka 

koncentracija fenola, koji se mogu ekstrahirati iz nusproizvoda, odgovorna je za 

antioksidacijsko, antimikrobno, antikancerogeno i protuupalno djelovanje pokožice, 

komine, sjemenki i lišća vinove loze. Zahvaljujući mnogim zdravstvenim prednostima, 

ovi nusproizvodi mogu se smatrati prirodnom alternativom tradicionalnim sintetskim 

dodacima.25  

Katalinić i sur.20 u studiji o ekstraktima lišća vinove loze ističu da visok sadržaj flavan-

3-ola i flavonola, posebice kvercetina i njegovih derivata čine listove vinove loze 

mogućim, jeftinim izvorom biološki aktivnih polifenolnih smjesa. Visok fenolni 

potencijal i značajna antioksidacijska i antimikrobna aktivnost lišća vinove loze, osobito 

lišća bijelog grožđa sorte Pošip i crnog grožđa sorte Merlot sakupljenog nakon 

sazrijevanja grožđa otvaraju mogućnosti njegove primjene u sprječavanju oksidativnog 

propadanja i mikrobnog kvarenja proizvoda. Također, lišće koje ostane na trsu nakon 

berbe grožđa predstavlja zanimljiv nusproizvod za daljnje korištenje, obzirom da branje 

lišća ne ometa sazrijevanje i berbu grožđa.  

Za razliku od lišća, komina se tradicionalno koristila za dobivanje vinskog alkohola, 

prehrambenih boja i ulja od sjemenki grožđa. U posljednje vrijeme, istraživanja su 

usmjerena na proizvodnju drugih proizvoda, kao što su ekstrakti bioaktivnih spojeva, 

uglavnom fenola i vinske kiseline te proizvodnju brašna od komine grožđa. Proizvodi od 

vinske komine se najčešće koriste kao antioksidansi, prirodna bojila te kao antimikrobna 

sredstva. Unatoč navedenim prednostima, primjena nusproizvoda vinifikacije u 

proizvodnji hrane je još uvijek u fazi razvoja. Dostupna literatura navodi nekoliko 

proizvoda u kojima se spomenuti nusproizvodi koriste, kao što su npr. mesne i riblje 

prerađevine ili proizvodi od žitarica, a s ciljem inhibicije oksidacije lipida te poboljšanja 

senzorskih svojstava, kvalitete i sigurnosti navedenih proizvoda.26  
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Obogaćivanje hrane nusproizvodima vinarstva pružit će mogućnost razvoja 

funkcionalnih prehrambenih proizvoda i uvođenje prirodnih funkcionalnih sastojaka 

poput fenola, u hranu koja se konzumira. Do danas je poznata primjena praha vinske 

komine kao zamjene za brašno u cilju poboljšanja bioaktivnog potencijala i fizičkih 

svojstava kruha. Također, tjestenina napravljena s brašnom obogaćenim prahom vinske 

komine zadržala je antocijane i hidroksitirozol te pokazala dobru teksturu nakon kuhanja. 

Vinska komina dodana u mliječne proizvode poboljšava mogućnost skladištenja 

proizvoda, produžuje njihov rok trajanja te smanjuje količinu slobodnih masnih kiselina. 

Također, dodatak vinske komine kao nusproizvoda može biti alternativa proizvodima bez 

glutena za poboljšanje njihovih nutritivnih svojstava.27  
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2. EKSPERIMENTALNI DIO 
 

2.1. Reagensi  

 

Sve kemikalije korištene u ovom radu su od proizvođača Sigma-Aldrich GmbH 

(Steinheim, Njemačka), Fluka (Buchs, Švicarska) ili Kemika (Zagreb, Hrvatska). 

Hranjive mikrobiološke podloge su od proizvođača Biolife (Milano, Italija).  

 

2.2. Uređaji 

 

U eksperimentalnom dijelu rada korišteni su sljedeći uređaji: 

 Uređaj za ultrazvučnu ekstrakciju, Ultrasonic cleaner, Velika Britanija 

 Sušionik, Memmert UF30, Njemačka 

 Analitička vaga, Kern, Model ALS 120-4, Kingston, Velika Britanija 

 Mlinac za kavu, Joy Delimano, Hrvatska 

 Termostatska miješalica mikrotitarskih pločica, Plate Shaker-Termostat PST-60   

HL, Biosan, Riga, Latvija 

 Inkubator, Pol Eko, Smart, Berlin, Njemačka 

 Autoklav, Astell AMA440, Kent, Velika Britanija 

 Vortex, Phoenix Instruments RS-VA 10, Garbsen, Njemačka 

 Denzitometar, DEN-1, Biosan, Riga, Latvija 

 

2.3. Materijal 
 

U eksperimentalnom dijelu ovog rada korištena su dva uzorka vinskog taloga uzorkovana 

tijekom procesa vinifikacije bijelog grožđa sorte Malvasija dubrovačka te dva uzorka 

vinskog taloga uzorkovanog tijekom procesa vinifikacije crnog grožđa sorte Plavac mali 

(tablica 1). Vinifikacija je provedena u podrumu Srednje škole „Braća Radić“ u Kaštel 

Štafiliću 2021. godine. 
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Tablica 1. Oznake uzoraka korištene u eksperimentalnom dijelu rada 

Oznaka 

uzorka 
Vrijeme uzorkovanja 

Uzorak 1 
Talog bijelog vina nastao tijekom 24-satne maceracije masulja prije 

početka fermentacije 

Uzorak 2 
Talog bijelog vina uzorkovan nakon završene hladne fermentacije 

od 20 dana 

Uzorak 3 
Talog crnog vina uzorkovan nakon prvog pretoka; maceracija 6 

dana; alkoholna fermentacija masulja 7 dana; tiho vrenje 2 tjedna 

Uzorak 4  
Talog rosé vina uzorkovan nakon prvog pretoka; fermentacija 7 

dana bez prethodne maceracije; tiho vrenje 2 tjedna 

 

Nakon uzorkovanja, talozi su pohranjeni na -20 °C, potom osušeni do konstantne mase u 

sušioniku pri 60 °C. Osušeni uzorci su homogenizirani i kao takvi korišteni za pripravu 

ekstrakta. Vagano je po 2 g pojedinog uzorka u Falcon epruvete i dodano 10 mL 50%-

tnog etanola. Ekstrakcija je provedena u ultrazvučnoj kupelji tijekom 1 sata pri 60 °C i 

40 kHz. Nakon ekstrakcije uzorci su filtrirani preko naboranog filter papira i dobiveni 

etanolni ekstrakti čuvani su u hladnjaku do trenutka analize.  

 

 

Slika 3. Osušeni i homogenizirani uzorci vinskog taloga 
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2.4. Bakterijske kulture 
 

Za određivanje antimikrobne aktivnosti ekstrakata vinskog taloga korišteni su bakterijski 

sojevi ATCC (eng. American Type Culture Collection): Escherichia coli ATCC 25922, 

Enterococcus faecalis ATCC 29219, Listeria monocytogenes ATCC 7644, 

Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, 

Pseudomonas fragi ATCC 4973. Bakterijske kulture su prenesene s dubokog hranjivog 

agara na hranjivi agar i inkubirane u aerobnim uvjetima pri 37 ºC. Ovako uzgojeni sojevi 

su zatim čuvani u hladnjaku pri +4 ºC. 

 

2.5. Metode određivanja antimikrobne aktivnosti 

 

Antimikrobna aktivnost ekstrakata vinskog taloga napravljena je metodom određivanja 

minimalne inhibitorne koncentracije (MIC)28, metodom određivanja minimalne 

baktericidne koncentracije (MBC) 29 te metodom difuzije u jažicama.29 

Otopine, posuđe i pribor korišteni tijekom izvedbe eksperimentalnog dijela rada bili su  

sterilni kao i uvjeti pri kojima se provodio eksperimentalni rad. 

 

2.5.1. Priprema i kontrola inokuluma  

 

Prije početka eksperimenta svaka od bakterijskih kultura je revitalizirana na hranjivom 

Mueller-Hinton agaru (MHA) i zatim korištena za pripremu inokuluma. Jedna kolonija 

MHA se uzeta je ezom i prenijeta u 3-5 mL Mueller-Hinton bujona (MHB) kako bi se 

pripravile prekonoćne kulture pri 37 ºC, 14 do 16 h. Nakon inkubacije, otpipetirano je 3 

mL kulture u 27 mL MHB-a te je smjesa stavljena na inkubaciju tijekom 1-1,5 h pri 37 

ºC (ovisno o vrsti bakterije), uz konstantno miješanje (110 okretaja po minuti). Gustoća 

bakterija je očitana pomoću denzitometra te je na osnovu umjerenih krivulja od suspenzije 

otpipetiran određeni volumen kulture u novu sterilnu posudicu s MHB i pripravljen 

inokulum s koncentracijom bakterijskih stanica 1×105 CFU/mL (engl. Colony Forming 

Units). Ovako pripravljen inokulum korišten je u daljnjim postupcima testiranja 

antimikrobnog djelovanja ekstrakata.  
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Kao potvrda koncentracije bakterijskih stanica u inokulumu korištena je metoda po 

Kochu, pri čemu je pripravljena serija decimalnih razrjeđenja inoculuma u fosfatnom 

puferu (Phosphate Buffered Saline, PBS). Po 20 μL nakapano je na hranjivu MHA 

podlogu i stavljeno na inkubaciju pri 37 ºC u razdoblju od 24 h. Nakon završene 

inkubacije izbrojane su narasle kolonije na hranjivoj podlozi te je izračunat broj živih 

stanica po mililitru uzorka.30 

CFU / mL = 
௕௥௢௝ ௞௢௟௢௡௜௝௔ ·௙௔௞௧௢௥ ௥௔௭௥௝௘đ௘௡௝௔

௩௢௟௨௠௘௡ ௨௭௢௥௞௔
 

 

 

Slika 4. Kontrola inokuluma 

 

2.5.2. Metoda određivanja minimalne inhibitorne koncentracije (MIC metoda) 

 

MIC metoda provodi se korištenjem MHA, koji je najbolji medij za rutinske testove 

osjetljivosti jer se lako reproducira, ima nizak udio sulfonamida, trimetoprima i 

tetracikličnih inhibitora i daje zadovoljavajući rast većine patogenih bakterija.31 

MIC vrijednost je predstavljena kao najniža koncentracija antimikrobnog uzorka koji 

potpuno inhibira vidljivi rast testiranog mikroorganizma te se izražava u mg suhog 

ekstrakta/L ekstrakta ili mg GAE (ekvivalenata galne kiseline)/L ekstrakta.29,32 
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Za određivanje MIC vrijednosti koristila se metoda mikrodilucije, a mikrotitarska pločica 

s 96 otvora koja se koristila prikazana je na slici 5. Testirani uzorak ekstrakta vinskog 

taloga serijski je razrijeđen duž mikrotitarske pločice tako što je 50 μL uzorka prenijeto 

u sljedeći otvor na pločici, koji je sadržavao 50 μL MHB-a te izmiješano. Volumen od 50 

μL novog razrjeđenja je istim postupkom prenesen u sljedeći otvor na pločici i postupak 

je ponavljan sve do kraja mikrotitarske pločice. Konačni volumen u svakom otvoru nakon 

razrjeđivanja bio je 50 μL. U svrhu kontrole rezultata na svakoj pločici pripravljena je 

slijepa proba (100 μL MHB), pozitivna kontrola (50 μL MHB + 50 μL ekstrakta vinskog 

taloga) i negativna kontrola za svaki uzorak (50 μL MHB + 50 μL ekstrakta vinskog 

taloga). Nakon toga, u sve otvore mikrotitarske pločice, osim u slijepu probu i negativne 

kontrole je dodano 50 μL pripravljenog inokuluma.26 Potom su suspenzije izmiješane na 

tresilici i inkubirane 24 h pri 37 ºC. Nakon 24-satne inkubacije u svaki je otvor 

mikrotitarske pločice dodano po 10 μL indikatora INT (2 mg/mL) te su pločice stavljene 

na inkubaciju pri 37 ºC još 1 h. Rezultati su vizualno očitavani promatranjem promjene 

boje na pločici usporedbom boje pozitivne kontrole, slijepe probe i negativne kontrole s 

obojenjima u otvorima u kojima se nalaze testirani ekstrakti.29,33 

 

 

Slika 5. Mikrotitarske pločice pri određivanju MIC vrijednosti 
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2.5.3. Metoda određivanja minimalne baktericidne koncentracije (MBC metoda) 
 

MBC vrijednost, odnosno minimalna baktericidna koncentracija je najniža koncentracija 

antimikrobnog sredstva potrebna za uništavanje 99,9% inokuluma nakon inkubacije od 

24 h pri standardnim uvjetima. MBC se može odrediti nakon dilucije u bujonu ili u agaru 

i najčešće predstavlja procjenu baktericidne ili fungicidne aktivnosti nekog uzorka.29,34 

Postupak je proveden tako da su uzorci iz mikrotitarske pločice, za koje je utvrđeno da 

predstavljaju MIC vrijednosti, prenijeti na neselektivne agar pločice (MHA) i stavljeni na 

inkubaciju tijekom 24 h. Nakon inkubacije je određen broj preživjelih stanica 

mikroorganizma (CFU/mL) i na taj način je određena MBC vrijednost za svaki pojedini 

mikroorganizam. Primjeri agar pločica nakon inkubacije prikazani su na slici 6. 

 

 

Slika 6. Agar pločice nakon 24-satne inkubacije 
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2.5.4. Metoda difuzije u jažicama 
 

Cilj metode difuzije u jažicama je odrediti inhibiciju rasta bakterija oko izbušenih rupica 

na hranjivoj podlozi u kojima se nalazi određena koncentracija ekstrakta. Međutim, 

bakterijska inhibicija rasta ne znači bakterijsku smrt te stoga ova metoda ne razlikuje 

baktericidno i bakteriostatsko djelovanje. Metoda se izvodi u Petrijevim zdjelicama na 

čvrstoj hranjivoj MHA podlozi. Bakterijske kulture su nakon nanošenja razmazom na 

hranjivu podlogu Petrijeve zdjelice ostavljene 2-3 minute da se osuše i nakon sušenja u 

agaru su izbušene rupice (jažice) promjera 7-8 mm. Potom je u svaku jažicu dodano po 

50 μL ispitivanog ekstrakta, nakon čega su Petrijeve zdjelice stavljene u hladnjak na sat 

vremena kako bi aktivne komponente ekstrakta difundirale u hranjivu podlogu. Nakon 

toga je napravljenainkubacija u trajanju od 20-24 sata pri temperaturi 37 ºC, i izmjerene 

su zone inhibicije bakterijskog rasta oko jažice.29 Zona inhibicije ≥ 12 mm predstavlja 

dobar inhibitorni učinak ekstrakta vinskog taloga.35  

 

 

Slika 7. Inhibicija rasta bakterije S.aureus određena metodom difuzije u jažicama  
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3. REZULTATI I RASPRAVA 
 

3.1. Rezultati određivanja minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) i minimalne 

baktericidne koncentracije (MBC) 

 

Cilj ovog rada bio je odrediti antimikrobnu aktivnost ekstrakata nusproizvoda vinifikacije 

prema patogenim bakterijama i bakterijama kvarenja koje se mogu pronaći u hrani 

korištenjem različitih metoda određivanja antimikrobnog učinka. Osim toga, cilj je 

također bio i donijeti zaključak o mogućnosti primjene nusproizvoda zaostalih nakon 

vinifikacije kao konzervansa u prehrambenoj industriji.  

Dobiveni rezultati antimikrobne aktivnosti ekstrakata nusproizvoda vinifikacije bijelog 

vina sorte Malvasija dubrovačka te crnog i rosé vina sorte Plavac mali prikazani su u 

tablicama 2 i 3 te na slici 8. 

 

Tablica 2. MIC i MBC vrijednosti taloga vina izražene u mg GAE/L za patogene 

bakterije 

Oznaka 

uzorka 

Listeria 

monocytogenes 

Escherichia 

coli 

Enterococcus 

faecalis 

Staphylococcus 

aureus 

MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC 

Uzorak 1 50,9 50,9 50,9 50,9 50,9 50,9 50,9 101,8 

Uzorak 2 131,0 131,0 65,5 65,5 65,5 65,5 131,0 131,0 

Uzorak 3 211,9 423,8 105,9 105,9 211,9 211,9 211,9 211,9 

Uzorak 4  129,4 129,4 129,4 129,4 64,7 64,7 129,4 129,4 
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Tablica 3. MIC i MBC vrijednosti taloga vina izražene u mg GAE/L za bakterije 

kvarenja 

 

Oznaka 

uzorka 

Pseudomonas aeruginosa Pseudomonas fragi 

MIC MBC MIC MBC 

Uzorak 1 25,5 25,5 25,5 25,5 

Uzorak 2 32,7 32,7 65,5 65,5 

Uzorak 3 105,9 105,9 105,9 105,9 

Uzorak 4  32,3 32,3 32,3 32,3 

 

U tablicama 2 i 3 prikazane su MIC i MBC vrijednosti ekstrakata vinskih taloga prema 

najčešćim patogenim bakterijama i bakterijama kvarenja. Budući da MIC vrijednosti 

predstavljaju minimalnu koncentraciju nekog uzorka koja može inhibirati rast i 

razmnožavanje bakterija, bolji učinak su predstavljale niže vrijednosti u usporedbi s višim 

vrijednostima prikazanima u tablicama. Od svih navedenih ekstrakata najniže MIC 

vrijednosti, što ujedno znači i najbolji antimikrobni učinak, pokazao je uzorak bijelog 

vina dobiven maceracijom masulja u razdoblju od 24 h prije početka fermentacije (uzorak 

1) prema bakterijama kvarenja (MIC vrijednost 25,5 mg GAE/L) i patogenim bakterijama 

(50,9 mg GAE/L), dok je najveće MIC vrijednosti pokazao uzorak crnog vina (uzorak 3), 

uzorkovan nakon prvog pretoka, prema patogenim bakterijama (MIC vrijednost 211,9 mg 

GAE/L) i bakterijama kvarenja (105,9 mg GAE/L). Niže vrijednosti MBC, baš poput 

MIC vrijednosti, imao je uzorak 1 prema bakterijama kvarenja (MBC vrijednost 25,5 mg 

GAE/L), dok je najveću vrijednost pokazao uzorak crnog vina prema bakteriji L. 

monocytogenes (MBC vrijednost 423,8 mg GAE/L). U odnosu na talog crnog vina, talog 

rosé vina imao je dva puta slabiju aktivnost prema S. aureus, L. monocytogenes i E. coli, 

odnosno četiri puta slabiju aktivnost prema E. faecalis i bakterijama kvarenja.  

Zanimljivo je da su uzorci taloga dobiveni iz crnih vina pokazali nešto slabiji učinak u 

odnosu na taloge bijelih vina, osobito u odnosu na uzorak 1. Usporedbom aktivnosti 

uzoraka 1 i 2 vidljivo je da uzorak 2, odnosno talog bijelog vina uzorkovan nakon 

završene hladne fermentacije pokazuje dvostruko slabiju aktivnost u odnosu na uzorak 1. 
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Također, može se uočiti i bolji učinak ispitivanih ekstrakata prema bakterijama kvarenja 

u odnosu na testirane patogene bakterije. Svi testirani uzorci imali su isti ili bolji učinak 

prema Gram-negativnoj vrsti bakterije E. coli u odnosu na ostale Gram-pozitivne vrste.   

Obzirom na jednostavniju građu stanične membrane očekivano je da će ispitivani uzorci 

bolje djelovati prema Gram-pozitivnim bakterijama. Tome u prilog ide i istraživanje koje 

su proveli Durante i sur.36 Autori su ispitivali antibakterijsko djelovanje ekstrakta 

vinskog taloga bijelog i crnog grožđa dviju različitih sorti grožđa iz Portugala na Gram-

pozitivne i Gram-negativne bakterije te su ustanovili da ekstrakti taloga crnog vina imaju 

bolji učinak prema Gram-pozitivnim bakterijama, a najniža MIC vrijednost je dobivena 

prema S. aureus. MIC vrijednosti im se kreću u rasponu od 2,5 za S. aureus do 10 mg/mL 

za P. aeruginosa kod crnih vina te >10 mg/mL kod bijelih vina. Zanimljivo je da su 

ekstrakti taloga crnog i bijelog vina inhibirali rast svih testiranih bakterija: E. coli, L. 

monocytogenes, P. aeruginosa i E. faecalis. 

Međutim, u našem slučaju dodatna vanjska membrana koju posjeduju Gram-negativne 

bakterije nije utjecala na lošiji rezultat. Može se pretpostaviti da kemijski sastav i 

prisutnost pojedinih fenola doprinosi boljem učinku ekstrakata prema Gram-negativnim 

vrstama bakterija. Ovoj pretpostavci ide u prilog i istraživanje Gupta i sur.18 koji ističu 

da pokožica i sjemenke grožđa snažno djeluju na Gram-negativne bakterije zbog 

prisutnosti resveratrola koji potiče oksidativno oštećenje bakterijske membrane bez 

utjecaja na stanice domaćina, a svi ekstrakti testirani u ovom radu sadržavali su 

resveratrol, što je potvrđeno u završnim radovima Nadilo i Tadić23,24.  

 

3.2. Rezultati određivanja antimikrobne aktivnosti metodom difuzije u jažicama 
 

Rezultati metode difuzije u jažicama prikazani su na slici 8. Grafički su prikazani samo 

rezultati djelovanja uzorka 1 i 3 prema bakterijama P. aeruginosa i S. aureus, obzirom da 

ostali uzorci nisu pokazali djelovanje prema testiranim bakterijskim vrstama.  
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Slika 8. Prikaz zona inhibicije (mm) prema bakterijama P. aeruginosa i S. aureus 

 

Može se uočiti kako je uzorak 1 pokazao najbolju aktivnost prema bakteriji kvarenja P. 

aeruginosa (zona inhibicije 12,33) i S. aureus (zona inhibicije 10,67), a uzorak 3 ili talog 

crnog vina prema S. aureus (zona inhibicije 11,33). Ostali uzorci nisu pokazali inhibitorni 

učinak niti prema testiranim patogenim bakterijama niti prema bakterijama kvarenja, no 

kako nema dostupnih literaturnih podataka o djelovanju taloga bijelog i crnog vina na 

navedene bakterije ne možemo zaključiti je li rezultat bio očekivan. 
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4. ZAKLJUČCI 
 

Na osnovu provedenog istraživanja i dobivenih rezultata može se zaključiti sljedeće: 

 Analizirani ekstrakti su pokazali dobru antimikrobnu aktivnost određenu MIC i MBC 

metodama osobito prema Gram-negativnim bakterijskim vrstama. 

 Od analiziranih ekstrakata najniže MIC i MBC vrijednosti pokazao je talog bijelog vina 

uzorkovan tijekom 24-satne maceracije masulja prije početka fermentacije i to prema P. 

aeruginosa i P. fragi. 

 Od crnih vina najniže MIC i MBC vrijednosti pokazao je talog rosé vina također prema 

bakterijama kvarenja (P. aeruginosa i P. fragi). 

 Metodom difuzije u jažicama najbolji inhibitorni učinak pokazao je talog bijelog vina 

dobiven tijekom 24-satne maceracije masulja prije početka fermentacije prema Gram-

negativnoj bakteriji P. aeruginosa, a talog crnog vina je pokazao najbolji učinak prema 

Gram-pozitivnoj bakteriji S. aureus. 

 Zbog dobre antimikrobne aktivnosti vinski talog bijelog i crnog vina ima veliki potencijal 

primjene kao konzervans u prehrambenoj industriji, no potrebna su dodatna istraživanja. 
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