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Hemijski profil i antioksidativna aktivnost crvenih vina klonova
autohtone i internacionalnih sorti vinove loze

SAZETAK

Ova doktorska disertacija fokusirana je na hemijsku i biolosku karakterizaciju odabranih
uzoraka crvenih vina. Akcenat je stavljen na hemijsku karakterizaciju klonskih sortnih vina vranac i
merlo, kao i1 na procenu antioksidativne aktivnosti vina sorte merlo u ¢elijama kvasca. Pored
uobicajenih spektrofotometrijskih metoda, primenjene su elektrohemijske metode (cikli¢na
voltametrija i klasi¢na polarografija), kao i EPR spektroskopija. Tecnom hromatografijom sa
ultraljubicastim detektorom sa nizom dioda (PDA) i masenim detektorom sa tri analizatora —
trostruki kvadrupol (QQQ) odreden je fenolni profil analiziranih uzoraka vina. Njihov elementalni
profil je okarakterisan pomoc¢u induktivno spregnute plazme kuplovane sa optiCkom emsionom
spektroskopijom (ICP-OES) ili masenom spektrometrijom (ICP-MS). Antiradikalske aktivnosti
ispitane su i na fizioloski relevantnim slobodnim radikalima (hidroksil i superoksid anjon). Osim
toga, utvrdena je i ukupna antioksidativnost, kao i druge bioloske aktivnosti (citotoksi¢na i
antibakterijska aktivnost) odgovarajuc¢ih uzoraka vina. Eksperiment na bazi vinskog kvasca je
obuhvatio odredivanje koncentracije proteina, ukupnih grupa —SH, kao i enzimskih aktivnosti
(glutation peroksidaza, glutation reduktaza i katalaza). Eksperimentalno dobijeni podaci za klonska
sortna vina merlo ukazuju na poseban doprinos glutation peroksidaze prezivljavanju ¢elija kvasca u
uslovima oksidativnog stresa. Kona¢no, primenom vestacke neuronske mreze (ANN) razvijena je
brza i precizna metoda za predvidanje uticaja malih promena u vinskom fenolnom profilu na
aktivnosti istaknutih enzima antioksidativne zastite. Svi protokoli u okviru ove disertacije mogu se
primeniti kako na crvena, tako i na bela i roze vina.

Kljuéne redi: crvena vina, sorte vranac i merlo, klonska selekcija grozda, hemijska karakterizacija
crvenih vina, bioloska aktivnost crvenih vina, savremena statistika

Naucna oblast: Hemija

UZa nau¢na oblast: Hemija prirodnih proizvoda, Biohemija hrane



Chemical profile and antioxidative activity of red wines obtained from
autochthonous and international grape clone varieties

ABSTRACT

This doctoral dissertation focuses on the chemical and biological characterisation of selected
red wine samples. Emphasis is placed on the chemical characterisation of clonal wines of Vranac
and Merlot varieties, as well as on the evaluation of the antioxidant activity of Merlot wines in yeast
cells. In addition to the usual spectrophotometric methods, electrochemical methods (cyclic
voltammetry and classical polarography) as well as EPR spectroscopy were also applied. Phenolic
profile of the analysed wine samples was determined using liquid chromatography with a multi-
diode (PDA) ultraviolet detector and a triple quadrupole (QQQ) mass detector. The elemental
profile is characterised by inductively coupled plasma coupled with optical emission spectroscopy
(ICP-OES) or mass spectrometry (ICP-MS). Antiradical activities were also screened for
physiologically relevant free radicals (hydroxyl and superoxide anion). In addition, total antioxidant
activity as well as other biological activities (cytotoxic and antibacterial activity) of the respective
wine samples were determined. The wine yeast experiment involved determining the concentration
of proteins, total groups —SH, as well as enzymatic activities (glutathione peroxidase, glutathione
reductase and catalase). The experimentally obtained data for clonal Merlot wine varieties indicate a
particular contribution of glutathione peroxidase to the survival of yeast cells under oxidative stress
conditions. Finally, using an artificial neural network (ANN), a rapid and accurate method was
developed to predict the effect of small changes in the wine phenolic profile on the activities of
prominent antioxidant enzymes. All protocols within this dissertation can be applied on white and
rose wines as well.

Key words: red wines, Vranac and Merlot varieties, clonal grape selection, chemical
characterisation of red wines, biological activity of red wines, modern statistics

Scientific Field: Chemistry

Scientific Subfield: Natural products chemistry, Food biochemistry



Spisak skracenica

ABTS (engl. 2,2"-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) 2,2'-azinobis(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina)

ANN (engl. Artificial Neural Network)

A375 ¢elijska linija melanoma

ANOVA  (engl. Analysis of variance) analiza varijanse

ACI antioksidativni kompozitni indeks

BCA (engl. Bicinchoninic acid) bicinhonini¢na kiselina

BDMLo (engl. Benchmark Dose Lower confidence limit)) donja grani¢na benchmark referentna
doza

CA (engl. caffeic acid) kafena kiselina

C (engl. catechin) katehin

cP cis-piceid

cR cis-resveratrol

CS kaberne sovinjon

CE (engl. caffeic acid) kafeinska kiselina

Cat (engl. catalase) katalaza

DPPH (engl. 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

DNK dezoksiribonukleinska kiselina

DTNB 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzoeva kiselina)

EA (engl. ellagic acid) elaginska kiselina

EC (engl. epicatechin) epikatehin

EPR (engl. Electron Paramagnetic Resonance) elektronska paramagnetna rezonancija

ESI (engl. electrospray ionization) elektronsprej jonizacija

EDTA (engl. ethylenediaminetetraacetic acid) etilen diamin tetra acetat

FC (engl. Folin—Ciocalteu) Folinov reagens

FRAP (engl. Ferric Reducing Anti-oxidant Power) Fe*" redukujuca aktivnost

GPx (engl. glutathione peroxidase) glutation peroksidaza

GR glutation reduktaza

GA (engl. gallic acid) galna kiselina

GSH redukovani oblik glutationa

GSSG oksidovani oblik glutationa

GAE (engl. gallic acid equivalents) ekvivalenti galne kiseline

HBA (engl. 4-hydroxy benzoic acid) 4-hidroksibenzoeva kiselina

HPMC (engl. HydroxoPeroxoMercury(ll) complex) hidroksiperoksoziva (II) kompleks

HelLa ¢elijska linija kancera cerviksa

HCT116  C¢elijska linija kancera creva

ICP-OES  (engl. inductively coupled plasma optical emission spectrometry) opticki emisioni
spektometar sa indukovano spregnutom plazmom

ICP-MS (engl. inductively coupled plasma mass spectrometry) maseni spektometar sa
indukovano spregnutom plazmom

K kempferol
TPC (engl. total phenolic content) sadrzaj ukupnih fenola
KZE kapljiéna zivina elektroda

LC-MS/MS (engl. liquid chromatography—tandem mass spectrometry) te¢na hromatografija sa
tandemnom masenom spektrometrijom

My (engl. myricetin) miricetin

Me merlo

MIC (engl. Minimum Inhibitory Concentration)

MRM (engl. Multiple Reaction Monitoring) mod za praéenje visestruke fragmentacije
MBE (engl.Mean Bias Error) srednja greska pristrasnosti

MPE (engl. Mean Percentage Error) prose¢na procentualna greska



NF-kB
NADH
NBT
NADPH

olv
PA
PDA
PMS
PANC-1
PCA
pKA
p53
PTWI
Qe
ROS
RTE
RMSE
RSC
SA

Sa
SOD
STAT3

SDS
SR
SRB
tR

tP
T-SH
TPTZ
TCA
TDI
TWI
VA
Va
VCR
Vr
ZKE

(engl. nuclear factor kf5) jedarni faktor k3

redukovani oblik nikotinamid adenin dinukleotida
(engl. nitroblue tetrazolium)
(engl. reduced nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) redukovani oblik
nikotinamid adenin dinukleotid fosfata

(engl. The International Organisation of Vine and Wine)

(engl. protocatechuic acid) protokatehuinska kiselina
(engl. photodiode array) fotodiodni

(engl. phenazine methosulphate) fenazin metosulfat

¢elijska linija kancera pankreasa

(engl. Principal Component Analysis) analiza glavnih komponenti

(engl. p-coumaric acid) p-kumarinska kiselina

(engl. cellular tumor antigen) helijski tumorski antigen p53

(engl. Provisional Tolerable Weekly intake) privremeni preporuceni nedeljni unos
(engl. quercetin) kvercetin

(eng. Reactive Oxygen Species) reaktivne kiseoni¢ne vrste

(engl. rutin equivalent) ekvivalent rutina

(engl. Root Mean Square Error) kored srednje greske kvadrata

(engl. Radical Scavenging Capacity) kapacitet u neutralisanju slobodnih radikala
(engl. syringic acid) siringinska kiselina

siringaldehid

superoksid dizmutaza

(engl. signal transducer and activator of transcription 3) signalni prenosilac i aktivator
transkripcije 3

(engl. sodium dodecyl sulfate) natrijum dodecil sulfat

(engl. survival rate) stepen prezivljavanja

(engl. sulforhodamine B) sulforodamin B

trans resveratrol

trans piceid

(engl. total —SH groups) ukupne —SH grupe

(engl. 2,4,6-tripyridyl-s-triazine) 2,4,6-tripiridil-s-triazin

(engl. trichloroacetic acid) trihlorsiréetna kiselina

(engl. Tolerable Daily Intake) preporuéeni dnevni unos

(engl. Tolerable Weekly Intake) preporuceni nedeljni unos

(engl. vanillic acid) vanilinska kiselina

vanilin

(ital. Vivai Cooperativi Rauscedo)

vranac
zasi¢ena kalomelova elektroda
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| UVOD

Ova doktorska disertacija uradena je na Odeljenju za instrumentalnu analizu (CIA)
Hemijskog fakulteta i Centra za hemiju Instituta za hemiju, metalurgiju i tehnologiju (IHTM)
Univerziteta u Beogradu, Laboratoriji za molekularnu biologiju i endokrinologiju (Lab. 090)
Instituta za nuklearne nauke "Vinca", Katedri za analiticku hemiju Hemijskog fakulteta, kao i na
Odseku za nauku o zivim sistema Instituta za multidisciplinarna istrazivanja (IMSI) Univerziteta u
Beogradu. Predmet njenog istraZzivanja jeste hemijska i bioloSka karakterizacija odabranih uzoraka
crvenih vina. Pored komercijalno dostupnih (sorte vranac, merlo i kaberne sovinjon), ispitivana su i
vina dobijena od specifi¢nih introdukovanih (merlo) i autohtonih (vranac) klonova vinove loze,
selekcionisanih na podru¢ju Cemovskog polja (Republika Crna Gora).

U poglavlju OPSTI DEO date su opite informacije o crvenim vinima, kao i o sortama i
klonovima sorti vinove loze, ¢ija su vina bila predmet ove disertacije. Potom su ukratko opisana
najzastupljenija flavonoidna i neflavonoidna jedinjenja, kao i makro- i mikroelementi tipi¢ni za
data vina. Sem toga, uveden je i pojam oksidativnog stresa, kao i sistem antioksidativne odbrane u
¢elijama vinskog kvasca. Pri kraju ovog poglavlja sazeto su istaknute i druge bioloske aktivnosti
(konkretno, citotoksi¢na i antibakterijska) crvenih vina.

U poglavlju EKSPERIMENTALNI DEO predstavljene su informacije o kori§¢enim
instrumentima, kao i sami eksperimentalni protokoli.

U poglavlju REZULTATI | DISKUSIJA detaljno su prikazani i prodiskutovani
eksperimentalno dobijeni podaci, statisticki adekvatno obradeni.



11 OPSTI DEO

2.1. Crveno vino

Crveno vino je alkoholno picée koje se dobija fermentacijom Sire (grozdanog soka). Od belog
vina razlikuje ga sama procedura dobijanja; proces dobijanja crvenog vina ukljuuje maceraciju,
dok kod proizvodnje belog vina toga nema [1]. Vino je prirodni proizvod kompleksnog sastava na
koji utice veliki broj faktora. Pored kvaliteta sorte i stepena zrelosti grozda, na finalni kvalitet vina u
velikoj meri uticu i klimatski i drugi agroekoloski uslovi sredine, kao i sam postupak vinifikacije,
uslovi skladistenja i zrenja vina [2,3]. Blagotvorno dejstvo vina kao alkoholnog pi¢a sa pozitivnim
delovanjem na zdravlje ljudi, pripisuje se njegovim mikronutrijentima. Proteklih decenija ulozeni su
napori da se izoluju i identifikuju ta bioaktivna jedinjenja, kao i da se pretpostavi mehanizam
njihovog delovanja [4]. Medu mikronutrijentima vina, fenolna jedinjenja, mikro- i makroelementi
zauzimaju veoma vazno mesto.

Vitis vinifera L. je evropska vrsta vinove loze koja raste u umerenoj klimatskoj zoni.
Klimatski uslovi u Cemovskom polju (Crna Gora, odakle su uzorci obradeni u ovoj tezi), gde
preovladava izmenjena mediteranska klima, upravo pogoduju razvoju sorti vinove loze koje
pripadaju vrsti Vitis vinifera L. Suva i topla klima ove regije pozitivno deluje, izmedu ostalog, i na
elementalni sadrzaj i koncentraciju fenolnih jedinjenja u grozdu tokom ciklusa njegovog rasta.
Crnogorski vinogradarski reon, smesten je na najjuznijem delu Jadranske obale. Samim tim u
Cemovskom polju se oseéa izraziti uticaj jadranske klime [5]. Nadmorska visina platoa na kom lezi
vinograd je izmedu 45 i 70 metara. Plato je oivic¢en kre¢njackim brdima, tako da ¢ini krasku kotlinu
sa izrazito toplim i suvim letom i blagom zimom [5]. Veliki broj suncanih sati i mala koli¢ina
padavina ¢ine jo$ jednu pogodnost ovog vinogradskog regiona. Zahvaljujuci takvim uslovima mogu
se uspesno gajiti sorte vinove loze svih epoha sazrevanja i namene kori$éenja. Na Cemovskom
polju nalazi se vinograd na povrsini od 2310 ha, koji je u vlasni$tvu kompanije ,,13. jul Plantaze”
a.d. Podgorica (Slika 1). U okviru vinograda dominiraju vinske sorte od ¢ijeg grozda se proizvode
bela i crvena vina najboljeg kvaliteta.

Slika 1. Vinogradi kompanije ,,13. jul Plantaze” a.d. Podgorica

Vranac je najznadajnija sorta vinove loze za proizvodnju crvenog vina u Crnoj Gori. Cak
dve treé¢ine vinograda u Cemovskom polju zauzima upravo ova sorta. Vino sorte vranac postalo je
najbolji proizvod kompanije ,,13. jul Plantaze” a.d. Podgorica, kao i nacionalni brend [6]. Grupa
eksperata milanskog dnevnog magazina ,,Il mondo”, svrstalo je 1991. godine ovo vino medu 100
najboljih crvenih vina u Evropi [6].



2.2. Sorte vinove loze i klonovi sorti

Vranac je drevna crnogorska sorta vinove loze [7]. Cokot sorte vranac je
bujan, cvet hermafroditan, bobica je srednje velika do velika, duguljasta,
pokozica tanka, plave boje sa obilnim pepeljkom. Grozd mu je cilindri¢an,
srednje zbijen, mase 160 do 250 grama (Slika 2) [8]. Prinosna je sorta.
Berba grozda ove sorte obi¢no se obavlja u poslednjoj nedelji avgusta ili
prvoj nedelji septembra.
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Slika 2. Grozd vinove loze

sorte vranac

Vino proizvedeno od grozda sorte vranac sadrzi 11 do 14% alkohola i od 5-6 g/L kiselina
[8]. To je vino specificnog sortnog mirisa i ukusa. Prepoznatljivo je i po intenzivnoj tamnoj boji.
Zbog svog kvaliteta idealno je za kupazu sa vinima drugih sorti. Vino sorte vranac (crnogorski
vranac) je intenzivno rubin boje, sa nijansama ljubicaste i predstavlja mo¢no vino juga. Po mirisu i
ukusu podseca na zrele viSnje, tamno Sumsko voce 1 suve Sljive sa slatkim za¢inskim tonovima.

Pored vranca na Cemovskom polju uspesno se gaje i postizu odli¢an kvalitet grozda i vina i
introdukovane sorte kaberne sovinjon i merlo. Ove dve sorte su ¢uvene i prepoznatljive svuda u
svetu i predstavljaju deo svetske vinske bastine [9]. Njihova proizvodnja pocinje pre vise od hiljadu
godina. O popularnosti ovih sorti svedo¢i i Cinjenica da u vinogradima Bordoa, poznatog
vinarijskog grada na jugozapadu Francuske, odakle i poti¢u, merlo sorta zauzima 62%, a kaberne
sovinjon 25% ukupne povrSine plantaza vinove loze [9]. Grozdovi merlo sorte su rastresiti sa
velikim bobicama tamno plave boje. U odnosu na sortu kaberne sovinjon, nesto je svetlije, sa
tanjom pokozicom i manjim sadrzajem tanina. Grozde ove sorte sazreva i do dve nedelje ranije od
sorte kaberne sovinjon, pa se data sorta moze gajiti i u nesto hladnijim predelima. Jo$ jedna razlika
u odnosu na sortu kaberne sovinjon je ta Sto grozde sorte merlo ima veci sadrzaj Secera. Vino
dobijeno od merlo sorte je meko, barSunasto, sa aromom $§ljive. Ono je prirodno slatko, intenzivnije
obojeno i brze sazreva u odnosu na sortu kaberne sovinjon. Vino sorte kaberne sovinjon, medutim,
snaznijeg je karaktera, sa ve¢om koncentracijom tanina, koji vinu daju opor ukus, pa samim tim ima
veci potencijal u starenju.

Vrhunsko suvo vino Crnogorski kaberne dobija se od sorte kaberne
sovinjon (Slika 3), uz mali procenat vranca kao pratece sorte, poreklom sa
Cemovskog polja. Ovo vino poseduje raskosnu snagu kabernea i
autenti¢nost vranca, kao i samog teroara. Tamno crvene je boje, sa
aromama koje podsecaju na ljubiCice, kupine i borovnice, sa diskretnim
tonovima bibera. Bogatog je i harmoni¢nog ukusa.

Slika 3. Grozd vinove loze
sorte kaberne sovinjon



Crnogorski merlo je puno vino dobijeno od francuske sorte merlo (Slika 4),
koja je u podgorickom vinogorju, na Cemovskom polju, satuvala svoje
najbolje karakteristike. Ovo vino je rubin crvene boje, sa zadinskim i
vocénim nota $ljive i crne ribizle i Sa mirisom ruze u tragovima.

Slika 4. Grozd vinove loze
sorte merlo

Za povectanje proizvodnje grozda i poboljSanje agrobioloskih i privredno-tehnoloskih
osobina jedne sorte vinove loze, u svetu se koristi metoda individualne selekcije, odnosno klonske
selekcije. Danas se savremeni vinogradi podizu sa klonskim materijalom sorte.

Klonska selekcija odnosi se na seriju procedura dizajniranih radi izolacije i dobijanja sorti
vinove loze sa zeljenim osobinama. Svrha klonske selekcije vinove loze ogleda se u dobijanju
zdravih klonova vinove loze, sa sortnom autenti¢nos$¢u i poboljsanim karakteristikama [10].
Selekcionisanje i propagiranje superiornih vrsta vinove loze u Sirokoj je primeni decenijama Sirom
sveta. Izvodene su razliCite studije u cilju identifikacije retkih sorti, unutar sortnih genetskih
razli¢itosti kao i vinovih loza otpornih na viruse i oboljenja, kao i na niske temperature [11-13].
Poboljsanje je ograni¢eno na genetske varijacije koje ve¢ postoje ili ¢e biti generisane u okviru
sortne populacije. Te varijacije primarno se odnose na mutacije koje se akumuliraju i vegetativno
umnozavaju. Najociglednije mutacije su one koje uti¢u na pigmentisanost grozda ili morfologiju
vinove loze. Ipak, ve¢ina mutacija ima suptilnije efekte, npr. na nivou enzima. To moZe uticati na
osobine od aromati¢nog karaktera do klimatske osetljivosti vrste [1]. Vecina mutacija proizilazi iz
slu¢ajnih promena u nukleotidnoj sekvenci gena. Svaki mutirani ¢okot iste sorte vinove loze moze
se smatrati razli¢itim klonom te predstavlja cokot sa drugacijim fenotipom.

Klonska selekcija trebalo bi da obezbedi najveéi moguci broj klonova sa razliCitim
osobinama, pri ¢emu je vrlo poZeljno da se klonovi medusobno genetski razlikuju u cilju
sprecavanja redukovanja prirodne genetske razli¢itosti jedne vrste, kao i u cilju dobijanja dovoljne
baze za obrazovanje poliklonskih vinograda [14]. Ova tema jo§$ je vaznija za autohtone sorte koje se
gaje na ograni¢enim teritorijama obzirom da je tesko naci klonove iz drugih regiona. Individualna
klonska selekcija veoma je vazna metoda koja se koristi u cilju poboljSanja agrobioloskih i
privredno-tehnoloskih osobina jedne sorte vinove loze.

Vranac je autohtona sorta Crne Gore, veoma vazna za vinogradarstvo i vinarijsku industriju,
kao 1 za ekonomiju Crne Gore uopste. To je bio povod da kompanija ,,13. jul Plantaze” a.d.
Podgorica radi istrazivanja tj. klonsku selekciju na danas najpoznatijoj i najviSe gajenoj sorti vinove
loze u Crnoj Gori. Cilj istrazivanja bio je da se izdvoje ¢okoti koji se isticu visokim prinosom,
kvalitetom grozda i vina, dobrim habitusom koji su vizuelno zdravi i nezarazeni virusima.

U toku desetogodisnjeg rada na klonskoj selekciji autohtone sorte vranac (2004 - 2014)
odradena je genetiCka identifikacija, sanitarna kontrola na prisustvo virusa, umnozavanje cokota
koji su prosli sanitarnu kontrolu i njihova sadnja. Odraden je njihov ampelografski opis i pracena su
njihova agrobioloska i privredno-tehnoloska svojstva u poredjenju sa populacijom sorte. Na osnovu
dobijenih rezultata selekcionisano je, i 2014. godine priznato, 7 klonova sorte vranac (vranac klon
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1, vranac klon 2, vranac klon 3, vranac klon 4, vranac klon 5, vranac klon 6 i vranac klon 7).
Klonovi vranca su 2017. godine priznati i zasti¢eni kao patenti (objavljeno u Crnogorskom glasniku
intelektualne svojine broj 24/2017). Dati klonovi su kvalitetom grozda i vina, ukljucujuci i senzorne
i enoloske karakteristike, nadmasili kvalitet grozda i vina populacije sorte vranac [15]. U ovoj
studiji ispitivan je kvalitet vina tri selekcionisana klona sorte vranac (vranac klon 1, vranac klon 2 i
vranac klon 3).

Klon 1 vranac (ClI) (Slika 5) odlikuje se ve¢im koeficijentom rodnosti okaca,
vecom prosecnom masom grozda, veéim sadrzajem Secera, ukupnih
polifenola u S§iri, veéim sadrzajem ukupnog ekstrakta u vinu i1 vecom
organoleptickom ocenom Vvina u odnosu na populaciju sorte.

Slika 5. Grozd vinove loze
sorte vranac (klon 1)

—~

Klon 2 vranac (CII) (Slika 6) se karakterise znac¢ajno ve¢im koeficijentom
rodnosti okaca, ve¢om masom grozda i ve¢im prinosom po cokotu u
odnosu na populaciju sorte vranac. On takode sadrzi i vise ukupnih
polifenola i ukupnih antocijana u Siri i vinu, a poseduje i vecu
organolepti¢ku ocenu vina od vina populacije sorte vranac.

L\E.

Slika 6. Grozd vinove loze
sorte vranac (klon 2)

Klon 3 vranac (CIII) (Slika 7) ima visok koeficijent rodnosti okaca, vecu
masu grozda i visok prinos. Ovaj klon vranca ima najveéi sadrzaj vinske
kiseline od svih ispitivanih klonova i populacije sorte, veé¢i sadrzaj
polifenola u $iri, ve¢i sadrzaj ukupnih kiselina i polifenola u vinu, kao i
vecu organolepti¢ku ocenu vina u odnosu na populaciju sorte.

Slika 7. Grozd vinove loze
sorte vranac (klon 3)

Klonovi sorte merlo (VCR 11 VCR 101) selekcionisani su od Vivai Cooperativi Rauscedo
(VCR) ltalija, najveceg i najcenjenijeg rasadnika vinove loze u Italiji (provincija Udin, region
Friuli, severno od Venecije), a introdukovani od strane kompanije ,,13. jul Plantaze” a.d. Podgorica.
Klonska selekcija primarno je uradena na osnovu sanitarnog testa na najopasnije i Siroko
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rasprostranjene virusne organizme koji napadaju vinograde, a takode i na genetskom nivou, Uz
identifikaciju biotipova koji zadovoljavaju kvantitativne i kvalitativne potrebe moderne
vinogradarske prakse [16]. Nakon introdukcije klonova sorte merlo i sadnje na Cemovskom polju
ispitivan je kvalitet grozda i vina koje klonovi sorte merlo (VCR 1 i VCR 101) mogu dati u
agroekologkim uslovima Cemovskog polja.

Klon VCR1 sorte merlo karakteriSe grozd manje veli¢ine od proseka,
piramidalnog oblika, polukompaktan, raSiren, manje tezine od prosecne
& - (Slika 8). Bobice su okrugle, tamno plave boje, srednje veli¢ine sa srednje
3 : debelom pokozicom i prosecnom ¢vrstinom. Vino dobijeno od klona VCRL1 je

® ’.%’k % intenzivno crvene boje, voéne arome bez travnatog ukusa. Dobre je strukture,

.+ saumerenim prisustvom tanina [17].
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Slika 8. Grozd klona VCR1
vinove loze sorte merlo [17]

Klon VCR101 sorte merlo karakteriSe grozd male veli¢ine, otvoren, manje
tezine od prose¢ne (Slika 9). Bobice su sitnije, okrugle, tamno plave boje sa
srednje debelom pokozicom. Vino dobijeno od klona VCR101 sorte merlo
duboko je rubin crvene boje, delikatne arome ljubicica, punog vo¢nog ukusa
sa blagom os$trinom. To je intenzivno vino, sa umerenim sadrzajem tanina,
predvideno za dugo starenje [17].

Slika 9. Grozd klona VCR101
vinove loze sorte merlo [17]

Od klonova sorte vinove loze vranac, procesom mikrovinifikacije u kompaniji ,,13. jul
Plantaze” a.d. Podgorica, dobijeni su uzorci crvenih vina od kojih su ispitivana vina tri klona sorte
vranac (klon 1 vranac, klon 2 vranac i klon 3 vranac) u trogodisnjem periodu. U ovoj studiji
ispitivan je i kvalitet vina dobijenih od italijanskih klonova sorte merlo VCR1 i VCR101 vinove
loze tokom dvogodiSnjeg perioda.

2.3. Fenolna jedinjenja u crvenom vinu

Fenolna jedinjenja ¢ine heterogenu grupu sekundarnih metabolita biljaka i predstavljaju
jednu od najvaznijih klasa bioaktivnih jedinjenja uopste. Ova jedinjenja vode poreklo od jedne od
glavnih klasa sekundarnih metabolita u biljkama - amino kiselina, a nastaju u pentozo-fosfatnom i
fenilpropanoidnom putu, kao i u ciklusu Sikiminske kiseline (Slika 10).
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Slika 10. Ciklus Sikiminske kiseline (biosintetski put felilpropanoida) [18]

Do danas u vinu je identifikovano vise od 500 jedinjenja medu kojima su najznacajniji voda,
alkohol (etanol) i fenolna jedinjenja. Fenolna jedinjenja se stvaraju u semenu i pokozici grozda,
odakle se ekstrahuju tokom procesa fermentacije prelazeéi u vino. Priblizno 50% ukupnih fenolnih
jedinjenja u crnom grozdu nalazi se u njegovoj pokozici, a 46-69% u semenu. Kona¢no, oko 6%
fenolnih jedinjenja zastupljeno je u pulpi i soku grozda [19]. Znacajan sadrzaj ovih jedinjenja

7



(fenolnih kiselina, flavonola i flavanola) moze se naci u stabljici grozda. Takode, u vinu se mogu
naci i fenolna jedinjenja koja potic¢u od kvasca koji se koristi u postupku vinifikacije, kao i fenolna
jedinjenja poreklom od hrastovog drveta (usled procesa starenja u hrastovim buradima). Finalni
sastav i sadrzaj ovih jedinjenja u vinu zavisi od njihovog sadrzaja u grozdu, parametara vezanih za
nacin ekstrakcije, na¢in vinifikacije, kao i od samih hemijskih reakcija koje se deSavaju tokom
starenja vina.

Hemijsku strukturu fenolnih jedinjena karakterise benzenov prsten sa jednom ili vise
hidroksilnih grupa. Fenolna jedinjenja prisutna u grozdu i vinu mogu Se svrstati u dve primarne
grupe: flavonoide i neflavonoide, pri ¢emu je flavonoidna grupacija u crvenom vinu zastupljenija
¢ine¢i oko 85% ukupnih fenola [19]. Grupa flavonoidnih jedinjenja obuhvata flavonole (kvercetin,
miricetin i kempferol), flavan-3-ole (katehin i epikatehin), polimere flavan-3-ola (procijanidine),
kao i antocijanine, pigmente odgovorne za boju crvenih vina. Nasuprot tome, grupa neflavonoidnih
jedinjenja ukljucuje derivate hidroksibenzoeve i hidroksicimetne kiseline.

Fenolna jedinjenja se u prirodi mogu naci u slobodnom obliku, kao i u obliku kompleksa sa
razli¢itim SeCerima, organskim kiselinama, aminima, lipidima, ugljenim hidratima 1 drugim
fenolnim jedinjenjima. Njihova bioloska aktivnost pripisuje se aglikonskom delu molekula. Ova
jedinjenja imaju veoma znacajnu ulogu u enologiji. Pored toga $to su primarno odgovorna za
razlike izmedu belih i crvenih vina, posebno po boji i ukusu, fenolna jedinjenja u vinu imaju
funkciju prirodnih stabilizatora koji potpomazu dugotrajni proces starenja vina. Njihov benefitni
efekat na ljudsko zdravlje od davnina je poznat [20]. Medu alkoholnim pi¢ima crveno vino
pokazuje najjaci efekat protiv pojave oboljenja povezanih sa oksidativnim stresom [21]. Za
antioksidativnu sposobnost polifenolnih jedinjenja zasluzne su njihove redoks sposobnosti koje im
omoguc¢avaju da deluju kao redukcioni agensi, donori vodonika i ,,hvataéi” singletnog kiseonika
[22]. Konzumacija crvenog vina, zajedno sa maslinovim uljem, predstavlja klju¢no objasnjenje
,,Francuskog paradoksa” — smanjene pojave kardiovaskularnih oboljenja uprkos pove¢anom unosu
hrane bogate zasi¢enim masnim Kkiselinama [23]. Ova jedinjenja su veoma vazna u oblasti
nutrigenomike [24]. Zahvaljujuci svojim antioksidativnim, baktericidnim i vitaminskim svojstvima
fenolna jedinjenja su, direktno ili indirektno, u vezi sa prevencijom Kkardiovaskularnih i
neurodegenerativnih oboljenja, kao i dijabetesa i kancera [25,26].

2.3.1 Flavonoidi

Flavonoidi su sekundarni metaboliti biljaka, a kao takvi imaju razli¢ite funkcije u biljkama
(antioksidativnu, fungicidnu, insekticidnu, UV-protektivnu, signalnu, privlacenje insekata zarad
oprasivanja, itd.) [27]. Svi flavonoidi vina su polifenolna jedinjenja koja u svojoj strukturi sadrze
viSe aromati¢nih prstenova sa hidroksilnim grupama. Osnovni skelet flavonoida predstavlja
difenilpropanski Ce-C3-Ce. To znaéi da se u okviru strukture flavonoida zapazaju dva benzenova
prstena (prsten A 1 prsten B) medusobno povezana trougljenicnim lancem koji gradi piranov prsten
(heterocikli¢ni prsten sa kiseonikom) (prsten C) zajedno sa benzenovim, prstenom A (Slika 11). U
najve¢em broju struktura prsten B za prsten C vezan je preko pozicije 2; polozaj date veze,
medutim, moze biti C-3 (izoflavonoidi) ili C-4 (neoflavonoidi). Flavonoidi mogu biti
hidroksilovani, alkilovani ili glikozilovani. Ova jedinjenja takode se mogu naci u slobodnoj formi
kao i u okviru konjugata sa drugim flavonoidima, Secerima, neflavonoidima ili, pak, u kombinaciji
ovih jedinjenja. Osim toga, mogu se medusobno umrezavati i graditi polimere (tanine). Sve to
doprinosi Cinjenici da se flavonoidi mogu svrstati u jednu od najveéih i najraznovrsnijih grupa
prirodnih jedinjenja.



Flavonoidi se mogu klasifikovati na osnovu:
» polozaja preko kog se prsten B povezuje sa prstenom C
» stepena nezasic¢enosti i oksidacije prstena C

Izoflavoni su podgrupa flavonoida u ¢ijoj strukturi je prsten B povezan sa prstenom C preko
polozaja 3, dok je u podgrupi neoflavonoida polozaj vezivanja B i C prstena C-4. Clanovi klase
flavonoida u okviru koje se veza izmedu prstenova B i C gradi preko polozaja C-2 medusobno se
razlikuju po strukturnim osobinama prstena C. Tako postoje flavoni, flavonoli, flavanoni,
flavanonoli, flavanoli ili katehini i antocijani (Slika 11). Flavonoidi koji u svojoj strukturi sadrze
otvoreni prsten C nazivaju se halkoni. Clanovi razli¢itih klasa karakteridu se supstitucijom na
prstenu B. Ceste su supstitucije na pozicijana 3, 4 i/ili 5 hidroksi ili metoksi grupom. Takode, esta
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Slika 11. Klasifikacija flavonoida po hemijskoj strukturi [28]

Glavne klase flavonoida koje se mogu naci u grozdu i vinima su flavonoli, antocijani, flavan-3-oli
(katehini) i flavan-3-ol-polimeri (proantocijanidini).

2.3.1.1. Flavonoli

Flavonoli su jedna od najzastupljenijih klasa flavonoida nadenih u pokozZici crnog i belog
grozda. To suU najceSce Zuti pigmenti koji direktno doprinose boji belog vina, dok su u crvenom vinu
zamaskirani crvenim pigmentima, antocijanima. Za samo vino flavonoli su veoma znacajni zbog
toga $to ucestvuju u procesu kopigmentacije zajedno sa antocijanima, stabilizujuci flavilijum formu
antocijana i pomazuc¢i time njihovu ekstrakciju tokom vinifikacije. Posledica toga je povecanje
intenziteta purpurne boje vina. Ova jedinjenja su veoma vazna i sa nutritivne tacke gledista.

U grozdu flavonoli su prisutni u glikozidnom obliku, dok se u crvenom vinu uglavnom
nalaze u formi aglikona, budu¢i da se glikozidi hidrolizuju tokom fermentacije grozda [29]. Dobro
je poznato da biosintetski put stvaranja flavonola u biljnim ¢elijama u dobroj meri zavisi od
izlaganja svetlosti, te da se u biljkama intenzivno izlozenim suncevoj svetlosti sadrzaj flavonola
visestruko uvecava [30]. U slobodnoj formi, flavonoli su manje stabilni molekuli i lako se mogu
razgraditi ako se izloze toploti, enzimima i oksidantima. Samim tim, moze se ocekivati da razni
tretmani grozda i sam proces proizvodnje vina moze uticati na finalni sadrzaj flavonola. Faktori
koji, takode, mogu znacajno uticati na sadrzaj flavonola u crvenim vinima vezani SU za proces
starenja i ¢uvanja vina. Cini se da medu njima kiseonik ima centralnu ulogu, obzirom da
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suplementacija kiseonikom tokom c¢uvanja vina smanjuje nivo kvercetina vise od 50% u
Sestomesecnom periodu [31]. | temperatura na kojoj se Cuva vino vazan je faktor u oCuvanju
flavonola, te je tako pokazano da je nivo kvercetina zna¢ajno manji u uzorcima vina ¢uvanim na 22
°C, nasuprot onim ¢uvanim na 12 °C. Flavonoli su identifikovani kao fenolna jedinjenja koja
spadaju u najjace antioksidante iz vina, posebno belog, dok u crvenom vinu dominiraju flavan-3-oli
(katehini) i antocijani [32].

Flavonoli u okviru prstena C svoje flavonoidne strukture sadrze dvostruku vezu izmedu
atoma C-2 i C-3, kao i keto (polozaj C-4) i hidroksilnu grupu (polozaj C-3) [17] (Slika 11). Data
struktura prstena C je od posebne vaznosti za njihov antioksidativni potencijal. Clanovi ove klase
jedinjenja razlikuju se po dodatnim hidroksilnim ili metil grupama na prstenu B. U odnosu na
supstituciju u okviru prstena B strukture flavonola, kao najzastupljeniji u crnom grozdu i crvenom
vinu, izdvajaju se kempferol (4'- hidroksi flavonol), kvercetin (3',4'- dihidroksi flavonol) i miricetin
(3',4',5'"- trihidroksi flavonol) [29] (Slika 12). Kvercetin i njegovi konjugovani derivati su najéesci
flavonoli i u crnom i u belom grozdu. U crnom grozdu mogu predstavljati i do 87% od ukupnog
sadrzaja flavonola [33]. Za razliku od kempferola i kvercetina prisutnih i u belim vinima, miricetin
je specifican samo za crvena vina. Glukoza je najcesce zastupljena Se¢erna komponenta povezana
preko polozaja C-3 u prstenu C sva tri pomenuta flavonola, premda se i glukuronska kiselina,
takode, moze naéi u okviru datih struktura. Kvercetin se, takode, u grozdu moze na¢i u formi 3-
ramnozilglukozida, flavonola koji se zove rutin.

Ra Rs Rs

OH H H kempferol

OH OH H kvercetin

OH OH OH miricetin
ORut H OH rutin

Slika 12. Struktura flavonola

Postoje brojni podaci koji ukazuju na razlicite bioloske uloge flavonola [34-36]. Specifi¢an
nacin inhibicije oksidativnih procesa, medutim, nije sasvim jasan, ali se pretpostavlja da
podrazumeva:

» neutralisanje lipidnog, alkoksil i peroksil radikala doniranjem vodonika (1)
> heliranje jona metala
> regeneraciju a-tokoferola kroz reakciju a-tokoferol radikala

Ar-OH + R — Ar-O + RH (1)

Aktivnost flavonola kao antioksidanasa veoma zavisi od njihove strukture. Najznacajniji
strukturni elementi odgovorni za ovakvu aktivnost su:

» orto-dihidroksi (kateholna) struktura prstena B, koja predstavlja i mesto neutralisanja
radikala

» dvostruka veza C-2—C-3 konjugovana sa 4—keto funkcijom (deo odgovoran za delokalizaciju
elektrona na prstenu B)

» Prisustvo hidroksilnih grupa u polozajima C-3 i C-5 koje obezbeduje maksimalan potencijal
u neutralisanju radikala

O znacaju hidroksilne grupe u C-3 poloZaju svedoce rezultati istrazivanja antioksidativnog
potencijala aglikona flavonola i njihovih glikozida i metil derivata. Naime, uoceno je da blokiranje

10



C-3 hidroksilne grupe (glikozilovanjem ili metilovanjem) dovodi do potpunog gubitka
antioksidativne aktivnosti [37]. Takode je utvrdeno da glikozilovanje i metilovanje drugih
hidroksilnih grupa u okviru strukture flavonola nema takav efekat. Samim tim zakljuceno je da
prisustvo hidroksilne grupe u polozaju C-3 zajedno sa C-2—C-3 dvostrukom vezom konjugovanom
sa 4-keto funkcijom u prstenu C uslovljava maksimalnu efikasnost u neutralisanju slobodnih
radikala [38]. Ukoliko u strukturi flavonola postoji kateholna grupa, ali ne i C-2—C-3 dvostruka
veza, eliminiSe se mogucénost delokalizacije elektrona ariloksil radikala sa prstena B na prsten A Sto
dovodi do smanjenja ukupne antioksidativne aktivnosti flavonola date strukture [38]. Pored toga,
za ukupan antioksidativan potencijal flavonola veoma je vazno da se hidroksilna grupa u polozaju
C-3 nalazi do keto krupe u polozaju C-4 (Slika 5). Ukoliko u strukturi nedostaje jedna od ove dve
grupe, oc¢igledan je gubitak antioksidativnog potencijala datog jedinjenja [38]. Takode je utvrdeno
da je 4—keto grupa funkcionalna u smislu antioksidativnosti samo u prisustvu C-2—C-3 dvostruke
veze. Kateholna struktura kvercetina daje mu veci ukupni antioksidativni potencijal u poredenju sa
morinom koji ima dve hidroksilne grupe u meta polozaju u prstenu B. Takode, kempferol, koji u
prstenu B sadrzi samo hidroksilnu grupu u polozaju 4', pokazuje znatno manji antioksidativni
kapacitet, Sto opet potvrduje da dvostruka veza izmedu C-21i C-3 u prstenu C gubi na znacaju za
ukupni antioksidativni potencijal flavonola bez prisustva orto-dihidroksilne strukture u prstenu B
[38]. Prethodne studije pokazale su da postojanje i tre¢e hidroksilne grupe u prstenu B (kao kod
miricetina) ne povecava antioksidativni potencijal flavonola [39].

U heliranju jona metala, takode, veoma je znacajno prisustvo orto-dihidroksilne strukture,
kao i 3- ili 5-hidroksilne grupe flavonola. Sposobnost flavonoida da sekvestriraju jone metala,
takode doprinosi njihovoj antioksidativnosti, usled spre¢avanja nastanka slobodnih radikala u
reakciji Fentonovog tipa, gde dolazi do redukcije vodonik peroksida do hidroksilnog radikala [40].
Flavonoli imaju dva mesta vezivanja jona prelaznih metala: kateholnu strukturu u okviru prstena B i
izmedu karbonilnog kiseonika u polozaju C-4 i hidroksilne grupe u polozajima C-3 ili C-5 prstena
C. Escandar i Sala (1991) upravo su potvrdili da se koordinativno vezivanje gvozda za kvercetin
dogada kako u okviru kateholne strukture B prstena, tako i izmedu hidroksilne grupe na C-3 i
karbonilne grupe na C-4 prstena C [41]. Studija Sestili i saradnika (2002) potvrdila je da je heliranje
gvozda od strane kvercetina klju¢no za prevenciju oStecenja jedarne DNK [42]. Ferrali i saradnici
(1997) takode su pokazali da kvercetin $titi eritrocite miSeva od lipidne peroksidacije aktivirane
gvozdem, upravo njegovim heliranjem [43]. 1z svega navedenog moze se zakljuéiti da su kvercetin i
miricetin najznacajniji flavonoli vina s obzirom na njihovu antioksidativnu aktivnost.

2.3.1.2. Flavanoli

Flavan-3-oli (katehini) se mogu nac¢i u semenu, kozici i stabljici grozda u monomernoj,
oligomernoj ili polimernoj formi. U svojoj hemijskoj strukturi, ova jedinjenja sadrze dva benzenova
prstena povezana zasi¢enim kiseni¢nim heterociklom (fenil-2-hromansko jezgro) (Slika 13).
Takode se mogu uociti dva asimetri¢éna ugljenikova atoma (C-2 i C-3), koja su izvorna mesta
stvaranja Cetiri izomera. Najstabilnije forme ovih izomera su (+)-katehin i (-)-epikatehin koji su
ujedno i najzastupljeniji katehini u vinu. Oligomerne i polimerne forme, tzv. proantocijanidini
(kondenzovani tanini), odgovorne su za jedak (opor) karakter vina usled njihove sposobnosti da
grade kompleksa sa proteinima pljuvacke. Za razliku od flavonola i antocijana, molekuli flavanola
nemaju glikozilovane forme. Sa druge strane oni mogu biti vezani za polisaharide u grozdu i mogu
biti ekstrahovani u obliku kompleksa u toku vinifikacije.
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(+)-katehin (-)-epikatehin

Slika 13. Struktura (+)-katehina i (-)-epikatehina

Predstavnici ove grupe flavonoida takode pokazuju izuzetna antioksidativna svojsva [44] i
poznati su kao antioksidanti iz zelenog ¢aja [45]. U okviru strukture katehina (Slika 13) zapaza se
da u prstenu B nema nezasic¢enja, pa samim tim ne moze do¢i ni do delokalizacije elektrona izmedu
prstenova A i B. Usled toga, antioksidativni potencijal katehina direktno zavisi od broja
hidroksilnih grupa. Katehini svoju antioksidativnu aktivnost ispoljavaju direktno, kroz neutralisanje
slobodnih radikala i heliranje redoks aktivnih jona prelaznih metala, kao i indirektno, inhibiranjem
redoks aktivnih transkripcionih faktora, pro-oksidativnih enzima i indukovanjem antioksidativnih
enzima [44]. Pokazano je snazno inhibitorno dejstvo katehina i procijanidina u in vitro oksidaciji
LDL-a, kao i u koagulaciji krvnih plo¢ica [46]. Minussi i saradnici (2003) [46] i Mitjans i saradnici
(2004) [47] objavili su da antioksidativna i imunomodulatorna aktivnost vina stoje u direktnoj
pozitivnoj korelaciji sa koncentracijama (+)-katehina i (-)-epikatehina u vinu.

Studija Grzesih i saradnika (2018) potvrdila je izrazito antioksidativno dejstvo katehina u
odnosu na slobodne radikale i jone gvozda. Od posebne vaznosti je protektivna aktivnost u procesu
hemolitickog cepanja membrane eritrocita i intracelijskog stvaranja slobodnih radikala [48]. Ova
studija takode je pokazala da su katehini sposobni da Stite od razlic¢itih oksidativnih vrsta in vivo.
Sugihara i saradnici (1999 i 2001) ukazali su da je antioksidativna aktivnost katehina zavisha od
njihove koncentracije, kao i da je u direktnoj vezi sa sposobno$¢éu katehina da preko kateholne
grupe heliraju Fe [49,50]. Martinez i saradnici (2012) ukazali su na to da (-)-epikatehin i njegovi
konjugati stabilizuju Celijsku membranu eritrocita smanjujuci lipidnu fluidnost, blokiraju¢i ulaz
peroksidnih radikala u unutra§nju stranu celijske membrane, §to moZe doprineti njihovoj
sposobnosti u inhibiranju oksidativne hemolize [51]. Pored toga, studija Cherrak i saradnika (2016)
pokazala je da pretretman eritrocita katehinom, kvercetinom i rutinom gotovo u potpunosti sprecava
hemolizu uzrokovanu Fe?* jonima [52]. Slede¢a studija Butt i saradnika (2014) pokazala je da
poveéan unos Kkatehina povecava aktivnost glutation S-transferaze i smanjuje aktivnost
prooksidativnih enzima, kao $§to su ksantin oksidaza i azot-oksid sintaza [53]. Pored toga, Wang i
saradnici (2010) su pokazali da katehin redukuje koli¢inu intra—abdominalne masti, ukupne telesne
masti kao i telesnu tezinu, $to ukazuje na ulogu katehina u kontroli gojaznosti [54]. Studija koju su
izveli Sutherland i saradnici (2006) takode je ukazala na brojne bioloske aktivnosti katehina [55].

Pored toga $to su sami katehina izraziti antioksidanti, oni takode mogu sinergijski reagovati
sa endogenim antioksidantima, a mogu biti i indirektni antioksidanti. Pereira i saradnici (2012) su
ukazali na to da je u DPPH testu kateholna grupa u prstenu B klju¢na za sinergizam sa GSH, osim u
slu¢aju kad je OH grupa u Ce polozaju takode prisutna [56]. Smatra se da su najznacajniji adukti
formirani na polozajima C-2’ i C-5’ u prstenu B.

Postoje brojne studije koje su se bavile strukturnim aspektima antioksidativne aktivnosti
flavonoida. Medu njima, studija Van Acker i saradnika (1996) jasno je ukazala na to da su
flavonoidi sa kateholnom grupom u prstenu B najaktivniji ,,hvataci” slobodnih radikala. Ova studija
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je pokazala i da je ostatak strukture flavonoida od malog zna¢aja za samu aktivnost, osim u slu¢aju
kvercetina u ¢ijoj strukturi kombinacija kateholne grupe sa dvostrukom vezom izmedu Cz i Cs i
hidroksilnom grupom na Cs u prstenu C uslovljava izrazitu aktivnost u neutralisanju slobodnih
radikala [57]. Samim tim, kvercetin pokazuje duplo vecu antioksidativnu aktivnost u odnosu na
katehin upravo usled mogucée delokalizacije elektrona izmedu prstenova A i B i stabilizacije
ariloksil radikala nakon doniranja vodonika [38]. Takode pokazano je da kvercetin ima i veéi
kapacitet u heliranju jona prelaznih metala od katehina [58]. Sa druge strane, katehin i epikatehin
pokazuju sli¢an antioksidativni potencijal u odnosu na slobodne radikale u vodenom rastvoru [38].

2.3.1.3. Antocijani

Antocijani (od grckih re¢i anthos = cvet i kianos = plavo) su glikozilovani, hidrosolubilni
pigmenti, koji daju vocu i cvecu obojenost u opsegu nijansi od crvene do ljubicaste ili plave boje.
Njihova hidrosolubilnost poti¢e od glikozidno vezanog Sefernog ostatka, hidroksilnih grupa i
katjonskog oblika kiseonika u prstenu C, dok je za njihovu boju zasluzan aglikonski deo
(antocijanidin). Trenutno je poznato preko 700 antocijana koji se medusobno razlikuju po stepenu
hidroksilacije, metilacije, glikozilacije i acilacije, a samim tim i po svojoj obojenosti. Antocijani su
u grozdu locirani uglavnom u kozici i znatno manje u mesu grozda. Takode se u ve¢oj meri mogu
naéi u lis¢u, uglavnom pri kraju sezone rasta.

Struktura antocijana (flavilijum katjona) obuhvata dva benzenova prstena (A i C) povezana
nezasi¢enim katjonski oksidovanim heterociklom (B), dobijenim od 2-fenil-benzopirilijum jezgra
(Slika 11). Zahvaljujuci svojoj dugackoj hromofori, koja nosi pozitivno naelektrisanje, antocijani su
intenzivno obojeni u kiseloj sredini [59]. U grozdu i vinu identifikovano je pet molekula antocijana
koji se medusobno razlikuju u odnosu na supstituciju bo¢nog jezgra (B-prstena), u kom mogu
sadrzati dva ili tri supstituenta (OH i OCHz3) (Slika 14) [20]. Ovi molekuli su znatno stabilniji u
formi glikozida (antocijani) u odnosu na aglikonsku formu (antocijanidini), i kao takvi cesée se
nalaze u prirodi. Glikozilacija povecava stabilnost antocijana usled formiranja intramolekulskih
vodoni¢nih veza. U vrsti Vitis vinifera i vinima od nje identifikovani su samo monoglukozidi
antocijana, kao i monoglukozidi antocijana acilovani p-kumarinskom, kafeinskom i siréetnom
kiselinom.

R3l Ra. R5‘
OH OH H cijanidin
HO 6\ o R OCHs H peonidin
5 OH OH delfinidin
s
OH OH OCHs petunidin

OH OCHs OCHs  malvidin

Slika 14. Struktura antocijana

U okviru pet antocijana prisutnih u grozdu, malvidin je po kolic¢ini dominantan molekul u
svim sortama grozda i varira u opsegu od 50-90% zastupljenosti. Smatra se da je malvidin
monoglukozid (malvin) zasluzan za formiranje bazi¢ne boje crvenog grozda, a samim tim i crvenog
vina.
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Pri poviSenoj temperaturi dolazi do postepene razgradnje antocijana. Ovo treba imati u vidu
prilikom starenja vina u buradima, bocama u cilju zastite njegove boje. Takode se Cini da su
kiseonik i svetlost katalizatori razgradnje antocijana u zakiseljenom alkoholnom rastvoru.

Kao i ostale grupe flavonoida i antocijani pokazuju antioksidativna svojstva. Smatra se da
redukciona sposobnost orto-dihidroksilne strukture prstena B u najvecoj meri doprinosi njihovom
antioksidativnom potencijalu. Obzirom na prisustvo konjugovanih dvostrukih veza u strukturi
antocijana, pozitivno naelektrisanje flavilijum nukleusa je delokalizovano na ceo prsten i samim tim
je stabilizovano rezonancijom. Heinonen i saradnici (1998) su utvrdili da je antioksidativha
aktivnost bobicastog voca direktno proporcionalna koncentraciji antocijana u njima [60]. Obzirom
da je pH ljudskog tela generalno neutralna, izuzev Zeluca, posebno je znacajna antioksidativna
aktivnost koju antocijani ispoljavaju pri neutralnom pH sredine. | antocijani, kao i antocijanidini
pokazuju vecu antioksidativnu aktivnost od vitamina C i E [61]. Antikancerogeno dejstvo ovih
jedinjenja direktno je uslovljeno njihovom sposobnoséu da efikasno neutraliSu slobodne radikale
tako Sto doniraju vodonikove atome sa fenolnih grupa, ¢ime zavr$avaju lan¢anu reakciju odgovornu
za oksidativna oSte¢enja [38]. Takode postoje indikacije 0 ulozi antocijana u prevenciji i tretmanu
dijabetesa, kao i bolesti srca [62,63].

Ukupan antioksidativni potencijal cijanidina je priblizan antioksidativnom potencijalu
kvercetina. Pokazano je da gubitak jedne od hidroksilnih grupa u prstenu B, smanjuje
antioksidativni potencijal na nivo kempferola [38]. Metoksi grupa u polozaju C-4’, kao u peonidinu,
doprinosi malo ve¢em antioksidativnom potencijalu u odnosu na postojanje samo jedne OH grupe u
prstenu B. Glikozilacija antocijana na polozaju C-3 u prstenu C, smanjuje antioksidativni potencijal
na nivo rutina. Sa druge strane, trihidroksilacija prstena B (delfinidin) ne uti¢e na ukupan
antioksidativni potencijal.

2.3.2. Neflavonoidna jedinjenja

Medu glavnim neflavonoidnim jedinjenjima u vinu nalaze se derivati hidroksibenzoeve i
hidroksicimetne Kiseline, stilbeni, kao i tzv. hidrolizabilni tanini. Osim toga §to su u grozdu
prirodno prisutni, neki od ovih derivata ekstrahuju se u vino iz drveta u toku procesa maturacije ili
se dodaju u toku procesa vinifikacije. lako su bezbojna, neflavonoidna jedinjenja stabilizuju boju
crvenih vina kroz intra- i intermolekulske interakcije [64]. Takode doprinose i ukusu i bioloskoj
aktivnosti samih vina. Neflavonoidna jedinjenja strukturno su jednostavnija od flavonoida i ¢uvaju
se u vakuolama ¢elija grozda, odakle se lako ekstrahuju mrvljenjem bobica.

2.3.2.1. Fenolne kiseline i njihovi derivati

U grupu fenolnih kiselina spadaju jedinjenja koja sadrZze najmanje jednu karboksilnu 1 jednu
fenolnu hidroksilnu grupu. Nastaju u ciklusu sikiminske kiseline (Slika 10). Mogu se svrstati u dve
podgrupe:

> derivate hidroksibenzoeve kiseline
> derivate cimetne kiseline

Hidroksibenzoeve kiseline karakteriSe skelet Ce-C1 (Slika 15). Razli¢itosti u strukturi ovih
derivata nastaju hidroksilovanjem ili metilovanjem aromaticnog jezgra. U biljkama su
najzastupljenije galna, p-hidroksibenzoeva, vanilinska, siringinska i protokatehuinska kiselina, dok
je u grozdu i vinu identifikovano sedam benzoevih kiselina (galna, gentizinska, p-hidroksibenzoeva,
protokatehuinska, siringinska, salicilna i vanilinska kiselina), koje se razlikuju u supstituentima na
benzenovom prstenu (Slika 15) [20]. Elaginska kiselina prirodno nije prisutna u grozdu, ali dospeva
u vino iz drvenih buradi ili dodatkom tanina u ¢iji sastav ulaze i koji se u vino dodaju kao aditivi
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[20]. Salicilna i gentizinska kiselina su u grozdu i vinu prisutne u tragovima. U grozdu se uglavnom
nalaze u formi glikozida, iz kojih se oslobadaju kiselom hidrolizom, kao i u obliku estara (u
taninima) iz kojih se oslobadaju baznom hidrolizom, tako da se u vinu uglavno nalaze u svojim
slobodnim formama [65]. Galna kiselina je jedan od derivata hidroksibenzoeve kiseline sa
najvec¢om koncentracijom u vinu. Ne samo da se nalazi u samom grozdu, vec¢ se i stvara hidrolizom
hidrolizabilnih i kondenzovanih tanina, npr. estara galne kiseline i flavan-3-ola [64]. Galna i
elaginska kiselina ulaze u sastav galotanina i elagitaninina, dok p-hidroksibenzoeva, vanilinska i
siringinska kiselina ulaze u sastav lignina. Sadrzaj derivata hidroksibenzoeve kiseline u vinima
zavisi kako od sorte tako i od uslova u kojima je grozde raslo.

Rs COOH Rs x._COOH
R4 R2 R4m

Rs Rs
1) benzoeve kiseline R2 Ra Rs Rs 2) cimetne kiseline
4-hidroksibenzoeva H H OH H p-kumarinska
protokatehuinska H OH OH H kafena
vanilinska H OCHs OH H ferulinska
galna H OH OH OH
siringinska H OCHs OH OCHs sinapinska
salicilna OH H H H
gentizinska OH H H OH

Slika 15. Strukture fenolnih kiselina i njihovih derivata

Hidroksicimetne kiseline poseduju Ce-C3 skelet i formalno spadaju u grupu fenilpropanoida.
Nastaju eliminacijom azota iz bo¢nog lanca amino kiseline L-fenilalanina (Slika 10). Razli¢ita
jedinjenja prisutna u vinu, uglavnom predstavljaju derivate hidroksicimetnih kiselina, kafeinske, p-
kumarinske, ferulinske i sinapinske kiseline (Slika 15) [64]. Kao i u slufaju derivata
hidroksibenzoeve kiseline, derivati cimetne kiseline nastaju naknadnim reakcijama hidroksilacije i
metilacije na benzenovom prstenu. Ovi derivati se mogu naci u cis i trans konfiguraciji, pri ¢emu je
trans konfiguracija stabilnija pa samim tim i ¢e$¢e prisutna. Hidroksicimetne kiseline u vinu Su u
manjoj meri zastupljene u slobodnoj formi, dok su uglavnom esterifikovane, posebno tartarnom
kiselinom. Takode mogu biti i u obliku prostih glukozida. Tartarni estri su vrlo oksidizabilna
jedinjenja grozdanog soka i mogu biti odgovorna za tamnjenje Sire. Cimetne Kiseline takode mogu
reagovati sa antocijanima gradeci acilovane antocijanine. Kafeinska kiselina, u slobodnom i
esterifikovanom obliku, je najzastupljenija fenolna kiselina i ¢ini 75-100% ukupnog sadrzaja
derivata cimetne kiseline u vocu [66].

Hidroksicimetne kiseline uéestvuju u brojnim reakcijama koje se dogadaju u toku procesa
proizvodnje i starenja vina. Veoma su vazna jedinjenja u oksidativnim procesima vina pri kojima
nastaju kondenzacioni proizvodi polifenola iz vina, kao $to su antocijani i flavan-3-oli [64]. Boja
crvenih vina je takode veoma zavisna od prisustva hidroksicimetnih kiselina, obzirom da one

ucestvuju u procesu kopigmentacije sa antocijanima pri ¢emu se purpurna boja vina intenzivira
[67].
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lako postoji nekoliko mehanizama antioksidativnog dejstva fenolnih kiselina, smatra se da je
glavni nacin njihovog delovanja neutralisanje slobodnih radikala uz doniranje vodonikovog atoma
[68]. Antioksidativni kapacitet fenolnih kiselina i njihovih estara zavisi od broja i poloZaja
hidroksilnih grupa u odnosu na karboksilnu funkcionalnu grupu [38,69]. Monohidroksibenzoeve
kiseline sa hidroksilnom grupom u polozajima orto ili para polozajima u odnosu na karboksilnu
grupu ne pokazuju antioksidativnu aktivnost, dok one sa hidroksilnom grupom u meta polozaju je
pokazuju [38]. Antioksidativna aktivnost raste sa brojem hidroksilnih grupa, tako da je poznato da
su polifenoli efikasniji antioksidanti od monofenolnih jedinjenja [69]. Galna kiselina, 3,4,5-
trihidroksi benzoeva kiselina, sa tri hidroksilne grupe efikasniji je antioksidant od odgovaraju¢ih
difenolnih kiselina (protokatehuinske i gentizinske). Esterifikacija karboksilne grupe galne kiseline
smanjuje antioksidativni potencijal ovog jedinjenja. Sa druge strane, smatra se da su derivati
hidroksicimetne kiseline bolji antioksidanti od derivata hidroksibenzoeve kiseline zbog prisustva
karboksilne funkcije konjugovane dvostrukom vezom kod koje se rezonancijom stabilizuje nastali
aroksil radikal [70]. Antioksidativna aktivnost monofenolnih derivata cimetne kiseline raste
uvodenjem jedne ili dve metoksi grupe u orto polozaj u odnosu na hidroksilnu grupu. Tako je
poznato da antioksidativni potencijal raste u nizu p-kumarinska, ferulinska, sinapinska kiselina [71].
| pored toga, veci znacaj za antioksidativni potencijal fenolnih kiselina ima broj hidroksilnih grupa
u njihovoj strukturi.

Pored protektivnog, antioksidativnog dejstva, takode su poznate i druge bioloske aktivnosti
fenolnih kiselina [68,72,73].

2.3.2.2. Stilbeni

Stilbeni predstavljaju grupu fenolnih jedinjenja, zastupljenu u mnogim familijama biljaka.
Grozde i vino su izvori nekih od njih [74]. Stilbeni u svojoj strukturi sadrze Ce-C3-Ce skelet (Slika
16), a sintetiSu se u vinovoj lozi kao hemijska (fitoaleksinska) odbrana na mikrobne infekcije i UV
zraenje, 1 bivaju prebaceni u toku procesa vinifikacije u $iru i vino [64]. S obzirom na njihov
antioksidativni, antikancerogeni i antimutageni potencijal, stilbeni se smatraju izrazito vaznim
polifenolima [75].

HO

~3
OH O
OH
trans-resveratrol cis-resveratrol

(3,5,4’-trihidroksi-trans-stilben)

OH

trans-resveratrol-3-O-p-glukozid cis-resveratrol-3-O-f-glukozid
{trans-piceid) {cis-piceid)

Slika 16. Struktura stilbena
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Stilbeni nastaju kao derivati cimetne kiseline i tri acetatne jedinice malonil koenzima A
(Slika 10). Jedan od najbitnijih i najvise proucavanih stilbena je trans-resveratrol (3,5,4’-
trihidroksistilben) (Slika 16). Ovo jedinjenje nalazi se u kozici grozda i u vino dospeva u toku same
fermentacije. Za razliku od trans izomera, cis-resveratrol je u tragovima prisutan u samom grozdu,
a smatra se da nastaje iz trans oblika u procesu vinifikacije [76]. Resveratrol deluje kao fitoaleksin,
a proizvodi se od strane celija kozice grozda kao odgovor na Botrytis cinerea i druge gljivicne
infekcije vinove loze [64]. U prirodi resveratrol, osim u pomenuta dva oblika, postoji i u formi
glikozida. Oblici 3-O-p-D-glukozida resveratrola nazivaju se piceidi. Piceid je i najzastupljenija
forma resveratrola u prirodi [77]. Stilbeni mogu postojati u oligomernim i polimernim formama,
tzv. viniferinima. Oni nastaju oksidativhom polimerizacijom monomera, resveratrola. U vrsti V.
vinifera identifikovano je vise oligomera resveratrola.

Sadrzaj stilbena u vinu varira i zavisi od nekoliko faktora, ukljucujuci klimatske uslove,
sortu grozda, postojanje gljivicne infekcije, prisustvo UV svetlosti, prisustvo jona metala, a zavisi i
od samih enoloskuh metoda kori$¢enih u procesu proizvodnje vina [78,79]. Sadrzaj stilbena takode
je uslovljen enzimskim aktivnostima u kvascu, posebno aktivno$éu izomeraze i glukozidaze [64].

Bioloske aktivnosti resveratrola, posebno njegovog trans-izomera intenzivno su proucavane.
Izmedu ostalih, antioksidativna aktivnost resveratrola od velikog je znacaja za odrzavanje redoks
statusa u organizmu, usled potencijala u neutralisanju slobodnih radikala. Pored toga, resveratrol je i
dobar promotor aktivnosti razli¢itih antioksidativnih enzima [80]. Zini i saradnici (1999) su
predlozili tri razli¢ita antioksidativna mehanizma resveratrola: 1) kompeticija sa koenzimom Q, 2)
neutralisanje superoksidnog radikala stvorenog u mitohondrijama i 3) inhibicija lipidne
peroksidacije [81]. Brojne studije govore 0 sposobnosti resveratrola da neutraliSe i superoksidne i
hidroksilne radikale. Ovo ¢ini na taj nacin $to donira vodonikov atom sa hidroksilne grupe u
polozaju C-4’, pri ¢emu nastaje resveratrol fenoksil radikal koji je stabilizovan konjugacijom [82].
Pored toga, studija Gulcin i saradnika (2010) pokazala je da resveratrol ima sposobnost da helira
jone gvozda i bakra [82]. Mesta heliranja jona prelaznih metala u okviru strukture resveratrola su
hidroksilne grupe u polozajima C-3 i C-5 (Slika 16). U studiji Losa (2003) pokazano je da stilbeni
odrzavaju nivo glutationa u monojedarnim c¢elijama periferne krvi, Stite¢i ith od oksidativnih
oSte¢enja usled dejstva 2-deoksi-D-riboze [83]. Osim toga, ova studija je pokazala da resveratrol
smanjuje oksidaciju tiolnih grupa proteina u c¢elijama humanih krvnih plocica. Sli¢no tome,
resveratrol indukuje povecanje nivoa glutationa u humanim limfocitima aktiviranim vodonik
peroksidom. U slede¢oj studiji, pokazano je da resveratrol povecava sintezu nekoliko
antioksidativnih enzima, ukljucujuéi glutation peroksidazu, glutation-S-transferazu i glutation
reduktazu [84]. Istrazivanje Su-a i saradnika (2013) pokazalo je da piceid ima snaznije anti-
hidroksil radikalske sposobnosti u odnosu na resveratrol in vitro [85]. Medutim, in vivo studija
ukazuje na suprotno. Smatra se da piceid pri istoj koncentraciji pokazuje nizu biolosku aktivnost od
resveratrola najverovatnije usled esterifikovane hidroksilne grupe u polozaju C-3, kao i njegovog
tezeg usvajanja u Celijama [80,85].

Dalja istrazivanja pokazala su da resveratrol u ¢elijama kancera deluje prooksidativno, §to se
vidi poveéanim stvaranjem superoksidnih i hidroksilnih radikala u ¢elijama [86]. Bakarni joni iz
hromatina mogu biti izdvojeni metal heliraju¢im agensima tako da dolazi do internukleozomalne
DNK fragmentacije, pa samim tim i do apoptoze celija. Citotoksi¢ni mehanizam resveratrola
verovatno obuhvata mobilizaciju endogenih jona bakra vezanih za hromatin. Najpre dolazi do
oksidacije resveratrola u prisustvu Cu?* do resveratrol fenoksil radikala koji formira dimer. Bakarni
joni se pri tome redukuju do Cu'*; konaéno dolazi do fragmentacije DNK.
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2.3.3. Tanini

Tanini su polifenolni makromolekuli koji nastaju polimerizacijom elementarnih fenolnih
molekula [20]. To su jedinjenja sposobna da stvaraju stabilne agregate sa proteinima i drugim
biljnim polimerima, kao $to su polisaharidi, prvenstveno hidrofobnim interakcijama i gradenjem
vodoni¢nih veza. Molekulska masa tanina moze biti u opsegu od 600 do 3500 Da. Hidrolizabilni
tanini obuhvataju galotanine i elagitanine i u svojoj strukturi sadrze galnu ili elaginsku kiselinu koje
oslobadaju nakon kisele hidrolize. U okviru svoje strukture ovi tanini sadrze i molekule glukoze.
Hidrolizabilni tanini nisu prirodno prisutni u grozdu. Sa druge strane oni su glavni komercijalni
tanini koji se dodaju kao aditivi u vino, a u vino mogu dospeti i iz hrastovih buradi koris¢enih u
procesu starenja vina. Kondenzovani tanini koji se nalaze u grozdu i vinu kompleksni su polimeri
flavan-3-ola (katehina). Osnovne strukturne jedinice ovih tanina ¢ine (+)-katehin i (-)-epikatehin
[87]. Zagrevanjem ovih polimera u kiseloj sredini, oslobada se nestabilni karbokatjonski
intermedijer koji se prevodi u braon obojeni kondenzacioni proizvod, uglavnom crveni cijanidin
[20]. Ovo objasnjava ¢injenicu zbog koje se ova jedinjenja nazivaju i procijanidini. U prirodi
postoje dimerni, trimerni i oligomerni procijanidini. Oligomerni procijanidini su polimeri
sastavljeni od 3 do cak 83 jedinica flavanola povezanih preko veza C-4-C-8 ili C-4-C-6 [88].
Kondenzovani tanini prisutni u svim delovima grozda takode su rastvorni i prisutni i u vinu. Pored
hidrolizabilnih i kondenzovanih tanina, u biljkama se takode mogu naci i kompleksni ili meSoviti
tanini. Ova jedinjenja se sastoje od kovalentnih kompleksa izmedu elagitanina i flavanola. Obzirom
da se sastoje od vise medusobno povezanih fenolnih kiselina ili katehina, ocekivano je da je
antioksidativni potencijal ovih jedinjenja ve¢i u odnosu na njihove pojedinacne gradivne elemente.

2.4. Mikro— i makroelementi u crvenom vinu

Mikro— i makroelementi nalaze se medu komponentama vina koje doprinose njegovom
organoleptickom kvalitetu i nutritivnoj vrednosti. Njihova koncentracija u vinu moze prilicno
varirati. Poznato je da konzumiranje vina u umerenim koli¢inama (1-2 ¢aSe na dan) snabdeva
organizam elementima esencijalnim za njegovo funkcionisanje [89]. Medutim, iznad optimalnog
nivoa pojedini elementi mogu biti Stetni po zdravlje, a takode mogu i negativno uticati na
organolepti¢ke osobine vina [90,91]. Internacionalna organizacija koja se bavi vinovom lozom i
vinom (engl. The International Organisation of Vine and Wine - OIV) propisuje maksimalne
dozvoljene vrednosti za sadrzaj metala u vinima [92]. Takode, u vecini zemalja postoje regulative
na nacionalnom nivou vezane za dozvoljene vrednosti pojedinih elemenata u vinu.

Elementalni sastav vina zavisi od velikog broja faktora medu kojima su: sorta grozda,
rastvorljivost neorganskih jedinjenja iz zemljista, klimatski uslovi, tehnika vinifikacije, transport i
skladistenje vina [2]. Naime, kori$¢enje organskih i mineralnih dubriva, neorganskih pesticida,
zagadenost spoljasnje sredine, upotreba aditiva, izmedu ostalog, moze znaCajno uticati na
elementalni sadrzaj vina [3,93].

Neorganski katjoni imaju veliku ulogu u procesu proizvodnje vina. Pracenje njihove
koncentracije u vinu je neophodno usled rizika od stvaranja zamucenja, zbog povecane
koncentracije soli (bitartarata sa K, tartarata sa Ca, soli trovalentnog Fe ili jednovalentnog Cu), kao
i usled bioloskog uticaja na zdravlje konzumenata. K je najzastupljeniji katjon u vinu. U crvenim
vinima ovaj katjon je zastupljeniji nego u belim usled sposobnosti fenolnih jedinjenja da inhibiraju
talozenje kalijum-bitartarata [94]. K je krucijalan za funkcionisanje nervnog i kardiovaskularnog
sistema. Sam transport K i Na je vrlo vazan za provodenje nervnih impulsa, dok je visok
koncentracijski odnos K/Na (koji je prisutan u niskim koncentracijama u vinu) vrlo vazan u
prevenciji sr¢anih oboljenja snizavajuci krvni pritisak [89,95]. K je takode ukljucen i u metabolizam
ugljenin hidrata i proteina. Joni Ca u vinu mogu graditi viSe, prilicno nerastvornih soli.
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Najnerastvornija od njih je Ca-oksalat. U crvenim vinima koncentracija Ca je ne$to niZza u odnosu
na bela vina. Ovaj element je veoma znacajan u procesima mineralizacije kostiju i zuba, kao i u
signalnoj transdukciji [96]. K i Ca joni imaju i funkciju neutralisanja organskih kiselina u grozdu
gradenjem soli, ¢ime nastalom vinu daju puferski kapacitet [94]. Mg je jo$ jedan od zastupljenijih
katjona u vinu i njegova koncentracija u toku fermentacije i starenja vina ostaje nepromenjena usled
toga Sto su magnezijumove soli rastvorne [94]. Ovaj element je neophodan za funkcionisanje
mnogih enzima, a takode je vazan u prevenciji hipertenzije (samim tim i kardiovaskularnih
oboljenja) i dijabetesa [97,98].

Proces vinifikacije moze znaCajno uticati na sadrzaj pojedinih metala u vinu, posebno na
sadrzaj Al, Fe, Cd, Co, Cr, Cu, Mn i Pb. Joni teskih metala, kao $to su Fe, Cu, Cd, Hg, Ni, Pb i As
mogu indukovati stvaranje reaktivnih radikala i dovesti do lipidne peroksidacije i oSteCenja
biomolekula [99]. Mehanizam Stetnog dejstva nastalih slobodnih radikala odvija se putem reakcije
Haber-Weiss/Fenton tipa (2). Ovim mehanizmom superoksidni joni i vodonik peroksid mogu
reagovati sa prelaznim metalima, kao $to su Fe i Cu dovodeci do stvaranja hidroksilnih radikala.
Pored reakcija Haber-Weiss i Fenton tipa, pojedini metalni joni direktno reaguju sa celijskim
molekulima pri ¢emu se stvaraju slobodni radikali, kao $to su npr. tiolni radikali, ili indukuju
¢elijske signalne puteve. Nastali radikali takode mogu reagovati sa drugim tiolnim molekulima
dovode¢i do stvaranja superoksidnih radikala. Ovaj radikal se prevodi do vodonik peroksida, koji
izaziva stvaranje dodatnih kiseoni¢nih radikala. Pojedini metali, kao $to je As, indukuju indirektno
stvaranje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (eng. Reactive Oxygen Species — ROS) aktiviranjem sistema
za stvaranje radikala u ¢elijama [100]. Vrste ROS stvorene tokom reakcija katalizovanih prelaznim
metalima mogu modifikovati baze koje ulaze u sastav DNK. Kao rezultat oksidativnih osteéenja
metalnim jonima, kao §to su Fe?*, Cu?" i Ni?*, mogu se desiti bazne supstiticije, i to: G — C,G — T
1 C — T. Reid 1 saradnici (1994) su pokazali da se izmena G — C predominantno deSava u
prisustvu Fe?*, dok se supstitucija C — T dogada u prisustvu Cu?" i Ni?* [101].

Metal** + -0, — Metal** + O Haber-Weiss
Metal?>* + H,02 — Metal®* + OH" +-OH  Fenton reakcija 2

Fe i Cu su katjoni, zastupljeni u niskim koncentracijama u vinu, ali su veoma vazni usled
mogucnosti da izazivaju zamucenost vina [94]. Dobro je poznato da pri niskim koncentracijama, Fe
moze funkcionisati kao enzimski aktivator, stabilizator i funkcionalna komponenta proteina [102].
Medutim, povecanje koncentracije slobodnog unutaréelijskog Fe povezano je sa oksidativnim
stresom. Samim tim, Fe je target mnogih antioksidativnih terapija obzirom da predstavlja primarni
uzrok stvaranja reaktivnih kiseoni¢nih vrsta in vivo i, doprinose¢i stanju oksidativnog stresa, dovodi
do ostecenja DNK i do ¢elijske smrti [40]. Cu i Zn su esencijalni elementi, sastavni delovi
Cu/Zn—zavisnih proteina sa redoks kapacitetom, kao §to je enzim Cu/Zn superoksid dismutaza koja
je ukljucena u kljuéne procese antioksidativne zastite u ljudskom organizmu. Ova dva elementa su
takode vazna za stimulaciju imunog sistema, dok je Zn poznat i kao antimikrobni agens [103]. Za
Cu je specifi¢no da moze delovati i kao anti-, ali i kao prooksidant. Kao prooksidant, zajedno sa Fe,
ulazi u Fentonovu reakciju stvaranja hidroksilnih radikala. Al prisutan u visku dovodi do stvaranja
slobodnih radikala odgovornih za neurotoksi¢nost [104]. Nehru i saradnici (2005) su utvrdili da se
A" vezuje za transferin ¢ime se smanjuje stepen vezivanja Fe?* jona. Intracelijsko povecéanje
koncentracija Fe?* jona dovodi do peroksidacije lipidnih membrane [104].

Niske koncentracije Mn takode mogu biti prisutne u vinu, i zavise od prisustva Mn u
zemlji$tu vinograda i vinifikacione tehnike. Najvise Mn se nalazi u semenu grozda, tri puta vise
nego u kozici grozda i ¢ak trideset puta vise nego u mesu grozda [94]. Ovaj element je esencijalan i
ukljucen je u sintezu i aktivaciju brojnih enzima, medu kojima su i oksidoreduktaze. Mn je
neophodna komponenta za funkcionisanje mangan superoksid dizmutaze (MnSOD), enzima
glavnog odgovornog za neutralisanje ROS u mitohondrijalnom oksidativnom stresu [105,106]. U
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visku, Mn moze izazvati neurodegenerativna oboljenja. Pored Mn veoma je vazno pratiti i sadrzaj
elemenata kao $to su Cd, Pb i As u vinu, obzirom na njihovu toksi¢nost. Cd u c¢elijama moze
indukovati i oStecenja i reparativne procese u zavisnosti od Celijskog redoks statusa. Obzirom da
nije redoks aktivan metal, Cd ne moze direktno stvarati ROS, ali moze indukovati oksidativni stres.
Cd ima veliki afinitet prema tiolima pa je glutation primarni target slobodnih Cd jona [107].
Trosenje redukovanog glutationa indukovano kadmijumom dovodi do narusavanja redoks balansa
[107]. Pb je takode potencijalni izaziva¢ oksidativnog stresa i moze izazvati oksidativna oSte¢enja u
mozgu, srcu, bubrezima i reproduktivnim organima [108]. Ovaj element povecava lipidnu
peroksidaciju [109]. Utvrdeno je znacajno smanjenje u aktivnosti enzima tkivne SOD i glutation
peroksidaze u mozgu nakon izlaganja Pb [110]. As je takode vrlo toksi¢an i kancerogeni element,
koji produkuje razli¢ite ROS, ukljucujuéi superoksidne radikale, singlet kiseonika, peroksil
radikale, azotoksidne radikale, vodonik peroksid i dimetilarsenik peroksil radikale [111]. Jedinjenja
As(I1l) mogu inhibirati antioksidativne enzime, posebno GSH-zavisne, kroz vezivanje za njihove
sulfhidrilne grupe [112]. Se je jedan od esencijalnih mikronutrijenata koji predstavlja deo
selenoproteina sa protektivnim, antioksidativnim, sposobnostima. Pored toga Se je neophodan za
normalno funkcionisanje mozga [113], kao i u procesu sinteze i metabolizma tiroidnih hormona
[114]. Usled ovih osobina ovaj element ima potencijal u prevenciji neurodegenerativnih oboljenja
[113], a takode je poznat i potencijal Se u tretmanu autoimunog oboljenja [114]. Samim tim, ovo je
veoma znacajan mikronutrijent crvenih vina.

Svi neorganski katjoni u §iri i vinu prirodno Su prisutni u netoksi¢nim koncentracijama [94].
Medutim, odredeni metali, kao $to su Pb, Zn, Hg i Sn mogu biti zastupljeni u veéim
koncentracijama usled socijalnog i ekonomskog okruzenja i/ili metoda primenjenih u
vinogradarstvu. Kori$éenje dubriva i pesticida moze biti razlog povecanog nivoa katjona (Cu, Zn,
Mn, itd.). Kiselost $ire i vina pogoduje rastvaranju pojedinih metala (Cu, Ni, Zn i Cr) iz legura od
kojih je napravljena oprema za proizvodnju vina (bronzane pumpe, slavine, prikljucci, creva, itd.)
[94]. Sa druge strane pojedine tehnike za stabilizaciju vina i spreCavanje stvaranja zamucenosti
mogu dovesti do znacajnog smanjenja koncentracije, esencijalnih elemenata, K i Ca u finalnom
proizvodu. Sve navedeno istice znacaj konstantnog pracenja elementalnog sadrzaja u svim koracima
proizvodnje vina.

2.5. Oksidativni stres

U zivim organizmima dolazi do stvaranja ROS, ukljucujuci slobodne radikale, singletni
kiseonik kao i perokside. Ove vrste su vazne za imuni sistem, ¢elijsku signalizaciju, prezivljavanje i
proliferaciju, za sam metabolizam i mnoge druge normalne funkcije organizma [115]. Medutim,
ako se ROS proizvode u prekomernim koli¢inama, one mogu dovesti do oStecenja celija Sto, sa
druge strane, moze dovesti do degenerativnih oboljenja, inflamacije, kardiovaskularnih oboljenja,
kancera i starenja [116]. Svi aerobni organizmi su, po prirodi svog funkcionisanja, kontinuirano
izlozeni reaktivnim oksidujué¢im vrstama i mogu uéi u stanje oksidativnog stresa kada sistem
antioksidativne zastite u ¢eliji nema dovoljan kapacitet da ukloni nastale ROS [117]. Kako bi se
izborili sa slobodnim radikalima zivi organizmi proizvode endogene antioksidante. Medutim,
ukoliko je produkcija slobodnih radikala vec¢a od uobicajene, koli¢ina endogenih oksidanata moze
biti nedovoljna za njihovo potpuno neutralisanje. Samim tim, unoSenje dodatnih, egzogenih
antioksidanata, koji se mogu naci u dijetetskim proizvodima, kao $to je crveno vino, moze pomoci
organizmu u borbi protiv ovih vrsta [118].

2.5.1. Sistem antioksidativne odbrane u ¢elijama kvasca

Vrsta Saccharomyces cerevisiae je jednocelijski eukariotski organizam koji pripada
kvascima, tj. carstvu gljiva (engl. Fungi). Ovo je jedan od najvise proucavanih eukariotskih model
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sistema u molekularnoj i ¢elijskoj biologiji [119]. Kao model kori§¢en je za proucavanje procesa
starenja, regulacije genske ekspresije, signalne transdukcije, cCelijskog ciklusa, metabolizma,
apoptoze, neurodegenerativnih bolesti i mnogih drugih bioloskih procesa [120-124]. Naime,
poznato je da gotovo 30% gena ukljucenih u humanim oboljenjima ima svoje ortologe u proteomu
kvasaca [125]. Kao i vec¢ina zivotinja i bakterija, gljive, ukljucujudi i kvasac, su hemoorganotrofi,
$to znaci da neophodnu energiju za obavljanje celijskih procesa dobijaju degradacijom organskih
nutrijenata.

Usled kompleksnosti bioloSkih sistema, hemijski testovi za odredivanje antioksidativne
aktivnosti se sve viSe zamenjuju testovima na zivim ¢elijama. Njihova prednost je u tome $to
uzimaju u obzir biodostupnost jedinjenja kao i1 uticaj metabolizma Sto moze biti znacajno za
iskori$¢avanje polifenolnih jedinjenja i njihovu antioksidativnu sposobnost. Samim tim, eukariotski
organizam, S. cerevisiae, pretstavlja dobar model sistem koji je u prethodnim studijama kori$¢en za
brzo odredivanje antioksidativne aktivnosti vina i hrane [126-129].

Celije kvasca su, u cilju odbrane od oksidativnog stresa, opremljene enzimima
antioksidativne odbrane, izmedu ostalih glutation peroksidazom, glutation reduktazom i katalazom.
Glutation (GSH) zavisna odbrana predstavlja prvu liniju odbrane protiv oksidativnog stresa. Pored
GSH, koji predstavlja najzastupljeniji tiol u ¢eliji, kao i glavnu determinantu intracelijskog redoks
statusa, ovaj sistem obuhvata i enzime GPx i GR [130].

GPx katalizuje redukciju vodonik peroksida kao i brojnih organskih peroksida do vode i
odgovarajuceg stabilnog alkohola koriste¢i GSH kao izvor elektrona (3).

2H,0, — 2H,0 + O (3)

Posledica toga je oksidacija GSH u glutation disulfid (GSSG), koji se redukuje nazad do GSH
dejstvom GR. Samim tim, GR je enzim zasluzan za kompenzaciju GSH koji trosi GPX, a usled toga
i za odrzavanje visokog GSH/GSSG odnosa unutar ¢éelije (4) [131].

GSSG + NADPH* + H* — 2GSH + NADP* (4)

Cat, kao i GPx, stiti ¢elije od toksi¢nog efekta vodonik peroksida i Cest je enzim koji se moze naci u
gotovo svim zivim organizmima izloZzenim kiseoniku. Uloga ovog enzima je katalizovanje
razgradnje vodonik peroksida do molekula H2Oi Oz (5).

H,0, + 2GSH — 2H,0 + GSSG (5)
2.6. Druge bioloske aktivnosti polifenola

2.6.1. Antikancerogena aktivnost

Dosadasnja istrazivanja su pokazala da fenolna jedinjenja biljnog porekla pokazuju izrazite
antikancerogene aktivnosti [132]. Antikancerogeni efekti fenolnih jedinjenja prvenstveno se odnose
na njihovu sposobnost da:

» lzazivaju zaustavljanje ¢elijskog ciklusa

» Inhibiraju onkogene signalne kaskade kontrolisu¢i time proliferaciju celija,
angiogenezu i apoptozu

» Menjaju nivo ROS u ¢eliji

» Promovisu ekspresiju tumor supresornih proteina, kao $to je p53

» Povecavaju sposobnost diferencijacije i transformacije u normalne ¢elije
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Od posebne vaznosti jeste zapazanje da brojni polifenoli izazivaju apoptotsku smrt u
razli¢itim linijama kancerskih ¢elija, ali ne i u normalnim ¢elijama [133]. Prethodnih godina doslo
se do saznanja da prirodno prisutna fenolna jedinjenja imaju pozitivna dejstva na zaustavljanje
migracije c¢elija interferencijom pri epitel/mezenhimalnom prelasku, celijskoj invaziji |
ekstravazaciji [134]. Samim tim fenolna jedinjenja potpomazu lokalizaciju kancerskih ¢elija i Cine

Vrste ROS proizvedene u kancerogenim ¢elijama ukljucene su u aktivaciju nekoliko
transkripcionih faktora, kao Sto su NF-xf, STAT3, aktivatorni protein-1 itd, koji su esencijalni za
kontrolu ¢elijske proliferacije, tumorskog prezivljavanja, angiogeneze itd. [135]. lako ¢elije kancera
imaju veci nivo vrsta ROS u odnosu na normalne ¢elije, poveéan nivo datih vrsta, tokom duzeg
vremenskog perioda, moze i u njima izazvati oksidativna ostecenja [136]. Shodno tome, poveéana
produkcija vrsta ROS u kancerogenim ¢elijama, nacelno, predstavlja dobru strategiju u inhibiranju
rasta tumora.

Sve veci broj podataka ukazuje na to da polifenoli mogu da se ponasSaju i kao prooksidanti i
tako iniciraju prekidanje celijske DNK, usled dejstva reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, a samim tim i
¢elijsku smrt [137,138]. Ranijim studijama pokazano je da je takav prooksidativni mehanizam
dejstva polifenola rezultat redoks—aktivne mikrookoline u kancerskim ¢éelijama usled poveéanog
nivoa bakra [139]. Cu je vazan redoks—aktivan metalni jon, prisutan u hromatinu, blisko vezan za
nukleinske baze, i moze biti mobilisan metal heliraju¢im agensima. Nekoliko studija ukazalo je na
to da je nivo bakra u serumu, tkivima i ¢elijama ljudi obolelih od kancera povisen [140,141]. Veruje
se da je prooksidativna aktivnost polifenola uslovljena njihovom sposobnos¢u da vezuju i redukuju
Fe3* ili Cu®" jone ¢ineéi ih dostupnim za reagovanje sa vodonik peroksidom ili nekim drugim
izvorom slobodnih radikala [40]. Pretpostavlja se takode da povisen nivo bakra u kancerskim
¢elijama stimulativno deluje na ekspresiju angiogenskih stimulatora [142]. Osim promotorske uloge
u procesu angiogeneze, Cu ima esencijalnu ulogu i u intracelijskoj signalizaciji i metastaziranju
tumora, uticuci na regulaciju epitelijalno—mezenhimalnih prelaza [143]. Samim tim, u kancerskim
¢elijama omogucen je povecan prenos elektrona izmedu bakarnih jona i polifenola pri ¢emu dolazi
do redukcije Cu?" do Cu'* jona i stvaranja vrsta ROS odgovornih za prekidanje DNK lanca i
¢elijsku smrt [144]. Obzirom na to da je izmenjeni redoks status vrlo Cesto primefen u mnogim
kancerskim celijama, postoji hipoteza da polifenoli selektivno deluju na tumorske celije upravo
usled drugacijeg redoks statusa u njima u odnosu na normalne ¢Celije [139]. Pored bakar zavisnog
stvaranja vrsta ROS, polifenoli uneti hranom svoje znacajne antikancerogene osobine ispoljavaju i
izazivanjem prevremenog starenja tumorskih ¢elija kroz modulaciju epigenetskih izmena, kao Sto su
DNK metilacija, izmena nivoa acetilacije histona i genska ekspresija mikro RNK [145-147].

2.6.2. Antibakterijska aktivnost

Premda na svetskom trzistu ima efikasnih antibiotika, savremena medicina suocava se sa sve
ucCestalijom pojavom bakterijske rezistencije. Pored toga, dodatne probleme stvaraju i moguci
sporedni efekti koje tretman antibioticima moze izazvati kod ljudi koji su na njih alergi¢ni. Samim
tim, postoji sve veca tendencija za pronalazenje efikasnijih antimikrobnih prirodnih proizvoda koji
bi mogli poboljsati otpornost ljudi prema patogenim bakterijama uz minimalne sporedne efekte.
Antimikrobni efekat razli¢itih biljnih ekstrakata u odnosu na patogene mikroorganizme predmet je
mnogih naucnih studija [148,149]. Polifenolna jedinjenja se i u sluc¢aju antimikrobnog delovanja
izdvajaju kao komponente prirodnih proizvoda od posebne vaznosti za njihovu fizioloSku funkciju.
Naime, prethodne naucne studije pokazale su da specifi¢na polifenolna jedinjenja, kao Sto su
resveratrol, kvercetin 1 brojne fenolne kiseline inhibiraju rast razlicitih patogenih mikroorganizama
[150,151]. Brojne naucne studije proucavaju kako strukturne specifi¢nosti fenolnih jedinjenja kao
antibakterijskih agenasa, tako i razumevanje mehanizma antibakterijskog delovanja datih jedinjenja.
Tako se doslo do zakljucka da hidroksilne grupe na posebnim polozajima u aromati¢nim
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prstenovima flavonoida uti¢u zna¢ajno povecavaju njihovu antibakterijsku aktivnost [152]. Takode
je utvrdeno da metilacija aktivnih hidroksilnih grupa generalno smanjuje antibakterijsku aktivnost,
kao i da hidrofobni supstituenti, kao $to su prenil grupe, alkilamino nastavci, alkilni nastavci i
kiseonic¢ni ili azotni heterocikli uglavnom povecavaju antibakterijsku aktivnost flavonoida [152].
Sto se mehanizma antibakterijskog delovanja ti¢e, pretpostavlja se da se ono zasniva na: inhibiranju
sinteze nukleinskih kiselina, inhibiranju funkcionisanja ¢elijske membrane, inhibiranju energetskog
metabolizma, inhibiranju samog vezivanja bakterija i stvaranja biofilma, inhibiranju porina na
¢elijskoj membrani bakterija, menjanju membranske propustljivosti kao i na samom smanjivanju
patogenosti bakterija [152,153]. Mnogo manje radova odnosi se na antimikrobnu aktivnost vina
[154-157].
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111 EKSPERIMENTALNI DEO

3.1. Ispitivani uzorci vina

Sva analizirana vina, sorti kaberne sovinjon (engl. Cabernet Sauvignon — CS), merlo (Me) i
vranac (Vr), dobijena su od vinarije ,,13. jul Plantaze” a.d., Podgorica, Crna Gora. Vina su
proizvedena od grozda navedenih sorti i njihovih klonova sa podrugja Cemovskog polja. Ono se
nalazi 30 km od Jadranskog mora, pripada podregiji Podgorice i deo je crnogorskog basena
Skadarskog jezera. Geografska lokacija vinogradskog regiona je izmedu 41°50' i 42°45' severne
geografske §irine i 16° i 17° istoéne geografske duzine. Vinogradi Cemovskog polja podignuti su na
plitkim, skeletnim zemljistima, osun¢anim preko 2500 h sunca godiSnje. Ovi vinogradi daju grozde
vrhunskog kvaliteta sa skladnim odnosom Secera i kiselina. Razmak sadnje u vinogradu je 2,6 x 1
m (3846 cokota po hektaru) i 2,6 x 0,7 (5495 cokota po hektaru). Oblik stabala je dvokraka
horizontalna kordunica, visine 70 cm. U vinogradu je primenjena mesovita rezidba.

Ukupno 24 uzorka analiziranih vina proizvedeno je od grozda dobijenog iz tri berbe (2010, 2011 i
2012. godine). Uzorci analiziranih vina obuhvatali su kako flasirana vina, komercijalno dostupna za
Siru upotrebu, tako i vina dobijena od klonova sorte merlo i vranac proizvedenih u mikrovinifikaciji
(Tabela 1). Klonovi sorte merlo introdukovani su iz VCR Reuscedo-lItalija, dok su klonovi sorte
vranac selekcionisani u kompaniji ,,13. jul Plantaze” a.d. Podgorica. Proizvodnja komercijalnih vina
obavljena je na standardizovan nacin koris¢enjem moderne tehnologije i uz regulisanje temperature
prilikom proizvodnje vina. Faze u proizvodnji ispitivanih komercijalnih vina su: berba i transport
grozda, muljanje grozda, sulfitacija, presovanje odnosno cedenje, dodavanje kvasaca i upotreba
enoloskih sredstava, bistrenje Sire, alkoholna fermentacija uz kontrolisanje i regulaciju temperature,
pretakanje, odlezavanje vina, bistrenje i stabilizacija vina, filtriranje i punjenje vina u staklenu
ambalazu.
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Tabela 1. Spisak analiziranih uzoraka.

Redni br. Vino Godiste Tip Oznaka
1 kaberne sovinjon 2010 komercijalno vino CS 10
2 kaberne sovinjon 2011 komercijalno vino CsS11
3 kaberne sovinjon 2012 komercijalno vino CS12
4 merlo 2010 komercijalno vino Me 10
5 merlo 2011 komercijalno vino Me 11
6 merlo 2012 komercijalno vino Me 12
7 merlo 2010 klon VCR1 VCR1 10
8 merlo 2010 klon VCR101 VCR101 10
9 merlo 2011 klon VCR1 VCR1 11
10 merlo 2011 klon VCR101 VCR101 11
11 vranac 2010 komercijalno vino Vr 10
12 vranac 2011 komercijalno vino Vril
13 vranac 2012 komercijalno vino Vr 12
14 vranac 2010 Klon | Cl 10
15 vranac 2011 Klon | Cl11
16 vranac 2012 Klon | Cl12
17 vranac 2010 Klon Il Cll10
18 vranac 2011 Klon II Cll 10
19 vranac 2012 klon 11 Cll 10
20 vranac 2010 Klon 111 ClIl 10
21 vranac 2011 klon 111 CIll 10
22 vranac 2012 Klon 111 ClIll 10

Primena svih enoloskih postupaka i enoloskih sredstava, kao i upotreba opreme i sudova u
proizvodnji obezbedjuju visok kvalitet vina (Slika 17).
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Slika 17. Dijagram proizvodnje crvenog vina

Sva vina klonova ispitivanih sorti proizvedena su u mikrovinifikaciji po protokolu za crvena
vina. Nakon ru¢ne berbe grozda vinifikacija je radena u Ganimede tankovima (vinifikatorima) uz
dodatak kalijum meta-bisulfita (Agroterm KFT, Madarska) 8 g na 100 kg grozda [158]. Koris¢ene
su standardne enoloske tehnike. Svi enzimi, vinski kvasac, mle¢no kiselinske bakterije, kao 1
nutrijenti kvasca poruceni su od Lallemand, Australija. Tokom vinifikacije koris¢eni su:
komercijalni kvasac Enoferm BDX (30 g/100 L), nutrijent za kvasac Go-ferm protect (30 g/hl),
enzim za maceraciju Lalvin EX-V (2 g/100 kg), kao i nutrijent kvasca za fermentaciju Fermaid E
(25 g/100 L). Komercijalna mle¢nokiselinska bakterija Lalvin VP41 kori$éena je za inokulaciju u
toku malolakticne fermentacije. Nakon zavrSene malolakticne fermentacije, radena je hladna
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stabilizacija na -5 °C (3-4 nedelje), pretakanje, odleZzavanje i flasiranje vina. Po dobijanju od
kompanije ,,13. jul Plantaze” a.d., Podgorica, uzorci vina ¢uvani su na 10 °C i analizirani odmah
nakon otvaranja.

3.2. Odredivanje sadrzaja ukupnih fenola

Sadrzaj ukupnih fenola u ispitivanim uzorcima vina odredivan je pomocu kolorimetrijske
Folin—Ciocalteu (FC) procedure koju je Singleton, 1998. godine [159] prilagodio analizi vina. Ova
metoda se zasniva na prenosu elektrona u baznoj sredini sa fenolnih jedinjenja na kompleksnu
smesu fosfovolframove (H3PW1204) i fosfomolibdenove kiseline (H3zPMo012040). Proizvodi
redukcije su oksidi volframa (Ws0O23) i molibdena (MogO23) koji su plave boje i apsorbuju svetlost u
vidljivom regionu u opsegu 715-750 nm. Iako tac¢na priroda FC-reakcije nije poznata, smatra se da
postupna, reverzibilna jedno ili dvo-elektronska redukcija dovodi do stvaranja plavo obojenih vrsta
kao §to je (PMoWi11O40)* [160]. Intenzitet apsorpcije svetlosti na datoj talasnoj duzini
proporcionalan je koncentraciji ukupnih fenola u ispitivanim rastvorima. Medunarodna organizacija
za vinovu lozu i vino (Office International de la Vigne et du Vin (OIV)), koja sertifikuje specifi¢ne
metode u analizi vina, prihvatila je FC metodu kao standardnu proceduru u analizi vina [161].

Analizirana vina su razblazena dejonizovanom vodom tako da se postigne razblazenje u
kom bi merena apsorbancija nakon reakcije sa FC reagensom bila izmedu 0,2 i 0,7. U 200 pL
razblazenog rastvora vina dodato je 1000 uL FC reagensa prethodno razblazenog destilovanom
vodom u proporciji 1:10. Nakon 6 min stajanja u mraku, u reakcionu smesu je dodato 800 uL 7,5%
rastvora natrijum karbonata, promuckano vorteksom i ostavljeno da reaguje naredna 2 h u mraku.
Nakon reakcije merena je apsorbancija reakcione smese na 740 nm spektrofotometrom (GBC Cintra
40). Ista procedura kori$éena je za Cetiri razli¢ite koncentracije standardnog rastvora galne kiseline
(10, 20, 50 i 100 pg/mL). Sva merenja su radena u triplikatu. SadrZzaj ukupnih fenola u vinima
izracunat je iz standardne krive galne kiseline, a izrazen je u ekvivalentima galne kiseline (mg
GAE/L).

3.3. Odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida

Sadrzaj ukupnih flavonoida u uzorcima vina odredivan je spektrofotometrijskom metodom,
koris¢enjem aluminijum(l11)-hlorida kao reagensa [162]. Ova kolorimetrijska metoda zasniva se na
stvaranju stabilnih kompleksa aluminijum(lll)-hlorida sa C-4 keto grupom i C-3 ili C-5
hidroksilnom grupom flavona i flavonola (Slika 18). Osim toga, aluminijum(lll)-hlorid stvara
komplekse sa orto dihidroksilnim (kateholskim) grupama u A ili B prstenu flavonoida [163].
Apsorbancija svetlosti od strane formiranih kompleksa prati se na 410-440 nm.

Slika 18. Moguc¢a mesta gradenja kompleksa metala i kvercetina [164]
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Za potrebe ovog testa uzorci analiziranih vina su razblazeni dejonizovanom vodom na isti
nacin kao prilikom izvodenja FC testa. Nakon toga, napravljena je reakciona smesa od 1,0 mL
uzorka, 50 pL 10% rastvora AICIs reagensa, 50 pL 1 M rastvora CH3COOK i 1400 pL
dejonizovane vode. Nakon 30 min trajanja reakcije, merena je absorbancija reakcione smese na 410
nm. Ista procedura primenjena je u analizi pet razli¢itih koncentracija standardnog rastvora rutina
(10, 20, 25, 50 i 100 mg/L). Sadrzaj ukupnih flavonoida u vinima izrazen je u ekvivalentima rutina
(mg RTE/L) izra¢unatim iz standardne krive ovog jedinjenja. Sva merenja uradena su u triplikatu.
Absorbancija je merena spektrofotometrom, model GBC Cintra 40.

3.4. Odredivanje sadrZzaja monomernih antocijana

Za odredivanje koncentracije monomernih antocijana u ispitivanim uzorcima vina kori$éena
je brza i jednostavna procedura, pH diferencijalna metoda. Ova metoda se zashiva na strukturnoj
promeni hromofore antocijana u zavisnosti od pH. Ta izmena moZe Se izmeriti optickom
spektroskopijom [59]. Promenom pH, antocijani se reverzibilno strukturno menjaju, $to se moze
primetiti upecatljivo razli¢itim apsorpcionim spektrima. Na pH 1,0 antocijani su zastupljeni u formi
obojenog oksonijum jona, dok je na pH 4,5 zastupljenija bezbojna poluketalna forma (Slika 19).
Sama pH diferencijalna metoda zasniva se na datoj reakciji izmene.
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Slika 19. Forme antocijana pri razli¢itim pH sredine [165]

U cilju odredivanja sadrzaja monomernih antocijana analizirana vina su razblazena na dva
nacina: 0,025 M rastvorom KCI pH 1 i 0,4 M rastvorom acetatnog pufera pH 4,5, kako bi se dobila
apsorbancija finalnih rastvora izmedu 0,2 i 0,7. Nakon 15 min merene su apsorbancije dobijenih
rastvora na 520 nm i 700 nm. Ukupni sadrzaj antocijana izracunat je pomocu sledece jednacine (6):

Monomerni antocijani (mg/L cyd-3-glu) = A x MW x DF x1x 1000/ ¢ (6)
A = [(As20nm — A700nm) pH 1,0] — [(As20nm — A700nm) pH 4,5]

Gde je ,,A” apsorbancija; MW je molekulska masa za cijanidin-3-glukozid (449,2 g/mol); ,,DF” je
faktor razblazenja; ,,1” je duzina predenog puta zraka svetlosti izrazena u cm; ,,&” je molarni
ekstinkcioni koeficijent za cijanidin-3-glukozid koji iznosi 26 900 LmolZcm™. Apsorbancija
dobijenih rastvora vina merena je spektrofotometrom GBC Cintra 40. Dobijene vrednosti su
izrazene kao sadrzaj cijanidin-3-glukozida [166].
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3.5. Odredivanje sadrzaja tanina

Sadrzaj tanina u uzorcima vina odredivan je metodom koja se zasniva na precipitaciji tanina
govedim serum albuminom. U ovu svrhu kori$éena je originalna metoda Harbertson-a i saradnika,
2002 [167] sa modifikacijama objavljenim u radu Fernandez i Agosin, 2007 [168].

Koli¢ina od 200 pL crvenog vina razblazena je 2 puta puferom koji se sastojao od 12%
etanola i 5 g/L kalijum-bitartarata, pH 3,3. Zapremina od 500 pL razblaZzenog vina pomesano je sa 1
mL rastvora BSA (u 200 mM natrijum acetatnom puferu, pH 4,9). Nakon stajanja 15 min na sobnoj
temperaturi uzorci su centrifugirani 10 min na 12000 g, pri ¢emu pada tanin-protein precipitat.
Dobijeni supernatant je odbacen, dok je talog ispran sa po 500 pL acetatnog pufera. Nakon
ponovnog centrifugiranja 5 min na 10000 g, dobijeni talog je rastvoren u 875 plL smese 5% (v/v)
trietanolamina i 5% SDS-a (w/v) u vodi. Nakon inkubiranja 10 min na sobnoj temperaturi, oCitana
je apsorbancija na 510 nm, Sto predstavlja pozadinsku apsorbanciju. Nakon toga u rastvore je
dodato po 125 pL 10 mM gvozde (III) hlorida u 10 mM hlorovodoni¢noj kiselini. Nakon
reagovanja 10 min na sobnoj temperaturi, merena je finalna apsorbancija na 510 nm. Sadrzaj tanina
je izrazen u ekvivalentina katehina (mg CE/L) u odnosu na standardnu krivu napravljenu
kori$é¢enjem standarda (+)-katehina.

3.6. Odredivanje fenolnog profila

U cilju detekcije 1 kvantifikacije polifenolnih jedinjenja u vinu koris¢ena je tecna
hromatografija sa ultraljubicastim detektorom sa nizom fotodioda (PDA) i masenim detektorom sa
tri analizatora — trostruki kvadrupol (engl. triple quadrupole — QQQ).

Nakon filtriranja po 10 pL svakog od ispitivanih uzoraka vina kroz Econofilter veli¢ine pora
0,22 um (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD), uzorci vina direktno su ubrizgavani u te¢ni
hromatograf (Waters Acquity UPLC H-Class; WAT-176015007; Milford, MA SAD) sa PDA
detektorom (Waters 2998 PDA), povezan sa MS detektorom (Waters TQ (Tandem Quadrupole,
WAT-176001263). Za dobijanje 1 procesuiranje podataka koriS¢en je MassLynx V4.1 softver.

ZORBAX Eclipse XDB C18 kolona (150 x 4,6 mm; 5um) upotrebljena je za razdvajanje
polifenolnih jedinjenja. Za analizu datih jedinjenja korisc¢eni su rastvori 0,2% (v/v) mravlje kiseline
u dejonizovanoj vodi (rastvor A) i acetonitril (rastvor B).

Primenjen je slede¢i elucioni program:
0-20 min (5-16% B), 20-28 min (16-40% B), 28-32 min (40-70% B), 32-36 min (70-98 %
B), 36-45 min (98% B), 45-46 min (98-5% B), 46-55 min (5% B).

Temperatura kolone odrzavana je na 25 °C, dok je brzina protoka mobilne faze bila 0,7
mL/min. PDA detektor, opsega 190-600 nm, i maseni detektor koris¢eni su za analiziranje i
kvantifikaciju razdvojenih fenolnih jedinjenja.

Uslovi rada na masenom detektoru bili su sledeci:
Temperatura elektrosprej jonskog izvora: 150 °C, napon na kapilari: 3,5 kV, napon na
konusu: 20-60 V, koliziona energija: 10-56 eV.

IntelliStart odeljak iz MassLynx V4.1. softvera koriS¢en je za podesSavanje uslova na

masenom spektrometru (MS). Retenciona vremena, UV maksimumi i mod za pracenje visestruke
fragmentacije (engl. Multiple Reaction Monitoring — MRM) u toku elektrosprej jonizacije u
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negativnom (ESI-) i pozitivnom (ESI+) modu koris¢eni su za identifikaciju i kvatifikaciju
pojedinac¢nih fenolnih jedinjenja.

Kvantifikacija fenolnih jedinjenja uradena je kori$¢enjem rastvora komercijalno dostupnih
standardnih jedinjenja. Kalibracione krive dobijene su ubrizgavanjem razli¢itih koncentracija
standardnih rastvora, pod istim uslovima koji su vazili i za analizu fenolnih jedinjenja u uzorcima
vina. Standardne krive, pak, definisane su povrsinom ispod pika za svaki izdvojeni jonski prelaz
odredenog fenolnog jedinjenja iz standardnog rastvora u ESI modu. Obzirom da standardna
jedinjenja tP i cP nisu bila dostupna, ova jedinjenja kvantifikovana su koris¢enjem standardnih
krivih njihovih aglikona tR i cR.

3.7. Odredivanje elementalnog profila

Za odredivanje koncentracije makroelemenata (Ca, Na, K, Mg i Fe) kori§¢en je opticki
emisioni spektometar sa indukovano spregnutom plazmom (engl. inductively coupled plasma
optical emission spectrometry — ICP-OES (Thermo Scientific, UK), model iCAP-6500 Duo, koji
poseduje CID86 ¢ip detektor.

Ovaj instrument radi sekvencijalno sa dvostrukom konfiguracijom plamenika (radijalnom i
aksijalnom). Ceo sistem kontrolisan je pomoc¢u Iteva softvera. Instrumentalni uslovi, kao i
selektovane talasne duzine date, su u Tabeli 2.

Tabela 2. Instrumentalni uslovi za odredivanje koncentracije makroelemenata pomocu uredaja ICP-
OES.

Spektrometar ICAP 6500 Thermo scientific
Rasprsivac koncentri¢ni
Komora za rasprSivanje ciklonska
Snaga generatora (W) 1150
Brzina protoka noseceg gasa — argona

) 12

(L/min)

Brzina protoka pomoc¢nog gasa — argona

) 0,5

(L/min)
Brzina protoka rasprsivaca (L/min) 0,5
Brzina unosenja uzorka (mL/min) 1,0

Detektor CID86

Fe (259,9); Na (589,5); Ca (373,6);

Odabrane talasne duzine (nm) Mg (279,5): K (766,4)

Odredivanje koncentracije preostalih Sesnaest mikroelemenata, kao i elemenata prisutnih u
tragovima, uradeno je na masenom spektometru sa indukovano spregnutom plazmom (engl.
Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry — ICP-MS), iCAP Q, Thermo Scientific X series 2.

Dato merenje uradeno je na osnovu prethodno opisane metode [169], dok je ceo sistem

kontrolisan pomocu softvera Qtegra Instrument Control. 1zotopi odredivanih elemenata prikazani su
u Tabeli 3.
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Tabela 3. Mereni izotopi i uslovi rada na ICP-MS instrumentu prilikom merenja koncentracije
mikroelemenata i elemenata prisutnih u tragovima.

Elementi Mereni izotopi

Al 27

\/ 51

Cr 53

Mn 95

Co 59

Ni 60

Cu 65

Zn 66

As 75

Se 82

Ag 109

Cd 112

Sb 121

Ba 138

Ti 205

Pb 208
Snaga generatora (W) 1548

Brzine protoka gasa (L/min)  13,90; 1,09; 0,80
Vreme akvizicije (sek) 3 x50
Broj ocitavanja intenziteta 3
pika

Integraciono vreme (nsek) 10

Mod detektora Pulsni
Broj ponavljanja 3

Multielementni osnovni rastvor (Merck, Darmstadt, Nemacka) koji je sadrzao po 1,000 g/L
svakog od makroelemenata koriS¢en je za pripremanje standardnih serija rastvora za ICP-OES
analizu uzoraka, dok je multielementni osnovni rastvor od po 10 mg/L od svakog od preostalih
Sesnaest mikroelemenata i elemenata prisutnih u tragovima kori§¢en za pripremu standardnih serija
rastvora koji ¢e se koristiti za ICP-MS merenja. *°Sc, 1°In i *°Tb koris¢eni su kao interni standardi
i oni su pripremljeni od smese rastvora referentnih internih standarda (engl. Internal Standard Mix
solution) (VHG standardi, Manchester, Velika Britanija).

Uzorci su prilikom analize razblazeni u odnosu 1:10 (v/v) dejonizovanom vodom,
dobijenom Millli-Q sistemom, koja je sadrzala 2% (v/v) azotnu kiselinu (Merck, Darmstadt,
Nemacka). Standardni rastvori su pripremljeni u 1% (v/v) rastvoru etanola (Merck, Darmstadt,
Nemacka) koji je takode sadrzao 2% (v/v) azotnu kiselinu.

3.8. Odredivanje antioksidativne aktivnosti

Antioksidativna aktivnost analiziranih uzoraka vina ispitivana je pomocu osam razlicitih
metoda. In vitro anti-DPPH radikalska aktivnost merena je spektrofotometrijskom i EPR metodom.
Takode su spektrofotometrijski ispitane i anti-ABTS, anti-hidroksil i anti—superoksid radikalska
aktivnosti. Uz to uraden je i FRAP test za analizirane uzorke vina. In vitro, antioksidativna
aktivnost ispitivana je i koris¢enjem cikli¢éne voltametrije i klasi¢ne polarografije. Kona¢no, U
ispitivanju antioksidativnog potencijala ispitivanih uzoraka vina u ovom radu se otiSlo korak dalje,
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uradena je i relevantna studija antioksidativne aktivnosti odabranih uzoraka crvenog vina sorte
merlo u kulturi ¢elija S. cerevisiae.

3.8.1. Anti-DPPH radikalska aktivnost

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal ili DPPH" je stabilan radikal koji se koristi u analizi
antioksidativnog kapaciteta rastvora [170,171]. Njegova stabilnost proizilazi iz delokalizacije
slobodnog elektrona kroz molekul rezonancijom. Zbog toga je njegov maksimum apsorpcije u
vidljivoj oblasti, na 517 nm (Slika 20). Rastvoren u metanolu ili etanolu, DPPH" moze biti
detektovan, izmedu ostalog, apsorpcionom (UV-Vis) ili elektron paramagnetnom rezonancionom
(EPR) spektroskopijom.

ljubigasto Zuto

Slika 20. DPPH radikal (DPPH") i njegova neutralna forma (DPPH-H)

3.8.1.1. UV-Vis spektrofotometrija

Antiradikalska aktivnost ispitivanih uzoraka vina ispitivana je koris¢enjem DPPH testa.
Ovaj test se odnosi na pracenje antioksidativnog kapaciteta ispitivanih rastvora koji se zasniva na
neutralisanju DPPH radikala. U samom testu prati se redukcija ljubi¢asto obojenog DPPH radikala
u zuto obojenu redukovanu formu DPPH-H (Slika 21). U tu svrhu koris¢ena je modifikovana
metoda Blois-u (1958) [170].
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Slika 21. Struktura DPPH radikala i njegova redukcija antioksidantima
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Uzorci vina razblazeni su dejonizovanom vodom tako da merena apsorbancija datog
rastvora nakon reakcije sa DPPH radikalom bude u opsegu 0,2 — 0,7. Zapremina od 200 pL rastvora
vina pomeSana je sa 1800 uL metanolnog rastvora DPPH (koncentracije 0,04 mg/mL). Reakciona
smesa je ostavljena da reaguje 30 min u mraku na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije, merena je
apsorbancija reakcione smese (zaostalog DPPH radikala) na 517 nm spektrofotometrom (GBC
Cintra 40). Sposobnost vina da neutraliS$e DPPH radikal izrac¢unata je slede¢om jednacinom (7):

DPPH (%) = [1 - Ax / Ag] x 100 (7)

gde je Ao apsorbancija kontrole (umesto vina u reakcionu smesu je dodata dejonizovana voda), dok
je Ax apsorbancija preostalog DPPH radikala nakon reakcije sa razblazenim rastvorom vina. Svaki
uzorak vina analiziran je u Cetiri razlicita razblazenja a svako razblazenje analizirano je u triplikatu.
Rezultati su izrazeni kao vrednosti ECso? (recipro¢no razblazenje uzorka vina koje neutralise 50%
DPPH"), koje su odredene sa grafika zavisnosti procenta aktivnosti neutralisanja DPPH radikala u
odnosu na razblazenje uzoraka vina izrazeno u procentima.

3.8.1.2. EPR spektroskopija

Proces rezonantne apsorpcije mikrotalasnog zracenja u homogenom magnetnom polju, u
sistemima Kkoji poseduju najmanje jedan nespareni elektron detektuje se rezonantnom
spektroskopskom metodom, elektronskom paramagnetnom rezonancijom (EPR). U cilju ispitivanja
anti-DPPH radikalske aktivnosti, DPPH je najpre rastvoren u metanolu do 40 nM finalne
koncentracije. Smesa DPPH i vina (1:1, v/v) inkubirana je 15 min i sadrzaj preostalog DPPH
radikala meren je EPR spektroskopijom [172]. EPR spektri dobijeni su koris¢enjem Varian E104-A,
X-band ESR spektrometra (Varian, Polo Alto, CA, SAD) pri radnim uslovima prikazanim
u Tabeli 4.

Tabela 4. Radni uslovi na EPR spektrometru.

Magnetna indukcija polja 3390 G
Opseg snimanja 100 G
Modulacija frekvencije 100 kHz
Modulacija amplitude 2G
Vremenska konstanta 32 ms
Mikrotalasna snaga 10 mW
9,50 £ 0,02 GHz

Mikrotalasna frekvencija (podeSeno za svaki uzorak)

Eksperiment je izvoden na sobnoj temperaturi (22 °C). Dobijanje i obrada spektara uradena
je pomocu EW softvera (Scientific Software, Bloomington, IL, SAD), dok su ostale analize radene
pomoc¢u MatWorks Matlab 2010a. Merenja su radena u triplikatu. Dobijeni rezultati izraZeni su kao
procenat smanjenja signala.

3.8.2. Anti-ABTS radikalska aktivnost

ABTS test se zasniva na ispitivanju anti-ABTS [2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-
sulfonska kiselina)] radikalske aktivnosti. U okviru ovog testa prati se redukcija zeleno—plave boje
stabilne radikalske katjonske hromofore 2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6 sulfonata) (ABTS™),
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koja nastaje procesom oksidacije u prisustvu kalijum persulfata, i ima apsorpcioni maksimum na
734 nm (Slika 22). U tu svrhu korisc¢ena je modifikovana metoda Re-u i saradnicima 1999 [173].

Kalijm persulfat

*

Slika 22. Princip testa ABTS [174]

Radni rastvor napravljen je mesanjem 7 mM ABTS rastvora sa 2,4 mM rastvorom kalijum
persulfata u odnosu 1:1 (v/v). Radni rastvor je ostavljen da stoji 14 h na sobnoj temperaturi u
mraku. Nakon toga 1,5 mL radnog rastvora razblazeno je sa 50 mL metanola kako bi se dobila
apsorbancija oko 0,7 mereno na 734 nm. Ispitivani uzorci crvenog vina su za potrebe ovog
eksperimenta razblazeni 25, 50, 75 i 100 puta. Zapremina od 1 mL radnog rastvora ABTS pomesan
je sa 100 puL uzorka vina razliitog razblazenja. Nakon 6 min merena je apsorbancija date reakcione
smese na 734 nm. Procenat inhibicije, tj. sposobnost vina da neutraliSe ABTS radikal izra¢unata je
slede¢om jednacinom (8):

ABTS (%) = [1 - Ax / Ag] x 100 (8)

gde je Ao apsorbancija kontrole (umesto vina u reakcionu smesu je dodata dejonizovana voda), dok
je Ax apsorbancija preostalog ABTS radikala nakon reakcije sa razblaZenim rastvorom vina. Svaki
uzorak vina analiziran je u Cetiri razliCita razblazenja a svako razblazenje je analizirano u triplikatu.
Rezultati su izrazeni kao vrednosti ECso? (reciproéno razblaZenje uzorka vina koje neutralise 50%
ABTS"), koje su odredene sa grafika zavisnosti procenta aktivnosti neutralisanja ABTS radikala u
odnosu na razblaZenje uzoraka vina izrazeno u pL™.

3.8.3. Anti-hidroksil radikalska aktivnost

Test odredivanja anti—hidroksil radikalske aktivnosti zasniva se na gradenju
trifenantrolinskog kompleksa koji nastaje izmedu Fe?* i fenantrolina u odsustvu vodonik peroksida
(Slika 23 (A)). Naime, vodonik peroksid, koji je sastavni deo reakcione smeSe doveo bi do
oksidacije Fe?* u Fe®" ¢ime bi bilo onemoguéeno stvaranje datog kompleksa (Slika 23 (B)).
Medutim, u prisustvu antioksidativnih vrsta iz crvenog vina, koje imaju sposobnost da neutralisu
vodonik peroksid, dolazi do njegovog uklanjanja iz rastvora i do ponovnog gradenja
trifenantrolinskog kompleksa (Slika 23 (C)). Test je izvoden prema modifikovanoj metodi Li-a i
saradnika 2008 [175].
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Slika 23. Mehanizam anti—hidroksil radikalskog testa

Za potrebe testa napravljena su po 4 razblazenja svakog od analiziranih vina (25, 50, 75 i
100 puta). Reakciona smesa je sadrzala po 200 pL odgovarajuéeg razblazenja vina, 3 mM rastvora
1,10-fenantrolina (rastvorenog u 20 mM fosfatnom puferu pH 7,4), 3 mM FeSO4 i 0,02% H20..
Smesa je inkubirana 1 h na 37 °C, nakon ¢ega je merena apsorbancija na 536 nm. Apsorbancija je
merena i u rastvorima blanka (koji je sadrzao samo rastvore fenantrolina i FeSOs), kao i u
kontrolnom uzorku (koji je sadrzao sve osim ispitivanog uzorka). Anti—hidroksil radikalska
aktivnost, izrazena kao procenat inhibicije, izraCunata je slede¢om jednac¢inom (9):

(%) = [(As — Ac) / (Ao — Ac)] x 100 9)

gde je As apsorbancija uzorka (reakcione smese), Ac apsorbancija kontrole, a Ao apsorbancija
blanka. Svaki uzorak vina je analiziran u Cetiri razlicita razblazenja a svako razblazenje analizirano
je u triplikatu. Rezultati su izraZeni kao vrednosti ECso™ (recipro¢no razblaZenje uzorka vina kKoje
neutraliSe 50% hidroksil radikala), koje su odredene sa grafika zavisnosti procenta aktivnosti
neutralisanja hidroksil radikala u odnosu na razblaZenje uzoraka vina izrazeno u uL™.

3.8.4. Anti-superoksid anjon radikalska aktivnost

Za potrebe ovog eksperimenta superoksidni anjon je generisan u neenzimskom PMS (engl.
phenazine methosulphate) — NADH (engl. nicotinamide adenine dinucleotide - redukovana forma)
sistemu oksidacijom NADH. Pri oksidaciji NADH dolazi do istovremene redukcije NBT (engl.
nitroblue tetrazolium) u plavo obojeni formazan, ¢ija je apsorbancija pracena na 560 nm (Slika 24)
[176]. Sposobnost uzoraka vina da neutralisu formirani superoksid radikal racuna se iz smanjenja
apsorbancije nastalog formazana u odnosu na kontrolu u kojoj nema uzorka. U ovu svrhu koris¢ena
je modifikovana metoda Liu-a i saradnika [177].
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Slika 24. Mehanizam testa za ispitivanje anti—superoksid radikalske aktivnosti [176]

Reakciona smes$a je napravljena meSanjem sledecih reagenasa: 600 pL 20 mM Tris-HCI
pufera pH 8,3, 100 pL razblazenog uzorka vina (20, 30, 50 1 75 puta), 100 uL 0,5 mM rastvora
NBT, 100 pL 0,78 mM rastvora NADH i1 100 pL 0,1 mM rastvora PMS. Reakciona smesa je
inkubirana 5 min na 37 °C. Nakon toga merena je apsorbancija dobijenih rastvora na 560 nm u
odnosu na odgovaraju¢i blank (sve u reakcionoj smesSi osim PMS). Procenat inhibicije, t].
sposobnost vina da neutraliSe superoksid radikal izracunata je sledecom jedna¢inom (10):

SO (%) = [1 - Ax / Ag] x 100 (10)

gde je Ao apsorbancija kontrole (umesto vina u reakcionoj smesi je iskoris¢en Tris-HCI pufer), dok
je Ax apsorbancija nagradenog formazana u reakcionoj smeSi sa dodatim rastvorom vina
odgovarajuceg razblazenja. Svaki uzorak vina je analiziran u Cetiri razliita razblazenja a svako
razblazenje je analizirano u triplikatu. Rezultati su izrazeni kao vrednosti ECso™ (recipro¢no
razblaZzenje uzorka vina koje neutraliSe 50% O2" ), koje su odredene sa grafika zavisnosti procenta
aktivnosti neutralisanja O," ~ radikala u odnosu na razblazenje uzoraka vina izrazeno u pL™.

3.8.5. Metoda FRAP

Test FRAP (engl. Ferric Reducing Anti-oxidant Power) zasniva se na sposobnosti
analiziranih uzoraka vina da, u kiseloj sredini, redukuju Fe(lll) tripiridil triazin kompleks do Fe(ll)
kompleksa koji je intenzivno plavo obojen i ¢ija se apsorbancija prati na 593 nm (Slika 25). Pri
izvodenju datog testa pracena je originalna metoda Benzie and Strain, 1996 uz modifikacije [178].
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Slika 25. Princip FRAP testa
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Radni FRAP rastvor dobijen je mesanjem 75 mL 0,3 M acetatnog pufera pH 3,6; 7,5 mL 10
mM TPTZ (engl. 2,4,6-tripyridyl-s-triazine) i 7,5 mL 20 mM FeCls. Radni rastvor je preinkubiran
na 37 °C. Reakciona smesSa je dobijena meSanjem 950 uL. FRAP reagensa sa 50 pL ispitivanih
uzoraka vina razblazenih 50 puta. Nakon toga sledilo je inkubiranje na 37 °C, 10 min i oCitavanje
apsorbancije na 593 nm. Od dobijene apsorbancije oduzeta je apsorbancija kontrole koja je umesto
uzorka sadrzala koris¢eni pufer. Redukcione sposobnosti datih uzoraka vina izrazene su u odnosu
na ekvivalente askorbinske kiseline (mg askorbinske kiseline/mL vina).

3.8.6. Cikli¢na voltametrija

Kvantifikacija elektrohemijskih osobina antioksidanata prisutnih u razli¢itim uzorcima vina
kao i odredivanje antioksidativnog kapaciteta uzoraka pomoc¢u Q parametara, uradeno je metodom
cikli¢ne voltametrije. Cikli¢ni voltamogrami snimljeni su na CHI760 B uredaju (CHInstruments,
Austin, Teksas, SAD). Radna troelektrodna ¢elija sadrzala je staklenu (GC) elektrodu (Model CHI
104), pomoénu platinsku elektrodu velike povrsine (Model CHI221), kao i Ag/AgCl referentnu
elektrodu (Model CHI111). Ukupna zapremina radne celije iznosila je 5 mL. Pre svakog merenja
povrsina staklene ugljeni¢ne elektrode je bila sveze polirana aluminijumskim prahom (1,0; 0,51 0,3
um, Buehler, IL, SAD), a zatim je ispirana destilovanom vodom. Sva merenja su radena na sobnoj
temperaturi. Snimanje je radeno u okviru napona od 0 mV i 1300 mV, brzinom snimanja od 100
mV/s. Potencijal na kojem je meren maksimum struje iznosio je ~600 mV, pa je ha osnovu povrsine
ispod voltametrijskog anodnog pika izracunat Q600 faktor. Antioksidativni kompozitni indeks
(ACI) izracunat je kao procenat dobijenog Q600 faktora u poredenju sa najboljim Q600 faktorom
(vrednosti 100) prema sledecoj jednacini (11):

ACI = Q600 (uzorka) / Q600 (najbolji) x100 (11)

ACI vrednost 100 pripisana je najvecoj vrednosti Q600 faktora dobijenog u voltametrijskim
merenjima.

3.8.7. Klasi¢na polarografija

Polarografska (HPMC) metoda je, za potrebe ove doktorske disertacije, koris¢ena za
odredivanje antioksidativne aktivnosti ispitivanih uzoraka vina [179]. Ova metoda koristi kapljucu
zivinu elektrodu (KZE) kao radnu elektrodu i zasniva se na polarizaciji date elektrode sporom
promenom potencijala u sistemu sa pomoé¢nom i referentnom elektrodom. U baznim rastvorima
vodonik peroksida dolazi do nastajanja hidroksiperoksoziva (II) kompleksa (engl.
HydroxoPeroxoMercury(ll) complex — HPMC) usled ¢ega se u rastvoru javlja struja, koju meri
radna elektroda. U prisustvu antioksidativnih vrsta dolazi do smanjenja anodne struje, a samo
smanjenje proporcionalno je antioksidativnom kapacitetu rastvora. Ova metoda posebno je pogodna
za merenje antioksidativnog kapaciteta obojenih uzoraka, kao Sto je crveno vino, obzirom da nije
potrebna posebna priprema uzorka pre uvodenja u elektrohemijsku ¢eliju.

Tokom rada, praceno je smanjenje anodne struje u odnosu na postepeno dodavanje 7
dodataka od po 25 pL ispitivanih uzoraka vina, nakon ¢ega je napravljena kriva zavisnosti procenta
smanjenja anodne struje od zapremine dodatog uzorka. Nagib linearnog dela dobijene krive izraZzen
u procentualnom smanjenju anodne struje u zavisnosti od dodate zapremine uzorka, koris¢en je kao
mera antioksidativnog kapaciteta rastvora. Polarografske i-E krive dobijene su pomo¢u PAR
(Princeton Applied Research) 174A polarofrafskog uredaja sa X-Y pisacem (Houston Instruments,
Omnigraph 2000) za automatsko belezenje dobijenih krivih. U datom elektrolitickom sistemu, u
istaknutim uslovima snimanja i-E krivih (Tabela 5) koris¢ene su sledece elektrode:

37



1. Radna KZE sa kapilarnim karakteristikama m = 2,5 mg/s (masa Zive istekle iz
kapilare po sekundi) pri visini rezervoara zive od 75 cm

2. Referentna zasi¢ena kalomelova elektroda (ZKE)

3. Pomoc¢na elektroda (platinski lim)

Tabela 5. Uslovi snimanja i-E krivih.

Zapremina polarografske celije 30 mL
Vreme kapanja (t) KZE 1s
Brzina promene polarizuju¢eg napona 10 mV/s
Pocetni potencijal prema ZKE 0,1V
Strujna osetljivost 20 pA (pun otklon skale od 250 mm)
Vreme propustanja struje azota 5 min

Tokom snimanja i-E krivih, inertna atmosfera je odrzavana strujom azota iznad rastvora.
Homogenizacija i deaerizacija rastvora sledila je nakon dodatka svakog alikvota uzorka.

U 20 mL puferskog rastvora (Clark&Lubs (CL) pufer pH 9,8) 5 mM vodonik peroksida
dodavani su uzorci vina (7 dodataka od po 25 uL). i-E krive su snimane nakon svakog dodatka
ispitivanih vina, pri ¢emu je dolazilo do ravnomernog smanjenja osnovne struje peroksida. Procenat
smanjenja osnovne struje po svakom dodatku uzorka izracunat je na osnovu sledece jednacine (12):

% smanjenja [H202] = (1 — iir/iio) % 100 (12)

gde je: iir — visina grani¢ne vrednosti anodne struje po svakom dodatku, a ijp — visina grani¢ne
struje osnovnog anodnog pika peroksida.

Na osnovu dobijenih vrednosti nacrtan je grafik zavisnosti procenta smanjenja grani¢ne
struje od zapremine dodatog uzorka. Antioksidativna aktivnost uzoraka izrazena je kao nagib
pravolinijskog dela te zavisnosti, i izraZena je u %/mL uzoraka analiziranih vina. Ova zavisnost bila
je linearna u celom intervalu zapremine, od 25 do 175 uL.

3.8.8. Odredivanje antioksidativne aktivnosti u éelijama kvasca

Test prezivljavanja S. cerevisiae koris¢en je za ispitivanje antioksidativne aktivnosti
analiziranih vina u stanju oksidativnog stresa u ¢elijama S. cerevisiae (Zymaflore RX60 Vin Rouge
obtained from Laffort-BP 17, Francuska) izazvanog vodonik peroksidom. Celije kvasca koje su
rasle na te¢noj Sabouraud dekstroznoj podlozi, u eksponencijalnoj fazi rasta prebacene su u svezu
podlogu. Apsorbancija (Aeoo) je podesena na 0,2. Optimalna koncentracija vina odredena je serijom
razblazenja (2, 4, 6, 8 mL/100 mL). Najniza koncentracija vina koja je podrzavala rast ¢elija S.
cerevisiae u odnosu na celije izlozene 0,75 mM rastvoru vodonik peroksida odabrana je za dalje
analize.

KoriS¢ene su tri kontrolne grupe:
e etanolna kontrola (Kont, ¢elije tretirane 13% rastvorom etanola)
e vinska kontrola (Kom, C I, C II, ¢elije tretirane samo odgovaraju¢im vinom)
e H>0: kontrola (Kont + H2O; ¢elije tretirane vodonik peroksidom)
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Svaka reakciona smesa sadrzala je vino u finalnoj koncentraciji 4 mL vina na 100 mL
rastvora i vodonik peroksid (0,75 mM) koji je dodavan 15 min nakon dodatka vina. Uzorci i
kontrole inkubirani su 1 h na 28 °C uz meSanje na 160 rpm. Vijabilnost ¢elija odredivana je
zasejavanjem na Sabouraud dekstroznom agaru nakon serijskog desetostrukog razblazivanja. Na
svakoj Petri $olji nalazilo se oko 1000 kolonija S. cerevisiae. Petri Solje su inkubirane na 28 °C, 72
h i nakon toga pristupljeno je brojanju izraslih kolonija. Sposobnost prezivljavanja (engl. survival
rate — SR) od 100% odnosi se na broj kolonija S. cerevisiae izraslih na etanolnoj kontrolnoj Petri
Solji.

3.8.8.1. Priprema homogenata Celija Kvasca

Za odredivanje sadrzaja ukupnih —SH grupa (engl. total SH groups — T-SH) i izvedbu
enzimskih testova, ¢elije kvasca su pripremljene prema proceduri Lingua i saradnika (2016) [129].
Celije kvasca su lizirane u puferu za lizu ¢éelija (50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 50 mM EDTA,
pH 7,2) koris¢enjem 2 zapremine staklenih kuglica za lizu ¢elija veli¢ine 425-600 mikrona. Celije
su naizmeni¢no vorteksovane i hladene na ledu po 1 min, u okviru 8 ciklusa. Celijski ostaci su
uklonjeni centrifugiranjem brzinom od 14.000 g, na 4 °C tokom 15 min. Dobijeni supernatant
koriS¢en je za dalje analize.

3.8.8.2. Odredivanje koncentracije proteina

Koncentracija proteina u homogenatu ¢elija S. cerevisiae odredena je pomocu Pierce BCA
kita za proteine (engl. Protein Assay Kit) (Thermo Scientific, UK). Dati test zasniva se na gradenju
ljubi¢asto obojenog kompleksa izmedu bicinhoniniéne Kiseline i Cu* jona, nastalih redukcijom Cu?*
jona iz CuSO4 od strane peptidnih veza proteina u rastvoru (Slika 26). Koncentracija proteina
direktno je proporcionalna intenzitetu ljubicaste boje merenog u vidljivom delu spektra izmedu 540
1 590 nm.

Cul®

Matrijumova so

T BCA - Cu®” kompleks
bicinhoniniéne kiseline (BCA)

Slika 26. Gradenje kompleksa izmedu Cu* jona i bicinhonini¢ne kiseline

Pre pocetka eksperimenta pripremljen je BCA radni rastvor meSanjem BCA reagensa A,
koji sadrzi NaCOz, NaHCO3, bicinhonini¢nu kiselinu i Na-tartarat u 0,1 M rastvoru NaOH, i BCA
reagensa B, koji sadrzi 4% rastvor CuSOas, u odnosu 50/1 (v/v). U bunari¢ mikrotitar plo¢ice je
uneto 25 pL uzorka ili standardnog rastvora i 200 uL BCA radnog rastvora, nakon cega je sledilo
mesSanje na Sejkeru za mikrotitar ploc¢ice 30 s. Mikrotitar plo€ica je zatim poklopljena i inkubirana
30 min na 37 °C. Nakon spontanog hladenja plocice na 25 °C, merena je apsorbancija rastvora na
550 nm pomoc¢u &itada mikrotitar plodica (WALLAC 1420 - Victor? Multilabel Counter, LKB,
UK). Rastvor govedeg seruma albumina (BSA) u opsegu koncentracija 0—2 mg/mL korisc¢en je za
izracunavanje koncentracije proteina u ispitivanim uzorcima.
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3.8.8.3. Odredivanje sadriaja ukupnih —SH grupa

Sadrzaj T-SH grupa meren je Kkoris¢enjem Elmanovog reagensa [5,5'-ditiobis-(2-
nitrobenzoeva kiselina) — DTNB] [180]. Ovo jedinjenje sadrzi disulfidnu vezu koja se vrlo lako
redukuje u prisistvu slobodnih —SH grupa u reakciji izmene, pri ¢emu se stvara smeSa analitnog
disulfida uz oslobadanje jednog molekula 5-tio-2-nitrobenzoeve kiseline (TNB) (Slika 27). TNB je
odli¢na odlaze¢a grupa sa pKa tiola od 4,5. Koli¢ina od 1 mol TNB se oslobada na 1 mol — SH
grupa koji se oksiduje od strane DTNB reagensa. Stvoreni TNB anjon je intenzivne zute boje i
moze se koristiti za kvantifikaciju —SH grupa.

NO,
Q R-SH NO,
|—|ooc:©/s.S esniil —= B S_/@ + R-SS-R

COOH
O,N

2-Nitro-5-merkapto-

DTNE benzoeva kiselina

Slika 27. Reakcija izmedu —SH grupa i EImanovog reagensa (DTNB)

20 pL uzoraka/standarda pomesano je sa 75 pL dilucionog pufera (30 mM Tris HCI, 3 mM
EDTA, pH 8,2), 25 uL 3 mM rastvora DTNB reagensa i 400 uL metanola. Nakon centrifugiranja
pri brzini od 3,000 g u trajanju od 5 min na sobnoj temperaturi, supernatanti su prebaceni u
mikrotitar plo¢icu sa ravnim dnom. Finalna apsorbancija merena je na 412 nm pomocu ¢itaca
mikrotitar plo¢ica (WALLAC 1420 - Victor? Multilabel Counter, LKB, UK). Standardna kriva
dobijena na bazi razli¢itih koncentracija standardnog rastvora GSH (u opsegu 0-1000 pM)
omogucila je kvantifikaciju grupa T-SH.

3.8.8.4. Odredivanje aktivnosti glutation peroksidaze

Aktivnost enzima glutation peroksidaze (GPx) merena je pomoc¢u Ransel enzimskog kita
(Randox Laboratories, Crumlin, UK) po uputstvu proizvoda¢a uz manje modifikacije. Sam kit se
zasniva na ¢injenici da GPx Katalizuje oksidaciju GSH od strane hidroperoksida (13). U prisustvu
enzima GR i NADPH, oksidovani glutation (GSSG) se odmah prevodi u redukovanu formu uz
istovremenu oksidaciju NADPH, kao koenzima, do NADP* (4).

GPx
2GSH + ROOH — ROH + GSSG + H20 (13)

Aktivnost GPx se prati posredno odredivanjem pada u apsorbanciji na 340 nm (apsorpcioni
maksimum NADPH).

Zapremina od 30 pL uzorka je pomesana sa 15 puL hidroperoksida i 174 pL destilovane
vode. Odmah nakon dodatka 174 pL reagensa koji sadrzi GSH, GR i NADPH merena je
apsorbancija na 340 nm na svakih 30 s u toku ukupno 180 s spektrofotometrom S-30 Boeco
(Boeckel Co KG, Hamburg, Nemacka). Za slepu probu koris¢ena je ista reakciona smeSa uz
dodatak destilovane vode umesto uzorka. Aktivnost GPx izrazena je kao jedinica aktivnosti (U) po
gramu proteina koris¢enjem sledece jednacine (14):

Aktivnost = (AAUZ - AAbI) X Vuk / 6,22 X Vuz X Cp (14)
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gde je:
AA; — promena apsorbancije uzorka po minutu
AAsp — promena apsorbancije slepe probe po minutu
Vuk —ukupna zapremina reakcione smese u pL
Vuz —zapremina uzorka u pL
Cp —koncentracija proteina u mg/mL
6,22 — molarni ekstinkcioni koeficijent za NADPH (6,22 uM™ cm™)

3.8.8.5. Odredivanje aktivnosti glutation reduktaze

Aktivnost enzima glutation reduktaze (GR) odredena je koris¢enjem BIOXYTECH
enzimskog kita (OXIS International Foster City, SAD), prema uputstvima proizvodaca uz manje
modifikacije. Ovaj test bazira se na redukciji GSSG do GSH u prisustvu NADPH kao kofaktora (4).
Pad apsorbancije na 340 nm, usled prevodenja NADPH u NADP*, proporcijalan je aktivnosti GR.

Zapremina od 20 pL uzorka razblaZena je sa 70 pL rastvaraca. Nakon toga u smesu je
dodato 180 uL. GSSG i 180 uL. NADPH. Odmah nakon dodatka NADPH merena je apsorbancija na
340 nm, na svakih 30 s u toku naredna 4 min pomocu spektrofotometra S-30 Boeco (Boeckel Co
KG, Hamburg, Nemacka). Za slepu probu umesto uzorka koris¢en je kalijum-fosfatni pufer koji je
sadrzan u okviru samog kita. Aktivnost GR je izraZzena kao U po gramu proteina koriS¢enjem
sledece jednacine (15):

Aktlvnost = (AAuz — AAbI) X Vuk / 6,22 X Vuz X Cp (15)

gde je:
AAy; — promena apsorbancije uzorka po minutu
AAsp — promena apsorbancije slepe probe po minutu
Vuk — ukupna zapremina reakcione smese u pL
Vuz — zapremina uzorka u puL
Cp —koncentracija proteina u mg po mL
6,22 — molarni ekstinkcioni koeficijent za NADPH (6,22 uM* cm™)

3.8.8.6. Odredivanje aktivnosti katalaze

Odredivanje aktivnosti katalaze (Cat) bazirano je na pracenju razgradnje vodonik peroksida,
pri Cemu je pad u apsorbanciji na 240 nm (maksimum apsorpcije vodonik peroksida)
proporcionalan aktivnosti Cat [181].

30% Rastvor vodonik peroksida rastvoren je u 0,05 M kalijum-fosfatnom puferu pH 7,0
kako bi apsorbancija finalnog rastvora vodonik peroksida bila izmedu 0,525 i 0,550. U kivetu je
nakon dodavanja 1,99 mL reakcionog rastvora vodonik peroksida dodato 10 pL uzorka i odmah
nakon toga merena je apsorbancija na 240 nm svakih 30 s naredna 4 min spektrofotometrom S-30
Boeco (Boeckel Co KG, Hamburg, Nemacka). Aktivnost katalaze raunata je prema sledecoj
jednacini (16):

AkthI’]OSt = (AAUZ — AAbI) X Vuk / 43,6 X Vuz X Cp (16)

gde je:
AA; — promena apsorbancije uzorka po minutu
AAsp — promena apsorbancije slepe probe po minutu
Vuk — ukupna zapremina reakcione smese u pL
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Vu; —zapremina uzorka u pL
Cp —koncentracija proteina u mg po mL
6,22 — molarni ekstinkcioni koeficijent za NADPH (43,6 mM™* cm™)

Aktivnost katalaze izrazena je kao jedinica aktivnosti po miligramu proteina.

3.9. Odredivanje citotoksi¢ne aktivnosti

Za potrebe ovog eksperimenta koris¢ene su Cetiri kancerske Celijske linije:

» A375 — melanomske ¢elije;

» Hela — kancerske c¢elije grli¢a materice;
» PANC-1 — kancerske celije pankreasa;
» HCT116 — kancerske ¢elije creva.

Date celije rasle su u medijumu DMEM (engl. Dulbecco's Modified Eagle Medium) (Sigma-—
Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Germany) u uslovima in vitro uz dodatak 10% fetalnog tele¢eg
seruma (Sigma—Aldrich Chemie GmbH), kao i penicilin/streptomicin antibiotske smese (Sigma—
Aldrich Chemie GmbH) u vlaznim uslovima, pri 5% kncentraciji CO2 na 37 °C (Heraeus, Hanau,
Germany).

Za potrebe eksperimenta celije su posejane u mikrotitar plo¢e sa 96 bunara (Sarstedt,
Newton, NC, USA) pri gustini od 2 x 10%. U eksponencijalnoj fazi rasta ¢elije su tretirane 5, 10 i
20% zapreminskom koncentracijom analiziranih vina sorte merlo, berba 2011 komercijalno
dostupnim vinom, VCR1 i VCR101 vinom.

Citotoksi¢nost datih koncentracija ispitivanih vina odredivana je pomoc¢u SRB testa (engl.
sulforhodamine B assay), baziranog na merenju koncentracije ukupnih proteina u ¢elijama. Naime,
ukupni proteini u ¢elijama boje se u ruzicasto usled elektrostaticke interakcije dve sulfonske grupe
negativno naelektrisanog SRB-a i baznih ostataka aminokiselina koje ulaze u sastav proteina. Test
je izveden prema metodi Skehan i saradnika, 72 h nakon tretmana vinima [182]. Sloj celija u
mikrotitar plo¢icama fiksiran je dejstvom 10% trihlorsir¢etne kiseline [engl. trichloroacetic acid
(TCA)] (Centrohem, Stara Pazova, Serbia) 1 h na +4 °C. Nakon fiksiranja mikrotitar ploc¢e su pet
puta ispirane vodom i bojene pomocu 0,4% (w/v) rastvora SRB (Sigma—Aldrich Chemie GmbH) u
1% rastvoru siréetne kiseline 15 min na sobnoj temperaturi. Nakon toga, visak boje uklonjen je
ispiranjem 1% rastvorom siréetne kiseline (Centrohem), nakon ¢ega je sledilo suSenje na vazduhu.
Boja vezana za proteine rastvorena je sa po 200 uLL 10 mM Tris baze (Sigma—Aldrich Chemie
GmbH) pH 10,5 u toku 5 min. Apsorbancija je merena na 550 nm i 690 nm (referentna talasna
duzina) pomodu ¢itaca mikrotitar ploca (Wallac, VICTOR? 1420 Multilabel counter, PerkinElmer,
Turku, Finland). Vijabilnost ¢elija nakon tretmana izrazena je u procentima u odnosu na netretirane
celije.

3.9.1. Odnos GSH/GSSG

Radi utvrdivanja prooksidativnog dejstva crvenog vina na kancerske celije, U
eksponencijalnoj fazi rasta A375 ¢elije su tretirane 5% zapreminskom koncentracijom analiziranih
vina sorte merlo, berba 2011, komercijalno dostupnim vinom, VCR1 i VCR101 vinom. Nakon 24-
casovne inkubacije melanomskih kancerskih ¢elija, ¢elije su isprane sa 3 mL hladnog 0,1 M
fosfatnog pufera pH 7,4. Nakon toga, ¢elije su tripsinizovane sa po 0,5 mL Try-EDTA, 5 min na
sobnoj temperaturi i sakupljene u 2 mL hladnog medijuma. Nakon centrifugiranja 3 min na 2000g
na sobnoj temperaturi, supernatant je odliven, a talog resuspendovan u 2 mL 0,1 M fosfatnog pufera
pH 7,4. Celije su ponovo centrifugirane na 4000 g, 10 min i nakon toga resuspendovane u 500 pL
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ekstrakcionog pufera (0,1 M kalijum-fosfatni pufer pH 7,5 koji sadrzi 5 mM EDTA, 0,1% Triton X-
100 1 0,6% sulfosalicilnu kiselinu). Celije su lizirane na ledu 30 min uz vorteksiranje. Supernatant,
dobijen centrifugiranjem na 4000 g, 20 min na 4 °C, sakupljen je u ohladene tube.

Sadrzaji redukovanog i totalnog glutationa odredeni su prema metodi Salbitani i saradnika
[183] uz modifikacije. Reakciona smesa sadrzala je 600 pL, 40 uL 0,4% DTNB i 50 uL c¢elijskog
ckstrakta/GSH standarda. U uzorku blanka umesto celijskog ekstrakta dodato je jo§ 50 upL
ekstrakcionog pufera. Nakon inkubacije od 5 min na sobnoj temperaturi izmerena je apsorbancija na
412 nm. Iz ocitane apsorbancije sa standardne krive GSH dobijena je koncentracija GSH u
reakcionim smeSama. Nakon toga u reakcionu smesu je dodato 50 uL 0,4% NADPH i 1 uL 0,5 U
glutation reduktaze. Nakon inkubacije od 30 min na sobnoj temperaturi, merena je apsorbancija na
412 nm. Iz ocitane apsorbancije sa standardne krive GSH izracunata je koncentracija ukupnog
glutationa u reakcionim smesama. Koncentracija GSSG dobijena je oduzimanjem koncentracije
GSH od koncentracije ukupnog glutationa.

Radi utvrdivanja prooksidativnog dejstva analiziranih vina, odredeni GSH/GSSG odnos u
analiziranim uzorcima poredeni su sa GSH/GSSG odnosom u kontroli (netretirane melanomske
celije).

3.10. Odredivanje antibakterijske aktivnosti

Antibakterijska aktivnost analiziranih vina sorte merlo (komercijalno dostupno vinu, vina
VCR1 i VCR101, berbe 2010. i 2011.) ispitivana je u odnosu na cetiri razli¢ita soja Gram-
pozitivnih bakterija:

> ATCC 6538 Staphylococcus aureus
> ATCC 19404 Clostridium sporogenes
> ATCC 9341 Kocuria rhizophila

> ATCC 6633 Bacillus subtilis

kao i na Cetiri odabrana soja Gram-negativnih bakterija:

> ATCC 25922 Escherichia coli

> ATCC 13315 Proteus hauseri

> ATCC 9027 Pseudomonas aeruginosa
> ATCC 10031 Klebsiella pneumoniae

Od sveze presejanih bakterijskih kultura napravljene su suspenzije u sterilnom fizioloSkom
rastvoru. Suspenzije su podeSene na 0,5 McFarlanda turbidimetrijski, $to odgovara koncentraciji od
1 x 108 bakterija/mL. Odredivanje vrednosti MIC (engl. Minimum Inhibitory Concentration)
metodom dvostrukog razblazivanja u mikrotitar plo¢i uradeno je na slede¢i nacin. Najpre je
napravljen hranljivi Mueller Hinton bujon po uputstvu proizvodaca (HiMedia, Mumbai, India). U
svaki bunar mikrotitar-plo¢e dodato je po 100 puL bujona. U prvi bunar reda dodato je po 100 uL
uzorka vina, a potom je sadrzaj dvostruko razblazen do kraja reda, tako da nanete koncentracije
vina budu u opsegu od 500 pL/mL do 0,25 pL/mL. Istim postupkom ostatak bunara u mikrotitar-
plo¢i ispunjen je ostalim uzorcima vina, 13% etanolom (kao negativnom kontrolom) i antibiotikom
amikacinom (kao pozitivhom kontrolom). U svaki od bunara dodato je po 10 pL. odgovarajuce
bakterijske kulture i sadrzaj u njima termostatiran je 24 h na 37 °C. Nakon termostatiranja, odredeni
su bunari u kojima ne postoji vidljivi rast bakterijske kulture, pracen merenjem apsorbancije na 620
nm pomocu citaca mikrotitar ploca (Thermo Lab systems, Multiskan EX, Software for Multiscan
ver 2,6, Vantos, Finland). Vrednost MIC odgovara koncentraciji vina u onom bunaru u kojem se po
prvi put ne javlja rast bakterija.
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3.11. Statisticka obrada podataka

Statisticka analiza dobijenih podataka uradena je koris¢enjem softverskog paketa
STATISTICA 10.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, SAD). Sva merenja su uradena u tri ponavljanja i za
sve rezultate merenja je prikazana srednja vrednost sa standardnom devijacijom merenja (SD).
Analiza varijansi (ANOVA) i Tukey's HSD test su koriS¢eni za poredenje srednjih vrednosti
merenja dobijenih za razli¢ite uzorke vina.

3.11.1. Analiza glavnih komponenti (PCA)

Analiza glavnih komponenata (engl. Principal Component Analysis— PCA) predstavlja
statisticku metodu upotrebljenu kao centralnu alatku u analizi dobijenih rezultata [184]. Radi se o
multivarijantnoj metodi u okviru koje se podaci transformi$u u ortogonalne komponente - linearne
kombinacije originalnih promenljivih. 1zvodi se Eigenvalue dekompozicijom podataka korelacionih
matriksa [185]. Ova transformacija definisana je tako da prva komponenta ima najvecu varijansu.
Primenom PCA postiglo se, u stvari, maksimalno razdvajanje medu grupama parametara, uz
vidljivu medusobnu prostornu povezanost, $to sve skupa omogucava diferencijaciju uzoraka [186].

3.11.2. Vestacka neuronska mreza (ANN)

Model ANN (engl. Artificial Neural Network) koriS¢en je kako bi se predvidele vrednosti
parametara SP, T-SH, GPx, GR i Cat. Kako bi se sam model ANN poboljsao, ulazni i izlazni podaci
su normalizovani. Model MLP (engl. Multi-Layer Perceptron), model koji se sastojao od tri sloja
(ulazni, skriveni i izlazni), pokazao se kao dobar za aproksimaciju nelinearnih funkcija [187] sto,
zapravo, opravdava njegov odabir u ovoj studiji. Algoritam BFGS (engl. Broyden-Fletcher-
Goldfarb-Shanno) omogucio je modeliranje modela ANN.

3.11.3. Analiza osetljivosti

Analiza osetljivosti predstavlja sofisticiranu tehniku neophodnu u prou¢avanju posmatranih
efekata ulaznih promenljivih, kao i za analizu nesigurnosti dobijenih modela i ponasanja same
mreze. Neuronska mreza ispitivana je datom metodom kako bi se utvrdilo da li i pri kojim uslovima
konkretno ista moze proizvesti nedovoljno dobro prilagoden sistem [188].

3.11.4. Tac¢nost modela

Numericka varijacija razvijenih modela testirana je koris¢enjem viSe parametara, konkretno,
r? (koeficijenta odredivanja), ¥* (redukovani chi-square), MBE (engl. Mean Bias Error), RMSE
(engl. Root Mean Square Error) i MPE (engl. Mean Percentage Error). Dati (standardni) parametri
mogu se izraCunati prema sledecoj jednacini (17):
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gde Xexpi predstavlja eksperimentalno dobijene vrednosti, a Xprei izraunate vrednosti pomocu
odgovarajuc¢eg modela; N je broj merenja, dok se n odnosi na broj konstanti.
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IV REZULTATI | DISKUSIJA

4.1. Komercijalno dostupna vina

U ovom odeljku prikazani su rezultati dobijeni analizom hemijskog sastava uzoraka komercijalno
dostupnih vina sorti vranac, merlo i kaberne sovinjon, proizvedenih od 2010. do 2012. godine.

4.1.1. Sadrzaji odabranih ukupnih jedinjenja i anti-DPPH radikalska aktivnost

Analizom rezultata spektrofotometrijske analize sadrzaja ukupnih fenola, sadrzaja ukupnih
flavonoida, monomernih antocijana, kao i anti-DPPH radikalske aktivnosti u ispitivanim uzorcima
komercijalno dostupnih crvenih vina sorti vranac, merlo i kaberne sovinjon, moze se zakljuciti da se
dobijene vrednosti razlikuju u zavisnosti od sorte vinove loze kao i od godine proizvodnje, tj.
klimatskih uslova specifi¢cnih za datu godinu (Tabela 6, Slika 28). Rezultati dobijeni za sadrzaj
ukupnih fenola u sorti vranac pokazuju opseg vrednosti od 1513,0 £+ 54,6 do 2362,1 + 77,6 mg/L
(Tabela 6, Slika 28). U okviru merlo i kaberne sovinjon uzoraka koncentracija ukupnih fenola je
nesto veca U odnosu na vino sorte vranac i varira u opsegu od 2184,5 £+ 93,7 do 3730,2 £ 164,7
mg/L, u okviru vina merlo sorte i od 2529,4 + 80,6 do 2873,4 + 93,2 mg/L u okviru vina sorte
kaberne sovinjon. Sli¢ne vrednosti za koncentraciju ukupnih fenola dobijene su u ranijim studijama.
Ivanova-Petropulos i saradnici (2015) su objavili opseg vrednosti od 1394 do 3097 mg/L dobijen u
vinima sorte vranac poreklom iz Makedonije [189]. U crnogorskim vinima sorte vranac u okviru
studije Bogicevi¢ i sar. 2015., za sadrzaj ukupnih fenola nadene su vrednosti od 1532 do 1842
mg/L, dok su se u vinima kaberne sovinjon sorte vrednosti kretale od 1897 do 2749 mg/L [190].
Koncentracija ukupnih fenola u makedonskim vinima sorte vranac ispitivanih u studiji llieve i sar.
2017, u opsegu je vrednosti od 1993 do 2815 mg/L, dok je u okviru vina sorte kaberne sovinjon
nadena koncentracija od 1738 do 2720 mg/L [191]. Analizom grckih vina sorti kaberne sovinjon,
Kallithraka i saradnici 2006. godine utvrdili su da je koncentracija ukupnih fenola priblizno 2481,0
mg/L [192], dok su Gris i saradnici (2013) izmerili sadrzaj ukupnih fenola koji se kretao od 2680,4
do 2691,4 mg/L u juzno brazilskom vinu iste sorte [193]. U argentinskom vinu sorte merlo Casassa
I saradnici (2015) izmerili su priblizno 2073,0 mg/L ukupnih fenola [194], dok je njihova
koncentracija u juzno brazilskim vinima iste sorte bila u opsegu vrednosti 2692,1 — 2813,7 mg/L
mereno od strane Gris i saradnika (2013) [191].
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Tabela 6. Sadrzaj ukupnih fenola, flavonoida, monomernih antocijana i anti-DPPH radikalska
aktivnost analiziranih uzoraka crvenih vina.

Uzorak Ukupni fenoli Ukupni flavonoidi Monomerni ECso?
(mg/L) (mg/L) antocijani (mg/L) (%)

Vr 1513,0 + 54,6 A 1752 £ 6,7 34 43,6 £2,73A 22,6+1,23A

o

§ Me 2184,5 +93,7 2B 297,8+7,1%B 172,8 £2,23C 427+1,43B
CS 2529,4 + 80,6 &€ 319,0+9,83¢ 121,7+1,62B 58,8+253C
Vr 2362,1 +77,6 >A 301,5+7,3¢A 63,9 £2,5°A 59,2+ 1,5 %A

—

§ Me 2988,6 + 142,2 PC 376,0 £ 11,2 °B 2152+ 4,18 66,7 + 3,1 B
CS 2873,4 +93,2 B 368,3 + 10,5 PB 213,0+ 4,708 61,7+2,72B
Vr 2204,4 + 82,3 A 275,4 £ 12,0 bA 158,7 £4,5¢A 41,3+1,6°A

N

§ Me 3730,2 +£164,7 ¢ 407,0 £8,9 ¢¢ 252,4+53¢C 735+3,7¢C
CS 2593,8 + 95,0 B 347,3+£ 12,28 233,1+5,7°¢B 59,2+2,43%B

“ Vr — vino sorte vranac; Me — vino sorte merlo; CS — vino sorte kaberne sovinjon. Vrednosti za
sadrzaj ukupnih fenola izraZzene su u ekvivalentima galne kiseline (mg GAE/L). Vrednosti za
sadrzaj ukupnih flavonoida izrazene su u ekvivalentima rutina (mg RTE/L), dok su vrednosti za
sadrzaj monomernih antocijana izrazene u ekvivalentima cijanidin-3-glukozida. Anti-DPPH
radikalska aktivnost izrazena je kao ECsol, vrednost koja predstavlja recipro¢no razblazenje
uzoraka vina sposobne za neutralisanje 50% DPPH". Sve vrednosti su predstavljene kao srednja
vrednost = SD (u triplikatu). Razli¢ita slova u superskriptu, kod podataka koji se nalaze u istoj
koloni, su pokazatelji da se dobijene srednje vrednosti merenja statisticki znacajno razlikuju, na
nivou p < 0,05, prema HSD Tukey-evom testu; mala slova pokazuju statisticki znacajne razli¢itosti
izmedu istih sorti vina razli¢itog godiSta, dok se velika slova odnose na statisticki znacajne
razli¢itosti u vrednostima dobijenim za razliCite sorte vina u okviru istog godista.
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Slika 28. Sadrzaj ukupnih fenola, flavonoida, monomernih antocijana i anti-DPPH radikalska aktivnost analiziranih uzoraka crvenih vina. Vr — vino
sorte vranac; Me — vino sorte merlo; CS — vino sorte kaberne sovinjon
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Vina 2010. godista sorti vranac i merlo, najsiromaSnija Su U odnosu na koncentraciju
ukupnih fenola, koja je znacajno manja u odnosu na 2011. i 2012. godinu proizvodnje (p < 0,001)
(Tabela 6, Slika 28). Sli¢an je slu¢aj i sa ukupnim flavonoidima i monomernim antocijanima (p <
0,001). Poredenjem izmedu CS 2010. i 2011. godista, moze se takode primetiti i znacajno manja
koncentracija ukupnih fenola u 2010. godistu (p < 0,001). Sadrzaj ukupnih flavonoida u uzorku CS
2010 takode je znatno manji u odnosu na 2011. (p < 0,01), kao i u odnosu na 2012. (p < 0,05)
godinu proizvodnje. U odnosu na monomerne antocijane uzorak CS 2010 takode je znatno
siromasniji u odnosu na istu sortu vina 2011 1 2012 (p < 0,001). Obzirom na veoma znacajan uticaj
spoljasnjih faktora, prvenstveno temperaturnih klimatskih razlika, broja sunc¢anih sati i osvetljenosti
terena, na stepen fenolne zrelosti grozda, a samim tim i na fenolni sastav vina primecene razlike u
fenolnom sastavu uzoraka nisu slucajne. Naime, Cini se da su nepovoljniji meteoroloski uslovi
(obilne padavine i znacajno manji broj suncanih sati) u 2010. godini uslovili dati hemijski sastav
(Tabela 7).

Tabela 7. Ukupna mesec¢na koli¢ina padavina na podrucju opsStine Podgorice, Republika Crna Gora,
izazena u L/m®

2010 2011 2012
Januar 273,8 79,5 60,3
Februar 345,9 113,8 200,9
Mart 153,3 100,5 0
April 167,7 44,1 351,2
Maj 115,0 89,5 132,0
Jun 50,8 25,8 33,7
Jul 20,4 31,4 11,3
Avgust 42,1 2,1 0,5
Septembar 101,9 43,3 86,6
Oktobar 297,6 75,6 296,3
Novembar 539,1 37,1 285,8
Decembar 249,3 254,2 305,0
Godis$nja suma 2356,9 896,9 1763,6

Moze se primetiti da vina sorte merlo 2010. i 2011. godine proizvodnje sadrze znatno manje
ukupnih fenola (p < 0,001) i imaju znatno manju anti-DPPH radikalsku aktivnost (p < 0,001 i p <
0,05) od vina 2012. godine proizvodnje iste sorte (Tabela 6). Isto se odnosi na koncentraciju
ukupnih flavonoida (p < 0,001 i p < 0,05) kao i monomernih antocijana (p < 0,001). Anti—-DPPH
radikalska aktivnost vina sorte vranac znacéajno je vec¢a u 2011. godistu (59,2 £ 1,5%), u odnosu na
2010. sa izmerenom vrednos$c¢u od 22,6 = 1,2% (p < 0,001), kao 1 u odnosu na 2012. godinu sa
izmerenom vredno$¢u od 41,3 £ 1,6% (p < 0,001). Nema sumnje da sorte merlo i kaberne sovinjon
sadrZze znatno viSe ukupnih fenolnih jedinjenja (p < 0,001 1 p < 0,01), ukupnih flavonoida (p <
0,001) i monomernih antocijana (p < 0,001) u odnosu na sortu vranac U sve tri godine proizvodnje.
Isto se moze primetiti i za anti-DPPH radikalsku aktivnost (p < 0,05 i p < 0,001). Iz dobijenih
rezultata jasno se vidi da je uzorak Me 2012 uzorak sa najve¢im sadrzajima ukupnih fenola (3730,2
+ 164,7 mg/L), ukupnih flavonoida (407,0 £ 8,9 mg/L) i monomernih antocijana (252,4 + 5,3
mg/L). Takode se istiCe i kao uzorak sa najvecom anti-DPPH radikalskom aktivnoséu (73,5 *
3,7%) (Tabela 6, Slika 28). U poredenju sa njim uzorak CS 2012 ima znac¢ajno manje sve Cetiri
ispitivane hemijske karakteristike. Sa druge strane, u okviru 2010. godista vino sorte merlo ima
zna¢ajno manje sadrzaje ukupnih fenola (p < 0,05) i ukupnih flavonoida (p < 0,05) kao i manju
anti-DPPH radikalsku aktivnost (p < 0,001) u poredenju sa vinom sorte kaberne sovinjon. U slucaju
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monomernih antocijana u okviru vina 2010. godiSta situacija je obrnuta; maksimalna vrednost je
pronadena u uzorku Me 2010 (172,8 + 2,2 mg/L), znatno vise nego u uzorku CS 2010 (121,7 £ 1,6
mg/L) (p <0,001).

Korelacioni odnosi izmedu anti—-DPPH radikalske aktivnosti i koncentracije ukupnih fenola,
flavonoida i monomernih antocijana ukazuju na doprinos koji date klase jedinjenja imaju u odnosu
na anti-DPPH radikalsku aktvnost. Samim tim, moZe se primetiti da je koncentracija ukupnih
fenola u odli¢noj pozitivnoj korelaciji sa anti-DPPH radikalskom aktivno$¢u (R = 0,85) (Slika 29
(A)). Ovako dobra korelacija je oCekivana S obzirom na dobro poznatu sposobnost fenolnih
jedinjenja da neutrali$u slobodne radikale [25,195]. Sli¢ne korelacije su pronadene i publikovane u
predasnjim studijama [190,196]. Takode, primeéena je odli¢na korelacija izmedu koncentracije
ukupnih flavonoida i anti-DPPH radikalske aktivnosti (R = 0,91) (Slika 29 (B)), ukazuju¢i time na
veliki udeo samih flavonoidnih struktura u anti-DPPH radikalskoj odbrani (Odeljak 2.3.1.), §to je u
saglasnosti sa postoje¢im nau¢nim publikacijama [37,197,198]. Pozitivna korelacija je uocena i
izmedu koncentracije monomernih antocijana i anti-DPPH radikalske aktivnosti (R = 0,44) (Slika
29 (C)).
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4.1.2. Fenolni profil

U ispitivanim uzorcima vina detektovano je i kvantifikovano trinaest fenolnih jedinjenja
(Tabela 8, Slika 30). Najzastupljenija fenolna jedinjenja u svim analiziranim uzorcima su (+)-
katehin i galna kiselina, sa najveéim primecenim vrednostima u uzorku Me 2012 (izmereno 43,22 +
0,33 mg/L za koncentraciju (+)-katehina i 28,65 = 0,42 mg/L za koncentraciju galne kiseline).
Najveci sadrzaj galne kiseline i (+)-katehina u direktnoj je korelaciji sa najve¢om izmerenom anti-
DPPH radikalskom aktivnoséu uzorka Me 2012. Date korelacije nadene su i u prethodnim
studijama i ukazuju na direktan doprinos ovih fenolnih jedinjenja antioksidativnoj aktivnosti
ispitivanih uzoraka [199,200]. Sadrzaj (+)-katehina u uzorku Me 2012 dva do ¢ak Cetiri puta je veci
u poredenju sa ostalim uzorcima. Najmanja vrednost primecena je u uzorku Vr 2010 (7,41 £ 0,22
mg/L) (Tabela 8, Slika 30). Takode je oc¢igledno da sorta vranac u poredenju sa ostale dve sorte
vina, u sva tri godiSta, ima znacajno manji sadrzaj (+)-katehina i (-)-epikatehina (p < 0,001).
Koncentracija galne kiseline je gotovo tri puta ve¢a u Me 2012 (28,65 + 0,42 mg/L) u poredenju sa
uzorkom Me 2010 (10,23 + 0,22 mg/L) (Tabela 8, Slika 30). Meteoroloski uslovi u 2010. godini
mogu biti razlog takvog rezultata. Opseg vrednosti odredenih za koncentraciju (+)-katehina i galne
kiseline u analiziranim crvenim vinima u skladu je sa prethodno publikovanim vrednostima
[156,191,201-203]. Koncentracija (-)-epikatehina, fenolnog jedinjenja prisuthog u svim
analiziranim uzorcima vina, u koncentracijama od 2,96 + 0,04 do 21,74 + 0,28 mg/L, takode je
najveca u uzorku Me 2012 i bar duplo veca u odnosu na koncentraciju u ostalim uzorcima. Sa druge
strane, najmanja koncentracija (-)-epikatehina nadena je u uzorku Vr 2012 (Tabela 8, Slika 30).

Opseg izmerenih vrednosti za sadrzaj kvercetina u okviru analiziranih uzoraka kretao se od
0,82 £ 0,03 do 6,03 £ 0,12 mg/L. Uzorak Me 2012 i po pitanju datog flavonolnog jedinjenja
najbogatiji je uzorak (6,03 + 0,12 mg/L) (Tabela 8, Slika 30). S obzirom da je poznato da hemijska
struktura kvercetina obezbeduje ovom jedinjenju veoma jak antioksidativni potencijal (Odeljak
2.3.1.2), i obzirom na to da su prethodne studije ukazale na pozitivnu korelaciju izmedu
koncentracije kvercetina i anti-DPPH radikalske aktivnosti [204-206], moze se pretpostaviti da ovo
jedinjenje direktno uti¢e na najvecu anti-DPPH radikalsku aktivnost uzorka Me 2012. Sa druge
strane uzorak Vr 2012 ima maksimalnu izmerenu koncentraciju miricetina (4,15 + 0,10 mg/L), jo$
jednog pripadnika grupe flavonola (Tabela 8, Slika 30). Kafeinska kiselina, derivat
hidroksicimetne kiseline, ubedljivo je najzastupljenija u uzorku Me 2011 (10,63 + 0,12 mg/L)
(Tabela 8, Slika 30). Ova ¢injenica jo$ jednom isti¢e merlo sortu kao vrlo bogatu najzastupljenijim
fenolnim jedinjenjima.

MoZe se uociti da je u analiziranim uzorcima vina glukozidna forma resveratrola
zastupljenija u odnosu na sam resveratrol (Tabela 8, Slika 30). Ovakav rezultat je u skladu sa
poznatim podatkom da u crvenom vinu piceid moze biti i do deset puta zastupljeniji u odnosu na
sam resveratrol [85,207]. Trans-piceid je najzastupljeniji u uzorku Vr 2011 (2,22 + 0,02 mg/L), dok
je sadrzaj cis-piceida najveci u uzorku Me 2011 (3,00 £ 0,04 mg/L). 1z dobijenih rezultata takode se
moze primetiti da vina iz 2011. i 2012. godine proizvodnje sve tri sorte (izuzev uzorka Me 2011)
imaju manje ukupnog sadrzaja oba izomera piceida (Cis i trans) u odnosu na vina iz 2010. godine
proizvodnje. Obzirom na fitoaleksinsku prirodu resveratrola ovakav rezultat je u skladu sa
najvecom koli¢inom padavina 2010. godine (Tabela 7).
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Tabela 8. Koncentracija fenolnih jedinjenja u ispitivanim uzorcima vina odredena metodom LC-MS/MS

Vr Me CS Vr Me CS Vr Me CS
Fenolno jedinjenje 2010 2011 2012
(mg/L)

galna kiselina 1641+041°C  1023+0,22*A  1539+036°8  1510+0,28°® 13,39 +0,34%A 21,59 +0,35°C 12,58 + 0,32%A 28,65 + 0,42¢C 13,94 + 0,268
p“’tokki‘:teel?r:‘;“ka 2,09 +0,09°C 1,52 +0,05%8 1,46 +0,120A 1,66 +0,104C 1,05 +0,07°A 1,09 + 0,038 1,80 +0,13%¢ 0,55 + 0,03 1,25+ 0,078
4'hidr|‘(’ik:eiﬁﬁ2meva 040+002°A  016+001*8C 0,22 +0,02*AC 0,05 + 0,015 0,12 + 0,028 0,22 +0,01%A ND 0,04 +0,01%A 0,09 + 0,00%A
kafeinska kiselina 2,34 + 0,10°A 2,85+ 0,11%8 4,91 +0,25°¢ 1,25+ 0,16 10,63 £ 0,1208 1,51+ 0,04*A 1,59 +0,07%8 2,70 £0,11%¢ 1,50 + 0,06%A
(+)-katehin 741£022°A  1698+0,36*® 20,88+ 0,33°C 9,17 £0,22°A 23,10 +0,21°8 23,14 + 0,28°C 9,85 +0,13>A 4322 +0,338 19,00 + 0,26%¢
(-)-epikatehin 2,96 + 0,04°A 9,04 +0,15%8 11,96 £ 0,10°¢ 4,97 +0,19%A 9,46 + 0,238 11,33 £0,11°¢ 4,29 £0,10°A 21,74 +0,28°C 9,410,158

trans-resveratrol 0,46 +0,02°C 0,24 +0,01%8 0,21+0,01%A 0,33 +0,02%¢ 0,26 +0,01%8 0,20 + 0,015 0,55 + 0,028 0,28 + 0,014 ND
cis-resveratrol 0,11 +0,01°A 0,26 +0,01%8 0,38 % 0,02 0,05 + 0,015 0,54 +0,02°® ND 0,22 + 0,03 ND 0,23 % 0,015
trans-piceid 2,08 +0,07°C 1,51+0,03:8 0,64 +0,01°A 2,22+0,02°¢ 1,48 +0,01°8 0,32 +0,03*A 1,27 +0,054¢ 0,77 +0,03*8 0,69 + 0,024
cis-piceid 1,84 +0,04°C 1,60 +0,05%8 1,25 +0,05°A 1,27 +£0,0128 3,00 0,04°C 1,04 £ 0,020A 1,50 0,035¢ 1,29 +0,05%8 0,63 + 0,024
miricetin 1,32 +0,05%8 1,59 +0,01°¢ 1,16 +0,015A 1,81+0,03%¢ 1,02 +0,05%8 0,75 +0,01%A 4,15 +0,10°C 0,76 + 0,024 0,86 + 0,018
kvercetin 0,82 +0,03A 1,89 +0,01%8 2,19 +0,042C 3,37 +0,05%8 3,92 +0,07°¢ 2,27 +0,024A 2,98 +0,07°8 6,03 +0,12°C 2,22 +0,03%A
kempferol ND ND 0,11 +0,02° 0,20 + 0,014 0,30 + 0,028 0,14 +0,01%A 0,07 +0,00%A 0,15 +0,01%8 0,20 +0,02°C

“ND — nije detektovano; Vr — vino sorte vranac; Me — vino sorte merlo; CS — vino sorte kaberne sovinjon. Sve vrednosti su predstavljene kao srednja
vrednost = SD (u triplikatu). Razli¢ita slova u superskriptu, kod podataka koji se nalaze u istom redu, su pokazatelji da se dobijene srednje vrednosti
merenja statistiCki znacajno razlikuju, na nivou p < 0,05, prema HSD Tukey-evom testu; mala slova pokazuju statisticki znacajne razli¢itosti u
dobijenim vrednostima merenja izmedu istih sorti vina razli¢itog godiSta, dok se velika slova odnose na statisticki znacajne razli€itosti u vrednostima

dobijenim za razli¢ite sorte vina u okviru istog godista.
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Slika 30. Sadrzaj fenolnih jedinjenja u ispitivanim uzorcima vina odreden metodom LC-MS/MS. Vr — vino sorte vranac; Me — vino sorte merlo; CS —
vino sorte kaberne sovinjon; GA — galna kiselina; PA — protokatehuinska kiselina; HBA — 4-hidroksibenzoeva kiselina; CA — kafeinska kiselina; C —
(+)-katehin; EC — (-)-epikatehin; tR — trans-resveratrol; cR — cis-resveratrol; tP — trans-piceid; cP — cis-piceid; My — miricetin, Qe — kvercetin; K —
kempferol.
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4.1.3. Elementalni profil

U svim analiziranim uzorcima crvenog vina pronaden je visok odnos koncentracija K i Na
S§to je veoma vazno za normalno funkcionisanje kardiovaskularnog sistema kod ljudi (Tabela 10,
Slika 31) (Odeljak 2.4). Najve¢i odnos ova dva elementa naden je u uzorku CS 2010, usled
ocigledno najveéeg sadrzaja K (803 + 8 mg/L) (Tabela 10, Slika 31). Najveca koncentracija Ca
nadena je u uzorku Vr 2010 (63,1 £ 0,7 mg/L), dok je uzorak CS 2010 najbogatiji sadrzajem Mg
(80,6 £ 0,5 mg/L). Obzirom da su ovo elementi esencijalni za pravilan rast i razvoj ljudi,
konzumiranje 1-2 ¢aSe analiziranih vina dnevno zna¢ajno doprinosi preporu¢enom dnevnom unosu
pomenutih elemenata (Tabela 9) [208,209].

Tabela 9. Preporuc¢eni dnevni unos elemenata

Elementi RDA (mg/dan)?
K 2000
Ca 800
Mg 375
Fe 14
Zn 10
Cu 1
Mn 2
Se 55
Cr 40
Na 1500°

& Preporuceni dnevni unos od strane Komisije Evropske Unije
b Preporu¢eni dnevni unos od strane EFSA 2005 (engl. European Food Safety Autority)

Vrlo je vazno imati na umu da prisustvo pojedinih elemenata u koncentracijama ve¢im nego
Sto je dozvoljeno moze dovesti do kvarenja vina. Ova studija je pokazala da je koncentracija Fe,
najzastupljenijeg mikroelementa u analiziranim uzorcima, znac¢ajno ispod 6 mg/L, $to se smatra
minimalnom koncentracijom pri kojoj moze do¢i do stvaranja zamucenja vina uzrokovanog
gvozdem [94]. Isti je slucaj sa Cu, ¢ija koncentracija ispod 1 mg/L onemogucava kvarenje vina
usled povecane koncentracije Cu [210]. Obzirom na prooksidativnu ulogu Cu pri dozama iznad 1
mg/L (Odeljak 2.4.) [210,211], manja koncentracija od date, koja je nadena u svim analiziranim
uzorcima, ukazuje na netoksic¢an nivo Cu u njima [13,64]. lako je Zn element koji je vrlo vazan za
rast biljaka kao i za imuni sistem ljudi (Odeljak 2.4.), pri ve¢im dozama mozZe biti toksi¢an [212].
U svim analiziranim uzorcima nadena je koncentracija Zn u skladu sa vrednostima dozvoljenim od
strane OIV (ispod 5 mg/L) [211], §to iskljuuje i mogucnost nezeljenog delovanja povecane
koncentracije Zn na aromu i ukus vina. Uzorak Me 2012 je uzorak sa najve¢im sadrzajem Fe (2186
+ 4 pg/l), Zn (1114,7 £ 0,8 pg/L), Mn (752,0 £ 0,4 pg/L) i Al (1172,3 + 2,5 pg/L), dok je sadrzaj
Cu znatno veéi u uzorcima Vr 2010 (375,1 £ 0,5 pg/L) i Me 2012 (267,3 £ 1,7 pg/L) u poredenju sa
svim ostalim uzorcima (Tabela 10, Slika 31). Premda je poznato da su Fe, Cu i Zn elementi vazni
za funkcionisanje proteina ukljucenih u transfer elektrona (Odeljak 2.4.) jasno je da je unos ovih
elemenata neophodan za odrzanje redoks balansa u organizmu [213]. Izmerene koncentracije Fe,
Cu, Mn i Zn u analiziranim vinima u skladu su sa prethodno dobijenim vrednostima u hrvatskim i
¢eskim crvenim vinima [214,215]. Konzumiranjem 1-2 ¢aSe ovih vina na dan dati elementi se u
organizam unose u okviru preporucenog dnevnog unosa (Tabela 9) [208]. Jos jedan od esencijalnih
elemenata crvenih vina, Se, kvantifikovan je u vedini analiziranih uzoraka. Nau¢na komisija za
hranu u evropskoj uniji postavila je populacioni preporuc¢eni unos Se od 55 pg/dan (Tabela 9)

54



[206]. Uzorak vina najbogatiji selenom je Me 2011 (5,16 £ 0,30 pg/L), dok se takode moze
primetiti da je jedini uzorak sorte CS koji sadrzi Se, CS 2011 (Tabela 11, Slika 32).

Vrednosti dobijene za koncentraciju teskih metala As, Cd i Pb u ovoj studiji su ispod
granica toksi¢nosti naznacenih od strane evropske direktive kao i od strane OIV [92] (0,20 mg/L za
As, 0,01 mg/L za Cd i 0,15 mg/L za Pb). Ova ¢injenica je veoma vazna u smislu njihovog
bezbednog unosa, obzirom da u visku mogu poremetiti redoks ravnoteZzu u organizmu [216].
Koncentracije elemenata prisutnih u tragovima, Cr, Ni, Co i V u analiziranim uzorcima u okviru su
ranije publikovanih vrednosti [214,215]. Na osnovu dobijenih rezultata merenja takode se moze
zakljuciti da je koncentracija potencijalno toksi¢nih elemenata (Pb, As, Cd, Ni, Sh) daleko ispod
odredenih granica, pri ¢emu je uzet u obzir unos datih elemenata (TDI, TWI, PTWI i BMDLo1) u
okviru preporucene dnevne doze (1-2 case) vina (Tabela 12).
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Tabela 10. Sadrzaj makro- i mikroelemenata u analiziranim uzorcima vina, odreden metodama ICP-OES i ICP-MS

MAKROELEMENTI MIKROELEMENTI
Uzorak (mg/L) (ug/L)
Ca K Mg Na Al Fe Mn Zn Cu

Vr 63,1 +0,7°8 479+ 5%A 46,4 +0,3%A 9,8 £0,3%A 939,8+1,2¢C 1113 +3%C  4838+04>8  9883+0,7°C  3751+0,5%¢

% Me 515+0,6°A 4803~  453+0,2%A 11,7 £ 0,428C 4435 +0,8%A 1001 + 2B 477,3 +0,42A 390,3 £ 0,424 24,4 +0,73A
CS 62,6 +0,7°8 803 + 8B 80,6 + 0,5%B 10,6 + 0,43AC 452,1 +0,728 971+23A  529,1+0,5%¢ 496,2 +0,4%B 57,7 +0,5"8

Vr 575+0,4%C  525+6>8  385+0,3* 10,3 +0,4%A 7158+0,8°¢ 1027 £3*A 4912+04%* 10956 +0,7C 38,6 +0,4%C

% Me 458 +0,4*8 515+ 5PB 49,2 +0,2°C 14,7 +£0,5PC 495,5 + 0,504 1088 + 4B 5457 + 0,508 531,4 +0,4°8 22,9 £ 0,428
CS 424103 496+5°A  477+0,3*F  123+0,3"B 6294 £0,5°8  1223+3°C 6554 +0,5°C  449,8+0,5°A 16,6 + 0,724

Vr 57,1+0,74B 493 + 2B 41,4 +0,5PA 9,1+0,3%A 530,6 + 0,64 1041 £ 2PA  440,3 +£0,32A 551,7 £ 0,5%B 124,9 + 1,5°B

% Me 62,2+0,5¢C 614 £5PC 74,4 +0,5¢C 14,6 £ 0,5°C 1172,3+2,5%C 2186 +4°¢  752,0 £ 0,4¢C 1114,7 +0,8°¢ 267,3 £1,7°C
CS 437+0,5** 464 +5%A 49,3 +0,5B 13,4 £ 0,4>B 658,4 +0,7¢B 1134 + 38 700,5 +0,5%B 419,3 £ 0,54 17,7 £ 0,5%A

“ Vr — vino sorte vranac; Me — vino sorte merlo; CS — vino sorte kaberne sovinjon.
triplikatu). Razli¢ita slova u superskriptu, kod podataka koji se nalaze u istoj koloni, su pokazatelji da se dobijene srednje vrednosti merenja statisticki
znacajno razlikuju, na nivou p < 0,05, prema HSD Tukey-evom testu; mala slova pokazuju statisti¢ki znacajne razli¢itosti u dobijenim vrednostima
merenja izmedu istih sorti vina razli¢itog godista, dok se velika slova odnose na statisticki znacajne razlicitosti u vrednostima dobijenim za razlicite

sorte vina u okviru istog godista.
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Slika 31. Sadrzaj makro- i mikroelemenata u analiziranim uzorcima vina, odreden metodama ICP-OES i ICP-MS. Vr — vino sorte vranac; Me — vino
sorte merlo; CS — vino sorte kaberne sovinjon
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Tabela 11. Sadrzaj elemenata prisutnih u tragovima u analiziranim uzorcima vina, odreden pomo¢u metode ICP-MS.

ELEMENTI U TRAGOVIMA

Uzorak (na/L)
\% Cr Ni Co As Se Cd Sh Ba Tl Pb
Vr 1,44 +0,023A 34,6 £0,2°A 37,0+0,3°C 0,99 £0,00¢A 0,37 £0,02°A 3,77 £0,20*A 0,43 +£0,01°C 6,23 +0,03°C 56,2 £ 0,104 1,37 £0,01°8  102,9 +0,2¢C
% Me 7,53 £0,02¢8 34,6 £0,22A 16,9+0,2*A 1,04+0,01*8 1,06 +0,04°8  261+0,20A 0,35+0,00°8 573 +0,03"B 79,8 +£0,20€ 1,33 £0,012A 12,2 £ 0,108
CS  17,49+0,05"¢ 40,8+0,3"® 188+0,28® 1,12+0,01>¢ 2,07 +0,04¢ ND 0,27 £0,02>A 559 +0,02°A  751+0,1»8 153 +0,00%C 9,9 £0,1°A
Vr 0,70 +0,0228  215+0,22A 27,1+0,3*C 0,93 + 0,004 ND ND 0,35+0,02>¢ 7,06 +0,03°¢  31,0+0,3** 129+0,01*®  43,4+0,2°C
% Me 0,94+0,032¢  455+0,2°C 19,2+0,2*4 185+0,01°¢ 030+0,01* 516+0,30°82 0,22+0,01** 538+0,0228  619+0,2*8  149+0,02>C 7,2£0,13A
Cs 0,53+0,022A  375+0,5*8 257+0,3°8 1,240,018 ND 0,33+0,024  0,25+0,01*B  4,93+0,01*A  79,2+0,2¢C 1,19 +£0,01>A 7,6 £0,128
Vr 0,86 £0,03°8  29,1+0,2** 176+0,2** 0,86+0,0044 0,03+0,01** 255+0,20*4 0,14 +0,01*A 4,86+0,01* 276+0,1*  1,29+0,00*8  17,7+0,3*B
% Me 1,10 £0,06%¢ 54,6 +£0,3°C 48,1+0,5°C 3,01+0,02¢¢ 490+0,02°8  3,22+0,30** 052+0,00C 658+0,03%8 1188+0,3°C 1,68+0,01C  53,7+0,3%C
CSs 0,58 £0,022A  37,6+0,3*8 20,0+0,2°2 1,01+0,01*8 ND ND 0,18 £0,01#8  7,49+0,03°¢  72,8+0,3*B 1,06 +0,023A 7,2+0,28A

“ND - nije detektovano; Vr — vino sorte vranac; Me — vino sorte merlo; CS — vino sorte kaberne sovinjon. Sve vrednosti su predstavljene kao srednja
vrednost = SD (u triplikatu). Razli¢ita slova u superskriptu, kod podataka koji se nalaze u istoj koloni, su pokazatelji da se dobijene srednje vrednosti
merenja statistiCki znacajno razlikuju, na nivou p < 0,05, prema HSD Tukey-evom testu; mala slova pokazuju statisticki znacajne razli¢itosti u
dobijenim vrednostima merenja izmedu istih sorti vina razli¢itog godiSta, dok se velika slova odnose na statisticki znacajne razli€itosti u vrednostima
dobijenim za razli¢ite sorte vina u okviru istog godista.
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Slika 32. Sadrzaj elemenata prisutnih u tragovima u analiziranim uzorcima vina, odreden pomoc¢u metode ICP-MS. Vr — vino sorte vranac; Me — vino
sorte merlo; CS — vino sorte kaberne sovinjon
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Tabela 12. Dozvoljeni unos (TDI, TWI, PTWI i BMDLo1) potencijalno toksi¢nih elemenata.

Potencijalno toksi¢ni element Referenca

PP PTWI 0.025 EFSA, 2010 [217]
BMDLo: 1,5

As PTWI 0,015
BMDLo: 0,3 EFSA, 2009 [218]
BMDLo1 8

Cd TWI 25 EFSA, 2012 [219]

Ni TDI 22 WHO, 2005 [220]

Sb TDI 6 WHO, 2003 [221]

“PTWI (engl. Provisional Tolerable Weekly Intake) je izraZzen u mg po kg telesne mase nedeljno,
BMDLo: (engl. Benchmark Dose Lower confidence limit) je izrazen u pug po kg telesne mase
dnevno, TWI (engl. Tolerable Weekly Intake) je izrazen u pg po kg telesne mase nedeljno, TDI
(engl. Tolerable Daily Intake) je izrazen u ug po kg telesne mase dnevno.

4.2. Klonska sortna vina vranac

U ovom odeljku prikazani su rezultati dobijeni hemijskom analizom uzoraka vina sorte
vranac, proizvedenih od 2010. do 2012. godine, kako komercijalno dostupnih, tako i vina dobijenih
od autohtonih klonova (CI, CII i CIlI) vinove loze date sorte.

4.2.1. Sadrzaj odabranih ukupnih jedinjenja i anti-DPPH radikalska aktivnost

Iz dobijenih rezultata zakljuceno je da su sva Cetiri analizirana uzorka vina iz 2010. godine
siromasnija u sadrzaju ukupnih fenola, flavonoida kao i monomernih antocijana u odnosu na vina
istih vrsta iz 2011. i 2012. godine (Tabela 13, Slika 33). Isti je slucaj i sa anti-DPPH radikalskom
aktivno$cu, §to se i ocekivalo s obzirom da je u korelaciji sa koncentracijom ukupnih fenola, izuzev
uzoraka Kom 2010 i Kom 2011 koji pokazuju jednaku anti—-DPPH aktivnost (22,6 £+ 1,2 %). Naime,
uzorak sa najmanjim sadrzajem ukupnih fenola, koji prati i najniza anti-DPPH radikalska aktivnost
je uzorak CI 2010 (1349,0 + 56,3 mg/L i 19,7 + 0,8 %). Uzorak CIlI 2010 u okviru 2010. godine
proizvodnje ima najveéi sadrzaj ukupnih flavonoida (200,9 = 7,9 mg/L) i monomernih antocijana
(51,0 £ 1,5 mg/L). Uzorci CII 1 CIII 2012 isti¢u se kao uzorci koji sadrZe najviSe ukupnih fenola
(2668,8 £ 102,8 i 2618,1 + 86,6 mg/L), ukupnih flavonoida (349,1 + 10,1 i 359,0 £ 15,5 mg/L) i
monomernih antocijana (229,3 + 3,6 1 217,7 + 5,5 mg/L). Ti sadrZaji su znacajno ve¢i u odnosu na
sadrzaj ovih klasa jedinjenja u komercijalno dostupnom vinu 2012 (p < 0,01 i p <0,001). Sa druge
strane, najveca anti-DPPH radikalska aktivnost se zapaza u uzorku CIII 2011 (80,0 &+ 2,5 %), Sto se
moze povezati sa visokim sadrZzajem ukupnih fenola u istom uzorku (2421,2 £ 91,3 mg/L).
Anti-DPPH radikalska aktivnost uzoraka CII i CIII 2012 takode je visoka (59,5 £ 2,2 1 62,1 £ 2,6
%), znacajno veca u odnosu na izmerenu aktivnost komercijalno dostupnog vina iz 2012. (p <
0,001) (Tabela 13, Slika 33). Ukoliko uporedimo CI vino sa komercijalno dostupnim vinom u
okviru 2012. godista, CI vino ima znacajno manje koncentracije ukupnih fenola i monomernih
antocijana (p < 0,05), dok su koncentracije ukupnih flavonoida i anti—-DPPH radikalska aktivnost u
ova dva uzorka slic¢ni. Iz dobijenih rezultata o¢igledno je da je vino CI u okviru 2012. godine znatno
slabije po svim ispitanim karakteristikama u odnosu na vina CII i CIII (p < 0,001) (Tabela 13,
Slika 33).
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Dobijeni rezultati za sadrzaj ukupnih fenola nalaze se u okviru vrednosti dobijenih analizom
vina sorte vranac, kao i drugih uzoraka crvenih vina. U studiji Bogicevi¢ i sar. 2015., u crnogorskim
vinima sorte vranac naden je sadrzaj ukupnih fenola u opsegu od 1532 do 1842 mg/L [190], a u
studiji Kosmerl i sar., 2013., nadeno je 1693-2072 mg GAE/L [222]. Zatim, u doktorskoj disertaciji
AN. Radovanovi¢, 2014., u analiziranim vinima sorte vranac izmerene su vrednosti
991,74-2246,25 mg GAE/L [223], dok su Radovanovi¢ i sar., 2012 pronasli 1492,65 mg GAE/L u
vinu varanc sorte poreklom iz Srbije [224]. Pored toga, Di Majo i saradnici (2008) [225] su pronasli
2360-3730 mg GAE/L u sicilijanskim crvenim vinima, dok su Gorjanovi¢ i saradnici (2010) [196]
izmerili 1700-2300 mg GAE/L u uzorcima srpskog, makedonskog i ¢ileanskog vina. Anli i Vural
(2009) [201] su u analizi turskih crvenih vina pronasli koncentraciju ukupnih fenola od 1070-2410
mg GAE/L. Sli¢ne vrednosti nadene su u grékim (1217-3772 mg GAE/L) [226], kao i u Spanskim
crvenim vinima (1262-2389 mg GAE/L) [227]. Rezultati dobijeni za sadrzaj ukupnih fenola u ovoj
studiji takode su u saglasnosti sa prethodno dobijenim vrednostima u makedonskim vinima sorte
vranac. Naime, izmerene vrednosti u cetiri studije kretale su se u opsegu 1382-3097 mg GAE/L
[189,227,228,229]. S druge strane u studiji lvanova-Petropulos i sar. 2016, u makedonskim vinima
sorte vranac nadene su ne$to manje vrednosti 913-1084 mg GAE/L [230]. Nesto veca vrednost za
sadrzaj ukupnih fenola dobijena je u analizi vina sorte vranac iz jugozapadne Srbije (3505,5 mg
GAE/L) [154]. Dobijeni rezultati za sadrzaj ukupnih flavonoida i monomernih antocijana takode su
u skladu sa literaturnim podacima [154,224,227,231-234].

Tabela 13. Sadrzaj ukupnih fenola, flavonoida, monomernih antocijana i anti-DPPH radikalska
aktivnost analiziranih uzoraka crvenih vina.

Monomerni

Usorak Ukupni fenoli Ukupni flavonoidi antocijani ECso?!
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (%)

Kom 1513,0 + 54,6 A 175,2 +9,7 A 43,6 +2,7 A 22,6+ 1,228

Vr Cl 1349,0 +56,3 A 165,6 + 8,0 @A 40,7 +1.83A 19,7+0,82A
2010 ¢q 1720,4 + 20,3 a€ 200,9 +7,9 28 51,0+ 1,58 24,9 + 1,428
cl 1700,8 + 50,6 € 175,7 £ 9,8 A 40,6 £1,92A 24,4 +0,9 28

Kom 2362,1 + 77,6 bAB 301,5 + 13,3 bA 63,9 + 2,5 bA 22,6+1,23A

Vr o 2182,2 + 65,6 A 297,5 + 13,3 ©A 85,2 +2,6 08 429+18°¢8
2011 ¢ 2316,7 + 71,2 bAB 325,0 + 8,8 bA 103,1 +2,8 ¢ 42,742,108
cl 2421,2 +91,3 b8 316,6 + 12,5 bA 70,9 + 2,8 bA 80,0+ 25¢C

Kom 2204,4 + 82,3 b8 275,4 12,0 A 158,7 +4,5 B 413+1,6PA

Vr Cl 1966,8 + 87,9 bA 259,5 + 13,8 bA 1451+ 1,8 ¢A 37,0+1,80A
2012 ¢y 2668,8 + 102,8 ©C 349,1+10,1 %8 229,3+3,6°¢C 59,5 + 2,2 ¢B
cll 2618,1 + 86,6 °C 359,0 + 15,5 8 217,7+55°¢C 62,1+2,6 08

“ Kom — komercijalno dostupno vino; CI/II/I1l — vino sorte vranac dobijeno od CI/CII/CIII

klona

vinove loze; Vrednosti dobijene za sadrzaj ukupnih fenola, ukupnih flavonoida i monomernih
antocijana izrazene SU U odnosu na ekvivalente galne kiseline, rutina i cijanidin-3-glukozida; Anti-
DPPH radikalska aktivnost je izraZena kao ECso, vrednost (recipro¢no razblaZenje uzoraka vina
sposobnih za neutralisanje 50% DPPH"); Sve vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost £ SD
(u triplikatu); Razlicita slova u superskriptu, u istoj koloni, su pokazatelji da se dobijene srednje
vrednosti merenja statisti¢ki znacajno razlikuju, na nivou p<0,05, prema HSD Tukey-evom testu;
mala slova pokazuju statisti¢ki znacajne razlicitosti u dobijenim vrednostima merenja izmedu istih
vrsta merlo vina razli¢itog godiSta, dok se velika slova odnose na statisticki znacajne razlicitosti u
vrednostima dobijenim za razli¢ite vrste merlo vina u okviru istog godista.
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Slika 33. Sadrzaj ukupnih fenola, flavonoida, monomernih antocijana i anti-DPPH radikalska aktivnost analiziranih uzoraka crvenih vina sorte
vranac. Kom — komercijalno dostupno vino; CI/1I/111 — vino sorte vranac dobijeno od CI/CII/CIII klona vinove loze
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Za svih dvanaest analiziranih uzoraka nadena je pozitivna korelacija anti-DPPH radikalske
aktivnosti sa sadrzajem ukupnih fenola (R? = 0,59) (Slika 34 (A)), a ista korelacija dobijena je i
izmedu anti-DPPH radikalske aktivnosti i koncentracije ukupnih flavonoida (Slika 34 (B)).
Korelacija anti-DPPH radikalske aktivnosti i sadrzaja monomernih antocijana takode je pozitivna i
nesto slabija (R? = 0,34) (Slika 34 (C)). U okviru vina 2012. godista korelacija izmedu anti—-DPPH
radikalske aktivnosti i sadrzaja ukupnih fenola je odli¢na (R? = 0,96) (Slika 35 (A)). Sli¢ne
korelacije se mogu zapaziti u prethodnim studijama [154,196]. Odli¢ne korelacije takode su
primecene i izmedu anti—-DPPH radikalske aktivnosti i sadrzaja ukupnih flavonoida (Slika 35 (B)),
kao i izmedu anti—-DPPH radikalske aktivnosti i sadrzaja monomernih antocijana (Slika 35 (C)) u
okviru vina 2012. godista (R?>= 1,00 i R?=0,96).

A (B)

y = 0.0339x - 30.632 y=0.208x - 15.504
90 90
Rz =(.59 R*=0.58
] .
75 75
.
= 50 gGU )
o 45 i 45 <
30 30
]
15 15
1200 1900 2600 3300 150 210 270 330 390
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@ y=0.1641x + 22881
90
R*=0.34
.
75
=60
g
&
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30
15

0 60 120 180 240 300
Monomerni antocijanini (mg/L)

Slika 34. Korelacioni dijagrami izmedu anti—-DPPH radikalske aktivnosti i: A) sadrzaja ukupnih
fenola; B) sadrzaja ukupnih flavonoida; C) sadrZzaja monomernih antocijana u svim ispitivanim
uzorcima vina (godista 2010-2012)
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Slika 35. Korelacioni dijagrami izmedu anti-DPPH radikalske aktivnosti i: A) sadrzaja ukupnih
fenola; B) sadrzaja ukupnih flavonoida; C) sadrzaja monomernih antocijana u ispitivanim uzorcima
vina godiSta 2012

4.2.2. Fenolni profil

U analiziranim uzorcima crvenog vina sorte vranac odredena je koncentracija dvadeset
fenolnih jedinjenja (Tabele 14-16, Slike 36-38). | u ovoj grupi uzoraka najzastupljenija fenolna
jedinjenja su galna kiselina i (+)-katehin. Moze se primetiti da najvise galne kiseline ima u vinima
iz 2010. godine u odnosu na 2011. i 2012, pri ¢emu su najbogatiji uzorci CIlI 2010 (26,48 + 0,37
mg/L) i ClIl 2010 (25,87 £ 0,41 mg/L) (Tabela 14, Slika 36). Sli¢ne koncentracije galne kiseline u
vinima sorte vranac poreklom iz Crne Gore nadene su u studiji Pajovi¢-Séepanovié i sar., 2018.
godine [235], dok su nesto manje vrednosti dobijene u studiji makedonskih vina sorte vranac
Ivanova-Petropulos i sar. 2015 [236]. U okviru ove grupe uzoraka odredena je i koncentracija tri
jedinjenja iz grupe benzoevih kiselina, vanilinske, siringinske i elaginske kiseline, kao i dva fenolna
aldehida, vanilina i siringaldehida. Uzorak najbogatiji vanilinskom kiselinom je CIl 2010 (7,15 %
0,15 mg/L), dok je siringinske kiseline najvise u uzorku Kom 2012 (6,39 + 0,02 mg/L). Ispitivanje
sadrzaja elaginske kiseline u vinu znacajno je S obzirom na to da ovo jedinjenje nije prirodni
konstituent grozda (Odeljak 2.3.2.1.) Najvece koncentracije ovog jedinjenja nadene su u uzorcima
CIl'i ClIl 2012 (Tabela 16, Slika 38). U okviru vina iz 2010. i 2012. godista, moze se primetiti da u
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komercijalnom vinu ima znatno manje (+)-katehina u odnosu na vina dobijena od klonova ClI, CIl i
Clll (Tabele 14 i 16, Slike 36 i 38). U odnosu na (+)-katehin, isti je slucaj i u okviru vina iz 2011.
godine sa izuzetkom uzorka CIIl u kom je sadrzaj (+)-katehina sli¢an sadrzaju u komercijalnom
vinu (Tabela 15, Slika 37). Sa druge strane, najvise (+)-katehina nadeno je u uzorcima Cll 2012 i
CIII 2012, pri ¢emu je uzorak Cll 2012 najbogatiji (24,35 + 0,20 mg/L) (Tabela 16, Slika 38). U
svim uzorcima primecéen je i znacajan sadrzaj (-)-epikatehina sa najve¢im izmerenim i vrlo sli¢énim
vrednostima u uzorcima CII 2012 i CIII 2012 (7,79 + 0,12 i 7,77 + 0,12 mg/L). Najmanji sadrzaj
ovog jedinjenja izmeren je u uzorku Kom 2010 (2,96 £ 0,04 mg/L). Izmereni sadrzaji (+)-katehina i
(-)-epikatehina u saglasnosti su sa vrednostima nadenim u drugim vinima sorte vranac poreklom iz
Crne Gore [235]. Poredenjem vina 2012. godi$ta zapaza se da uzorci CII i CIII pored toga §to imaju
vise ukupnih fenola i ve¢u anti-DPPH radikalsku aktivnost od uzoraka Kom i CI, takode imaju i
znacajno veci sadrzaj galne kiseline i (+)-katehina (Tabela 16, Slika 38). Ovaj rezultat moze
ukazivati na znacaj u doprinosu datih fenolnih jedinjenja anti-DPPH radikalskoj aktivnosti uzoraka.

Najzastupljenije jedinjenje iz grupe derivata hidroksicimetne kiseline je kafeinska kiselina.
Ispitivana vina iz 2010. godine najbogatija ovim fenolnim jedinjenjem. Najveéi sadrzaj kafeinske
kiseline naden je u uzorku CII 2010 (2,63 £ 0,04 mg/L). Njen sadrzaj naden u uzorcima vina vranac
u saglasnosti je sa sadrzajem nadenim u vinima iste sorte i istog geografskog porekla u studiji
Pajovi¢-Séepanovic i sar., 2018 [235]. Sa druge strane, uzorci iz 2010. godine znatno su siromasniji
sadrzajem miricetina i kvercetina u odnosu na uzorke iz druge dve godine (Tabele 14-16, Slike 36-
38). Premda analizirani uzorci vina imaju i manju anti-DPPH radikalsku aktivnost u odnosu na
uzorke iz 2011. i 2012. godine, moze se pretpostaviti da najmanji sadrzaj flavonola u vinima 2010.
direktno uti¢e i na najnizu antiradikalsku aktivnost 2010. godista (Tabela 13, Slika 33). Najvise
miricetina nadeno je u uzorku Kom 2012 (4,15 + 0,1 mg/L), dok je najveca koncentracija kvercetina
izmerena u uzorku CII 2011 (3,61 £ 0,08 mg/L). Moze se primetiti da je resveratrol zajedno sa
svojim cis/trans glukozidom, piceidom zastupljen u svim ispitivanim uzorcima (Tabele 14-16,
Slike 36-38). Izmereni sadrzaji cis/trans-resveratrola u saglasnosti su sa sadrzajem nadenim u
studiji Pajovi¢-S¢epanovi¢ i sar., 2018., dok je nadeni sadrzaj cis/trans-piceida veé¢i u odnosu na
pomenutu studiju [235]. U studiji Kostadinovi¢ i sar. 2012, sadrZaj trans-piceida u makedonskim
vinima sorte vranac u okviru je vrednosti nadenih u ovoj tezi [237]. Ocigledna je njihova najveca
zastupljenost u uzorcima iz 2010. godine. Dato zapaZanje podrzava povezanost izmedu vece
koncentracije resveratrola u uzorcima (kao fitoaleksina) i povecane koli¢ine padavina u 2010.
godini koja pogoduje razvoju gljivica (Tabela 7).
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Tabela 14. Sadrzaj fenolnih jedinjenja u ispitivanim uzorcima vina sorte vranac 2010. godiSta
odreden metodom LC-MS/MS.

vranac 2010

Fenolno jedinjenje (mg/L)

Kom Cl Cl CHl
galna kiselina 16,41+0,414 20,81+0,388B 26,48 +0,37 € 25,87+0,41°¢
pmtoll‘igte‘i:‘n“;”'s"a 200£009A  306+012%  383:+0,10°  2,03%0,064
4'hidrl‘2.ks“.’enzoe"a 040£002°  010£001A  028+002°  016+002°8

iselina

vanilinska kiselina 4,60+0,104 6,87+0,11° 7,15+0,15°¢ 552+0,12°8
siringinska kiselina 450+0,11° 3,85+0,058 444+0,11¢ 3,44+0,054
elaginska kiselina 0,31+0,024 0,430,028 0,77+0,04°¢ 0,47+0,028
kafeinska kiselina 2,34+0,108 2,35+0,048 2,63+0,04°€ 1,43+0,03A
p-kumarinska kiselina 0,29+0,024 0,96 +0,02 ¢ 0,66 +0,03 B 0,32+0,014
ferulinska kiselina 0,06 +0,014 0,06 + 0,004~ 0,11+0,01 8 0,08+0,014
vanilin 0,09+0,004 0,11+0,018 0,11+0,018 0,09 +£0,00 A

siringaldehid ND 0,09+0,014 0,09+0,014 ND
(+)-katehin 7,41+0224 9,27 +0,14 8 12,74+0,10° 11,24 +0,15°¢
(-)-epikatehin 2,96 +£0,04 A 569+0,15°8 7,09+0,15°¢ 7,16 +0,15°€
trans-resveratrol 0,46 £0,02 4 0,74+£0,058 0,65+0,028 0,51+0,044
cis-resveratrol 0,11+0,014 0,36 +0,01°¢ 0,43+0,02° 0,26 £0,02 B
trans-piceid 2,08+0,07A 436+0,01°¢ 3,11+0,028 3,04+0,158
cis-piceid 1,84 +£0,04 A 3,31+0,03¢ 2,89+0,028 481+0,15°
miricetin 1,32+0,05°¢ 0,58 +0,034 0,92+0,058 0,99+0,028
kvercetin 0,82+0,03°¢ 0,27 £0,01 4 0,40 +0,03 B 1,06 £0,03°
kempferol ND ND 0,04 +0,008 0,03+0,004

*ND - nije detektovano; Kom — komercijalno dostupno vino; CI/1I/111 — vino sorte vranac dobijeno
od CI/CII/CIII klona vinove loze. Sve vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + SD (u
triplikatu). Razlicita slova u superskriptu, kod podataka koji se nalaze u istom redu, su pokazatelji
da se dobijene srednje vrednosti merenja statisticki znacajno razlikuju, na nivou p < 0,05, prema
HSD Tukey-evom testu.
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Slika 36. Sadrzaj fenolnih jedinjenja u ispitivanim uzorcima vina sorte vranac 2010. godista odreden metodom LC-MS/MS. Kom — komercijalno
dostupno vino; CI/II/111 — vino sorte vranac dobijeno od CI/CII/CIII klona vinove loze; GA — galna kiselina; PA — protokatehuinska kiselina; VA —
vanilinska kiselina; SA — siringinska kiselina; CA — kafeinska kiselina; HBA — 4-hidroksibenzoeva kiselina; EA — elaginska kiselina; pKA — p-
kumarinska kiselina; C — (+)-katehin; EC — (-)-epikatehin; tR — trans-resveratrol; cR — cis-resveratrol; tP — trans-piceid; cP — cis-piceid; My —
miricetin, Qe — kvercetin; FA — ferulinska kiselina; Va — vanilin; Sa — siringaldehid; K — kempferol
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Tabela 15. Sadrzaj fenolnih jedinjenja u ispitivanim uzorcima vina sorte vranac 2011. godista

odreden metodom LC-MS/MS.

vranac 2011

Fenolno jedinjenje (mg/L)
Kom Cl Cll CHl
galna kiselina 15,1+ 0,28 AB 17,28 +0,23 ¢ 15,35+0,16 B 14,65+ 0,22 A
protokateiuinska 166+0108  221+008°  1,88+007¢  135+0,064
Ahidroksibenzoeva 90540014 0120018 ND 0,15+ 0,01 €
iselina

vanilinska kiselina 3,35+0,114 3,97 £0,09 B 3,81+0,098 3,56 £0,09 A
siringinska kiselina 2,64 +0,08 A~ 2,95+0,058 3,66 +£0,09 ¢ 2,75+0,054
elaginska kiselina 0,78 £0,04 A~ 1,20 +£0,03 ¢ 1,13+0,04 ¢ 1,00+ 0,058
kafeinska kiselina 1,25+0,16 8 1,20+0,02 8 0,96 + 0,034 0,79+0,024
p-kumarinska kiselina 0,30+0,028 0,22+0,02°¢ 0,17 +£0,014 0,29+0,018
ferulinska kiselina 0,06+0,018 0,03+0,004 0,03+0,004 0,06+0,008
vanilin 0,09+0,014 0,13+0,018 0,16 +0,01¢ 0,11 +0,01 A8
siringaldehid 0,07 +0,014 0,10 + 0,01 B¢ 0,12+0,01¢ 0,09 + 0,00 A8
(+)-katehin 9,17 +0,224 12,44 +0,11B 11,00+ 0,13 B 9,23+0,114
(-)-epikatehin 497+0,194 589+0,12°¢ 5,52 +0,09 B 5,19 + 0,09 AB
trans-resveratrol 0,33+0,028 0,39+0,02°¢ 0,23+0,024 0,40+0,03°¢
cis-resveratrol 0,05+0,014 0,23+0,01°¢ 0,07 £0,008 0,06 + 0,00 A8
trans-piceid 2,22 +0,024 2,94+0,01¢ 2,22 +0,084 2,73+0,11B
cis-piceid 1,27 +0,01A 2,64+0,01° 1,98+0,10 € 1,46 +0,08 B
miricetin 1,81+0,038 1,50+0,034 1,87+0,10B 1,57+0,10~
kvercetin 3,37+0,058 3,50 + 0,07 B¢ 3,61+0,08°¢ 3,06+0,034
kempferol 0,20+0,014 0,42+0,02°¢ 0,22 +0,024 0,27+0,018

*ND - nije detektovano; Kom — komercijalno dostupno vino; CI/1I/111 — vino sorte vranac dobijeno
od CI/CII/CIII klona vinove loze. Sve vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + SD (u
triplikatu). Razlicita slova u superskriptu, kod podataka koji se nalaze u istom redu, su pokazatelji
da se dobijene srednje vrednosti merenja statisticki znacajno razlikuju, na nivou p < 0,05, prema
HSD Tukey-evom testu.
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Slika 37. Sadrzaj fenolnih jedinjenja u ispitivanim uzorcima vina sorte vranac 2011. godista odreden metodom LC-MS/MS. Kom — komercijalno
dostupno vino; CI/I1/111 — vino sorte vranac dobijeno od CI/CII/CIII klona vinove loze; GA — galna kiselina; PA — protokatehuinska kiselina; VA —
vanilinska kiselina; SA — siringinska kiselina; CA — kafeinska kiselina; HBA — 4-hidroksibenzoeva kiselina; EA — elaginska kiselina; pKA — p-
kumarinska kiselina; C — (+)-katehin; EC — (-)-epikatehin; tR — trans-resveratrol; cR — cis-resveratrol; tP — trans-piceid; cP — cis-piceid; My —
miricetin, Qe — kvercetin; FA — ferulinska kiselina; Va — vanilin; Sa — siringaldehid; K — kempferol
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Tabela 16. Sadrzaj fenolnih jedinjenja u ispitivanim uzorcima vina sorte vranac 2012. godista

odreden metodom LC-MS/MS.

vranac 2012

Fenolno jedinjenje (mg/L)

Kom Cl o] clll
galna kiselina 1257+0,328  888+0,16~A  1488+025°  16,36+0,36°
pmtokkizfl?n“;mka 18040138  154+005A  154+003A  254+0,06°C

4-hidr|(2_ksik_)enzoeva ND ND ND ND

iselina
vanilinska kiselina 5,50 + 0,15 A 6,08+0,10 8 5,27 +0,10 A 591+0,158
siringinska kiselina 6,39 0,02 P 472+0,124 585+0,12°¢ 515+0,108
elaginska kiselina 1,13+0,058 1,01+0,02 A 1,56 + 0,04 € 1,55+ 0,05 ¢
kafeinska kiselina 1,59 + 0,07 © 0,39+ 0,02 A 0,98 +0,03 € 0,57 +0,03 B
p‘kli‘.ma'fins"a 032+001C¢  014+001A  031+002C  0,19+0,01°
iselina

ferulinska kiselina 0,02+ 0,00 A 0,03+0,00 B 0,03+0,00 B 0,03+0,008
vanilin 0,16 + 0,01 A8 0,17 +0,02 8 0,13+0,01A  0,15+0,01 48
siringaldehid 0,21+0,028 ND 0,15+0,014 0,14+0,014
(+)-katehin 985+0,13A  1242+0,118  2435+020°  21,92+0,26°C
(-)-epikatehin 4,29 +0,10 A 4,31+0,10 A 7,79+0,128 7,77+0,128
trans-resveratrol 0,55+ 0,02 ¢ 0,22+0,01 A 0,30+ 0,02 B 0,24 +0,02A
cis-resveratrol 0,22+0,03 ¢ 0,19 +0,01 B¢ 0,16 +0,01 B 0,10+0,01 A
trans-piceid 1,27 0,05~ 1,49 +0,01 8 1,55+ 0,08 B 1,50 +0,08 B
cis-piceid 1,50+ 0,03 B 1,39+0,01 A 2,38+0,11° 1,95+0,10 ¢
miricetin 415+0,10°¢ 1,78+ 0,07 A 1,95+0,124 2,25+0,12B
kvercetin 2,98 +0,07 0 185+0,05A  2,75+0,07 B¢ 2,84+0,04¢
kempferol 0,07 +0,00 A ND 0,16 +0,01 B 0,16 + 0,018

*ND - nije detektovano; Kom — komercijalno dostupno vino; CI/Il/IIl — vino sorte vranac dobijeno od CI/CII/CIII
klona vinove loze. Sve vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost = SD (u triplikatu). Razli¢ita slova u
superskriptu, kod podataka koji se nalaze u istom redu, su pokazatelji da se dobijene srednje vrednosti merenja
statisti¢ki znacajno razlikuju, na nivou p < 0,05, prema HSD Tukey-evom testu.
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Slika 38. Sadrzaj fenolnih jedinjenja u ispitivanim uzorcima vina sorte vranac 2012. godista odreden metodom LC-MS/MS. Kom — komercijalno
dostupno vino; CI/1I/111 — vino sorte vranac dobijeno od CI/CII/CIII klona vinove loze; GA — galna kiselina; PA — protokatehuinska kiselina; VA —
vanilinska kiselina; SA — siringinska kiselina; CA — kafeinska kiselina; HBA — 4-hidroksibenzoeva kiselina; EA — elaginska kiselina; pKA — p-
kumarinska kiselina; C — (+)-katehin; EC — (-)-epikatehin; tR — trans-resveratrol; cR — cis-resveratrol; tP — trans-piceid; cP — cis-piceid; My —
miricetin, Qe — kvercetin; FA — ferulinska kiselina; Va — vanilin; Sa — siringaldehid; K — kempferol
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4.2.3. Elementalni profil

Kao i u do sada analiziranim grupama crvenih vina, najzastupljeniji element u svim
analiziranim uzorcima vina sorte vranac jeste K. Iz dobijenih rezultata moze se primetiti da je
uzorak CI najbogatiji kalijumom u sve tri godine proizvodnje (Tabele 17-19, Slike 39-41), sa
najve¢om vrednoscu u 2010. godini (647,2 + 2,1 mg/L). Pored visokog sadrzaja K, u svim
analiziranim uzorcima primecuje se 1 visok odnos K 1 Na (vec¢i od 40:1), koji dostize maksimum u
uzorku CI 2010, sto je jedna od karakteristika koja ima blagotvorno dejstvo na kardiovaskularne
bolesnike i deo je objaSnjenja ,Francuskog paradoksa” (Tabela 17, Slika 39). Posle K,
najzastupljeniji makroelementi u analiziranim vinima su Ca 1 Mg sa priblizno jednakim
koncentracijama u svim ispitivanim uzorcima. I u slu¢aju ove grupe uzoraka znacajno je naglasiti
da konzumiranje 1-2 case vina dnevno moze biti znacajna nutritivna dopuna makroelemenata u
okviru preporu¢enog dnevnog unosa (Tabela 9) [208,209].

Proces vinifikacije znacajno moze uticati na sadrzaj odredenih elemenata u vinu, posebno
Al, Fe, Cd, Co, Cr, Cu, Mn i Pb. Medu zastupljenim mikroelementima u vinima najvise ima Fe, Al i
Zn. Najveca koncentracija Fe izmerena je u uzorku CII 2010 (2346 + 2 pg/L). Al i Zn su
najzastupljeniji u uzorku CIII 2011 sa koncentracijama od 1123,0 + 2,0 i 1152,8 + 0,9 ug/L. Moze
se primetiti da Zn ima znatno manje u uzorcima proizvedenim 2012. godine u odnosu na 2010. i
2011 (Tabele 17-19, Slike 39-41), dok sadrzaj Cu prili¢no varira u istim uzorcima iz razli¢itih
godina proizvodnje. Primera radi, uzorak Cl iz 2011. godine sadrzi 35,1 £ 0,8 pg/L Cu, dok isti
uzorak iz 2012. godine sadrzi 15 puta vise Cu (543,5 £ 0,5 pg/L). Ovakav rezultat moze biti
posledica razli¢itih spoljasnjih faktora, kao $to su izmedu ostalih, transportovanje i ¢uvanje uzoraka.
U okviru 2012. godista, uzorak CI izdvaja se kao uzorak sa najve¢im koncentracijama Al, Fe, Mn,
Zn i Cu (Tabela 19, Slika 41). Sa druge strane, u okviru 2011. godi$ta, moze se primetiti da je isti
slucaj sa uzorkom CIII (Tabela 18, Slika 40). Veoma je vazna i ¢injenica da svi analizirani uzorci
sadrze Fe, Cu i Zn ispod maksimalno dozvoljenih vrednosti (6, 1 i 5 mg/L) [94,211]. lako nisu
definisane dozvoljene koncentracije mangana u vinu, vrednosti dobijene u ovoj studiji u skladu su
sa literaturnim podacima [214,215]. Konzumiranje ispitivanih vina u preporuc¢enim dnevnim
koli¢inama znacajno doprinosi preporu¢enom dnevnom unosu Fe, Mn, Zn i Cu (Tabela 9).
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Tabela 17. Sadrzaj makro- i mikroelemenata u analiziranim uzorcima vina sorte vranac, godiste 2010. odreden metodama ICP-OES i ICP-MS.

MAKROELEMENTI MIKROELEMENTI
Uzorak (mg/L) (na/L)
Ca K Mg Na Al Fe Mn Zn Cu

Kom 63,1+0,28 4786+498 464+0,78 98+04B8 939,8+3,0P 1113+1B 4838+05° 988,0+2,0° 3750+3,0°
o
§ Cl 651+05¢ 6472+21P 576+0,2°€ 98+038 8992+12B8 962+17 4383+04°¢ 9181+06C€ 2470x+3,0°
[&]
§ Cll 62,0+0,78 607,2+83¢ 645+02° 83+03% 9192+0,7¢ 2346+2P 4182+038 659,6+02” 1185+05°8
s

Cll 578+06" 4088+42” 406+03” 95+048% 8076+12” 1418+5¢ 4113+02” 8128+018 395+074

* Kom — komercijalno dostupno vino; CI/II/I1l — vino sorte vranac dobijeno od CI/CII/CIII klona vinove loze. Sve vrednosti su predstavljene kao
srednja vrednost £ SD (u triplikatu). Razli¢ita slova u superskriptu, kod podataka koji se nalaze u istoj koloni, su pokazatelji da se dobijene srednje
vrednosti merenja statisticki znacajno razlikuju, na nivou p < 0,05, prema HSD Tukey-evom testu.
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Slika 39. Sadrzaj makro- i mikroelemenata u analiziranim uzorcima vina sorte vranac, godiste 2010. odreden metodama ICP-OES i ICP-MS. Kom
— komercijalno dostupno vino; CI/1I/111 — vino sorte vranac dobijeno od CI/CII/CIII klona vinove loze
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Tabela 18. Sadrzaj makro- i mikroelemenata u analiziranim uzorcima vina sorte vranac, godiste 2011. odreden metodama ICP-OES i ICP-MS.

MAKROELEMENTI MIKROELEMENTI
Uzorak (mg/L) (ug/L)
Ca K Mg Na Al Fe Mn Zn Cu

Kom 576+05% 5252+31% 385+03” 103+03% 7158+268 1027+27” 491,2+08P 10956+02C¢ 38,7+05"4

—
S Cl 650+02C¢ 5876+31° 475+01C¢ 107+02"® 697,0£20~ 1158+3% 460,0+208 7180+0,1” 351+08%
Q
c cl 595+048 5131+51A 432+058% 110+02B 7168+068% 1156+9° 4562+06" 7415+008 390+104
s
clil 676+08° 5592+60¢ 503+06° 135+02C 1123,0+2,0C 1438+3C 4755+0,7¢ 11528+0,9° 507,0+3,0®
“ Kom — komercijalno dostupno vino; CI/1I/I1l — vino sorte vranac dobijeno od CI/CII/CIII klona vinove loze. Sve vrednosti su predstavljene kao

srednja vrednost = SD (u triplikatu). Razlicita slova u superskriptu, kod podataka koji se nalaze u istoj koloni, su pokazatelji da se dobijene srednje
vrednosti merenja statisticki znacajno razlikuju, na nivou p < 0,05, prema HSD Tukey-evom testu.
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Slika 40. Sadrzaj makro- i mikroelemenata u analiziranim uzorcima vina sorte vranac, godiste 2011. odreden metodama ICP-OES i ICP-MS. Kom
— komercijalno dostupno vino; CI/1I/111 — vino sorte vranac dobijeno od CI/CII/CIII klona vinove loze
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Tabela 19. Sadrzaj makro- i mikroelemenata u analiziranim uzorcima vina sorte vranac, godiste 2012. odreden metodama ICP-OES i ICP-MS.

MAKROELEMENTI MIKROELEMENTI
Uzorak (mg/L) (ug/L)
Ca K Mg Na Al Fe Mn Zn Cu

Kom 57,1+06C 4930+42C 414+02% 91+03” 5306+258 1041+3C 4403+04°C 551,7+048 1249+16°
N
S Cl 56,1+04°C 5231+26° 409+02% 114+03¢ 9779+12P° 1411+3° 4415+04° 6655+06° 5435+05P°
Q
= ci 52,7+04A~ 4159+28~ 391+03~ 994038 4898+07~ 933+2A 3385+04” 4734+01” 250074
s

chi 547+038 4524+088 474+02¢ 97+03”® 5465+05C 941+28 3779+028 5593+02C 61,2+04°

“ Kom — komercijalno dostupno vino; CI/1I/I1l — vino sorte vranac dobijeno od CI/CII/CIII klona vinove loze. Sve vrednosti su predstavljene kao

srednja vrednost = SD (u triplikatu). Razlicita slova u superskriptu, kod podataka koji se nalaze u istoj koloni, su pokazatelji da se dobijene srednje
vrednosti merenja statisticki znacajno razlikuju, na nivou p < 0,05, prema HSD Tukey-evom testu.
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Slika 41. Sadrzaj makro- i mikroelemenata u analiziranim uzorcima vina sorte vranac, godiste 2012. odreden metodama ICP-OES i ICP-MS.
Kom — komercijalno dostupno vino; CI/1I/111 — vino sorte vranac dobijeno od CI/CI1/CIII klona vinove loze
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Medu elementima prisutnim u tragovima Cr i Se su vazni kao elementi neophodni za
normalno funkcionisanje ljudskog organizma. Uzorak CIII 2012 se izdvaja od ostalih po najve¢em
sadrzaju Cr (42,3 + 0,2 pg/L) (Tabela 22, Slika 44). Sa druge strane, Se je najzastupljeniji u
uzorcima CI i CIIl 2011 sa koncentracijama od 4,60 + 0,20 i 4,58 + 0,10 ug/L (Tabela 21, Slika
43). Oba elementa se konzumiranjem ispitivanih vina unose u okviru preporucenih granica (Tabela
9). Moze se zakljuciti da svi analizirani uzorci vina sorte vranac sadrze teSke metale As, Cd i Pb u
znatno manjim koncentracijama od maksimalno dozvoljenih (Tabele 20-22, Slike 42-44) [92]. |
preostali elementi u tragovima koncentracijski se nalaze u okviru do sada objavljivanih vrednosti
[172,238]. Na kraju, vazno je naglasiti da je sadrzaj potencijalno toksi¢nih elemenata (Pb, As, Cd,
Ni, Sb) u ispitivanim vinima sorte vranac daleko ispod odredenih granica (TDI, TWI, PTWI i
BMDLo:) (Tabela 12).
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Tabela 20. Sadrzaj elemenata prisutnih u tragovima u analiziranim uzorcima vina sorte vranac, godiste 2010., odreden metodom ICP-MS.

ELEMENTI U TRAGOVIMA
Uzorak (ug/L)
\Y/ Cr Ni Co As Se Cd Sb Ba Tl Pb

Kom 144+001¢ 346+028% 370+02¢ 099+001¢ 037+000~ 377+005¢ 043+0,008 6,23+0,028 562+04¢ 137+0,00° 1029+04P
Cl 1,06+0,018 360+02¢ 283+0,2”~ 1,09+0,00° 0,9+0028% 030+002~ 054+001¢ 6,02+0034 703+04° 0,99+0,01° 783+04°¢

Cll 085+0,02A 395+0,1°P 410+0,2P 0,71+001®% 125+001¢ 080+002% 033+000~ 749+006° 480+03% 0,94+0,018 38,7024

vranac 2010

Clll 086+0,02~A 296+04” 303+01% 064+001A ND 0,79+0,06% 0,33+0014 7,10+0,06¢ 491+0,3B 0,89+0,004 432+0,3B

“ ND — nije detektovano; Kom — komercijalno dostupno vino; CI/1I/111 — vino sorte vranac dobijeno od CI/CII/CI1I klona vinove loze. Sve vrednosti su
predstavljene kao srednja vrednost £ SD (u triplikatu). Razli¢ita slova u superskriptu, kod podataka koji se nalaze u istoj koloni, su pokazatelji da se
dobijene srednje vrednosti merenja statisticki zna¢ajno razlikuju, na nivou p < 0,05, prema HSD Tukey-evom testu.
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Slika 42. Sadrzaj elemenata prisutnih u tragovima u analiziranim uzorcima vina sorte vranac, godiste 2010., odreden metodom ICP-MS. Kom —
komercijalno dostupno vino; CI/11/111 — vino sorte vranac dobijeno od CI/CII/CIII klona vinove loze
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Tabela 21. Sadrzaj elemenata prisutnih u tragovima u analiziranim uzorcima vina sorte vranac, godiste 2011., odreden metodom ICP-MS.

ELEMENTI U TRAGOVIMA

Uzorak (ug/L)
\Y/ Cr Ni Co As Se Cd Sb Ba Tl Pb

Kom 0,70+0,01A 215+0,3A 271+0,1°€ 0,93+0,008 ND ND 0,35+0,008 7,06+0,03D 31,0+0,1A 1,29+0,01° 434+0,2°C¢
g Cl 1,07+0,01¢ 283+03B 266+028 110+0,01¢ 0,52+0,00A 460+0,208 0,37+0,01¢ 6,81+0,02¢ 438+0,1¢ 0,84+0,00A 340+0,08
N
Q
§ Cll 0,77+0,028 313+0,2¢ 250+0,0~ 0,78+0,01A ND 0,99+0,04A 0,26 +0,004 6,47+0,018 373+0,18 105+0,01¢ 309+0,1A4
>

Clll 1,48+0,01°® 388+030 437+02P 218+0,01° 1,22 +0,02 8 458+0,108 0,82+0,01 0 6,18+0,03~ 625+04P 101+0028B 985+0,3P

“ ND - nije detektovano; Kom — komercijalno dostupno vino; CI/II/111 — vino sorte vranac dobijeno od CI/CII/ClII klona vinove loze. Sve vrednosti su
predstavljene kao srednja vrednost + SD (u triplikatu). Razli¢ita slova u superskriptu, kod podataka koji se nalaze u istoj koloni, su pokazatelji da se
dobijene srednje vrednosti merenja statisticki zna¢ajno razlikuju, na nivou p < 0,05, prema HSD Tukey-evom testu.
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Slika 43. Sadrzaj elemenata prisutnih u tragovima u analiziranim uzorcima vina sorte vranac, godiste 2012., odreden metodom ICP-MS. Kom —
komercijalno dostupno vino; CI/11/111 — vino sorte vranac dobijeno od CI/CII/CIII klona vinove loze

83



Tabela 22. Sadrzaj elemenata prisutnih u tragovima u analiziranim uzorcima vina sorte vranac, godiste 2012., odreden metodom ICP-MS.

ELEMENTI U TRAGOVIMA
Uzorak (ug/L)
\Y/ Cr Ni Co As Se Cd Sb Ba Tl Pb

Kom 086+0018 291+028 176+0,1® 0,86+0,00¢ 0,03+0,00~ 255+0,02B 0,14 +£0,00 B 4,86 +0,03A 276+02A 1,29+0,00° 17,7+0,17

g Cl 168+0,01° 281+02” 342+02° 128+000°P 050+0,01¢ 230+0208 043+0,01¢ 836+003¢ 620+01¢ 083+001* 81,1+02°P
N
Q
§ Cll 095+0,02¢ 360+02¢ 168+0,1% 061+0,01A ND ND 0,10+0,00~ 488+003~ 31,8+028 1,09+001¢ 208+02°B
>

Cll 035+0,00A 423+0,2° 189+0,1¢ 0,71+0,01® 0,12+001® 100+0,03A 0,15+0018 6,12+0,01% 321+028% 102+001B 237+01°€

“ ND - nije detektovano; Kom — komercijalno dostupno vino; CI/II/111 — vino sorte vranac dobijeno od CI/CII/ClII klona vinove loze. Sve vrednosti su
predstavljene kao srednja vrednost + SD (u triplikatu). Razli¢ita slova u superskriptu, kod podataka koji se nalaze u istoj koloni, su pokazatelji da se
dobijene srednje vrednosti merenja statisticki znacajno razlikuju, na nivou p < 0,05, prema HSD Tukey-evom testu.

84



37 ag -
1_- -
24 I
e 60 4 * — e T
18 ——Co — e Ni
= AN =
EL ) ——As E, . Sb
< 1o S~ ——Se 5 _ . o —+—Ba
‘,J_, - & ; T e -
-._1’--"' «—Cd 30 [ Sarame H_.--'_'PJ‘ ""-h"'-.._\_. —s—Pb
——TI N — /.
0.6 N Wi ~—
0 == T T e — 1 0 T T T 1
Kom Cl cll Clil Kom cl cll Cll

Slika 44. Sadrzaj elemenata prisutnih u tragovima u analiziranim uzorcima vina sorte vranac, godiste 2012., odreden metodom ICP-MS.
Kom — komercijalno dostupno vino; CI/1I/111 — vino sorte vranac dobijeno od CI/CII/CII1 klona vinove loze
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4.2.4. Cikli¢na voltametrija

Cikli¢na voltametrija je u ovoj studiji koriS¢ena kao brza i pouzdana metoda za odredivanje
antioksidativne aktivnosti ispitivanin uzoraka vina sorte vranac, kao alternativna metoda
tradicionalnim spektrofotometrijskim tehnikama. Ova metoda je po prvi put iskori§¢ena u analizi
pomenutih uzoraka. Cikli¢na voltametrija je u prethodnim studijama uspe$no koriS¢ena za
odredivanje fenolnog sadrzaja u vinima i za korelaciju analitickog odgovora sa antioksidativnim
kapacitetom datih uzoraka [239-241]. Ovom tehnikom se ne mogu identifikovati pojedinaéni
antioksidanti iz uzorka ve¢ ona pokazuje ukupnu antioksidativnost [242]. Kako bi se obuhvatile sve
grupe antioksidativnih jedinjenja snimani su voltamogrami pri potencijalu od 0 do 1,3 V. Povrsina
ispod voltamograma u anodnom smeru proporcionalna je koncentraciji antioksidanata prisutnih u
analiziranim uzorcima i predstavlja antioksidativni kapacitet uzorka. Za poredenje antioksidativnog
kapaciteta analiziranih uzoraka vina koriS¢en je Q600 faktor, kao i antioksidativni kompozitni
indeks (ACI) izrazen u procentima (Slike 45-47).

U okviru grupe vina iz 2010. godine proizvodnje na voltamogramu uzorka komercijalnog
vina primecuju se dva anodna pika na oko + 0,67 i + 0,92 V, sa Q600 faktorom od 2,871 (Slika 45).
Na voltamogramima vina dobijenih od klonova Cl i CIlI vidi se povecanje oksidacione struje
drugog anodnog pika sa malim pomeranjem samog pika ka pozitivnijim vrednostima. U
voltamogramu uzorka CI vidi se blago smanjenje Q600 faktora i ACI indeksa, dok se u slucaju

uzorka CIII vidi drastiéno povecanje ova dva parametra, $to ukazuje na vecu antioksidativnu
aktivnost u odnosu na uzorke Kom 2010 i CI 2010 (Slika 45).
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2
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2
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>
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Slika 45. Cikli¢ni voltamogrami, faktor Q600 i antioksidativni kompozitni indeks (ACI) dobijeni za
analizirane uzorke vina sorte vranac 2010. godiste. Kom — komercijalno dostupno vino; CI/II/111 —
vino sorte vranac dobijeno od CI/CI1/CIII klona vinove loze
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U okviru grupe uzoraka iz 2011. godine proizvodnje, na voltamogramu komercijalnog vina
takode se mogu primetiti dva anodna pika na oko + 0,67 i + 0,92 V, sa Q600 faktorom od 1,274
(Slika 46). I u ovom sluc¢aju na voltamogramu uzorka CIII vidi se povecanje oksidacione struje
drugog anodnog pika sa malim pomeranjem samog pika ka pozitivnijim vrednostima. Q600 faktor,
kao i ACI indeks uzorka CIlI pokazuju vece vrednosti u odnosu na komercijalno vino, $to ukazuje
na vecu antioksidativnu aktivnost uzorka CIlII. Uzorak CIlI ima Q600 faktor i ACI indeks slican
komercijalnom vinu, dok se kod uzorka CI primecuje smanjenje ovih vrednosti u odnosu na
komercijalno vino (Slika 46).
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Slika 46. Cikli¢ni voltamogrami, faktor Q600 i antioksidativni kompozitni indeks (ACI) dobijeni za
analizirane uzorke vina sorte vranac 2011. godiste. Kom — komercijalno dostupno vino; CI/II/111 —
vino sorte vranac dobijeno od CI/CII/CIII klona vinove loze

U grupi uzoraka 2012. godine proizvodnje voltamogram komercijalnog vina sli¢an je kao u
vinima 2010. i 2011. godista, dok se u voltamogramima uzoraka CII i CIII vidi povecanje
oksidacione struje drugog anodnog pika sa malim pomeranjem samog pika ka pozitivnijim
vrednostima. Q600 i ACI indeksi oba uzorka ve¢i su u odnosu na date vrednosti izmerene u uzorku
Kom 2012, pri ¢emu se uzorak CII istiCe najvecom antioksidativnom aktivnoscu (Slika 47).
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Slika 47. Cikli¢ni voltamogrami, faktor Q600 i antioksidativni kompozitni indeks (ACI) dobijeni za
analizirane uzorke vina sorte vranac 2012. godiste. Kom — komercijalno dostupno vino; CI/II/111 —
vino sorte vranac dobijeno od CI/CII/CIII klona vinove loze

Dobijeni rezultati pokazuju da je spektrofotometrijski odredena anti-DPPH radikalska
aktivnost uzoraka CIII 2011 i CII 2012 takode visoka, dok je anti-DPPH radikalska aktivnost
uzorka CIII 2010 nes$to niza (Tabela 13). Sa druge strane, mereno metodom cikli¢ne voltametrije,
uzorak CII1 2010 ima najveci Q600 faktor (4,213), a samim tim i najveéu antioksidativnu aktivnost.
Uzorak sa najmanjim Q600 faktorom je uzorak Kom 2012 (0,629). S obzirom da se metodom
ciklicne voltametrije meri ukupna antioksidativna aktivnost merena na osnovu oksidacije svih
jedinjenja unutar uzoraka a ne samo antioksidativna aktivnost u odnosu na jedan radikal (npr.
DPPH radikal), razlika izmedu rezultata merenja antioksidativne aktivnosti dobijenih ovim dvema
metodama je o¢ekivana [243].

4.2.5. EPR

EPR metoda po prvi put je iskoris¢ena u analizi anti-DPPH radikalske aktivnosti ispitivanih
uzoraka sorte vranac. Analizom rezultata dobijenih ovom metodom, moze se zakljuciti da svi
analizirani uzorci crvenog vina sorte vranac pokazuju anti—-DPPH radikalsku aktivnost (Tabela 23).
Izmerena anti-DPPH radikalska aktivnost uzorka CI 2010 najmanja je i iznosi 42 + 2,1%, dok se
uzorak CII1 2011 izdvaja sa najvecom izmerenom aktivnoséu (95 + 3,6%).
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Tabela 23. Anti-DPPH radikalska aktivnost analiziranih uzoraka crvenog vina sorte vranac
dobijeni metodom EPR.

RSC
Uzorak (%)
Kom 82+32®C
S Cl 4221347
o
N Cli 78+25%C
Cll 69 +3,3%B
Kom 80+45%4
8 o Cl 80+350A
& o
SN Cli 78+22%A
Cll 95+3628
Kom 91+385A
o Cl 86 +3,6>A
o
N cll 88 +3,30A
Cll 89 +3,70A
“Kom — komercijalno dostupno vino; CI/II/11l — vino sorte vranac dobijeno od CI/CII/CIII klona

vinove loze, RSC — (engl. Radical Scavenging Capacity) sposobnost neutralisanja slobodnih
radikala izraZena u procentima (u triplikatu). Razli¢ita slova u superskriptu, kod podataka koji se
nalaze u istoj koloni, su pokazatelji da se dobijene srednje vrednosti merenja statisticki znacajno
razlikuju, na nivou p < 0,05, prema HSD Tukey-evom testu; mala slova pokazuju statisticki
znacajne razliitosti u dobijenim vrednostima merenja izmedu istih vrsta merlo vina razliitog
godista, dok se velika slova odnose na statisticki znacajne razlicitosti u vrednostima dobijenim za
razli¢ite vrste merlo vina u okviru istog godista.

Poredenjem ovih rezultata sa rezultatima dobijenim spektrofotometrijskim merenjem anti—
DPPH radikalske aktivnosti, primecuje se slaganje u odnosu na uzorke sa najviSom i najnizom
aktivnosc¢u (CIII 2011 i CI 2010) (Tabela 23). Pronadena je pozitivna korelacija izmedu ukupnih
vrednosti anti-DPPH radikalske aktivnosti (R?> = 0,42), dobijenih za ispitivane uzorke vina sorte
vranac, mereno spektrofotometrijski i EPR-om (Slika 48).
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Slika 48. Korelacija izmedu anti—-DPPH radikalske aktivnosti odredene dvema metodama
(spektrofotometrijom i EPR-om)

4.3. Klonska sortna vina merlo

U ovom odeljku prikazani su rezultati dobijeni analizom hemijskog sadrzaja uzoraka vina
sorte merlo, iz dve godine proizvodnje (2010 i 2011), kako komercijalno dostupnih, tako i vina
dobijenih od klonova (VCR1 i VCR101) vinove loze pomenute sorte.

4.3.1. Sadrzaj odabranih ukupnih jedinjenja i anti-DPPH radikalska aktivnost

Poredenjem rezultata dobijenih za sadrzaj ukupnih fenola moze se primetiti da je u okviru
2010. godine proizvodnje uzorak VCR101 najbogatiji fenolima. Sadrzaj ukupnih fenola u ovom
uzorku znacajno je veci u odnosu na uzorke Kom (p < 0,001) i VCR1 (p < 0,01) (Tabela 24, Slika
49). 2011. godine nema znacajne razlike u sadrzaju ukupnih fenola izmedu uzoraka VCRI i
VCR101, dok je uzorak Kom 2011 znatno siromasniji ovim jedinjenjima u odnosu na uzorak
VCR101 (p < 0,05). Moze se primetiti da su klonska vina analizirana u ovoj studiji znatno bogatija
u sadrzaju ukupnih fenola u odnosu na klonska vina iste sorte (022,025 i 029), poreklom iz Srbije,
koja su analizirana u studijama Vujovi¢ i sar., 2015 [244] i Vujovié i sar., 2016 [234]. Isto se moze
primetiti i u odnosu na vina sorte merlo analizirana u studiji Majki¢ i sar., 2019 [245].
Koncentracija ukupnih fenola izmerena u uzorcima merlo vina u okviru ove studije takode je veca u
odnosu na koncentraciju nadenu u hrvatskim vinima iste sorte analiziranim u studiji Zurga i sar.,
2019 [246]. U odnosu na sadrzaj ukupnih flavonoida, u okviru uzoraka iz 2010. godine trend je isti
kao u slucaju ukupnih fenola (Tabela 24, Slika 49). Naime, uzorak VCR101 je najbogatiji
flavonoidima (365,2 £ 5,2 mg/L). U uzorcima iz 2011. godine nema znacajne razlike u sadrzaju
ukupnih flavonoida. Moze se primetiti da u okviru vina 2010. godista najviSe monomernih
antocijana ima u uzorku komercijalno dostupnog vina (172,8 = 2,2 mg/L), dok u 2011. godini
dominira uzorak VCR101 (230,3 + 6,6 mg/L) (Tabela 24, Slika 49). Analizirani sadrzaj tanina
ukazuje na vecu zastupljenost tanina u uzorcima VCR1 2011 u odnosu na VCR1 2010 (p < 0,01),
kao i u VCR101 2011 u odnosu na VCR101 2010 (p < 0,01). Koncentracija tanina u ispitivanin
uzorcima merlo vina u skladu je sa vrednostima pronadenim u crvenim vinima kako merlo vina
tako i vina dobijenih od drugih sorti crnog grozda [247,248]. Takode, moze se primetiti da klonska
vina analizirana u ovoj studiji sadrZze manje tanina u odnosu na klonska vina (022,025 1 029) merlo
sorte, poreklom iz Srbije, analizirana u studiji Vujovi¢ i sar., 2016 [234]. Sa druge strane,
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koncentracija tanina izmerena u ovoj studiji u okviru je vrednosti pronadenih u merlo vinima iz
studije Majki¢ i sar., 2019. [245]. Poredenjem anti—-DPPH radikalske aktivnosti moze se zakljuciti
da u obe godine proizvodnje uzorci VCR1 i VCR101 imaju znatno vecu aktivnost u odnosu na
komercijalno dostupno vino (Tabela 24, Slika 49).

Iz dobijenih rezultata jasno se primecuje da su sva tri vina proizvedena 2010. godine znatno
siromasnija u svih pet ispitivanih hemijskih karakteristika u odnosu na vina iz 2011. godine (Tabela
24, Slika 49). To jos$ jednom stavlja akcenat na klimatske uslove (veci broj sun¢anih sati i manje
kiSe) koji su bili povoljniji za sazrevanje, a samim tim i hemijske karakteristike grozda u 2011.
godini.

Tabela 24. Sadrzaj ukupnih fenola, flavonoida, monomernih antocijana, tanina i anti-DPPH
radikalska aktivnost analiziranih uzoraka crvenih vina.

Uzorak Uklé&ngj/r_e)non flavorllJokigip?ring/L) ant'g/:;?jr;%rin(er:;/L) Tanini (mg/L) E(cff/i())-1
Kom 218454093734  2078+71%A  1728+223C  5516+287%A 427+14%A
S VCRL  237024821°A  2988+80% 90,2+2,1%A  5993+323%A 581+30°%8
VCRI0L 27750+489%8 365245238  1525+428%8  5821+336%A 636+27 %8
Kom  2988,6+14220A 3760+112°A  2152+41bA  6503+37,6% 667 +3104
S VCR1 32557£008°A° 30324584  2036445°%  7938%375%4 724110
VCRI01 333704115458  3972+92bA  2303+6,6°8  7627+361bA 80,1+1.8°C

*

Kom - komercijalno vino sorte merlo; VCR1/VCR101 - vino sorte merlo dobijeno od
VCR1/VCR101 klona vinove loze. Vrednosti za sadrzaj ukupnih fenola su izrazene u ekvivalentima
galne kiseline (mg GAE/L). Vrednosti za sadrzaj ukupnih flavonoida su izraZene u ekvivalentima
rutina (mg RTE/L), dok su vrednosti za sadrzaj monomernih antocijana izrazene u ekvivalentima
cijanidin-3-glukozida. Sadrzaj tanina je izrazen u ekvivalentina katehina (mg CE/L). Sve vrednosti
su predstavljene kao srednja vrednost = SD (u triplikatu). Razli¢ita slova u superskriptu, kod
podataka koji se nalaze u istoj koloni, su pokazatelji da se dobijene srednje vrednosti merenja
statisticki znacajno razlikuju, na nivou p < 0,05, prema HSD Tukey-evom testu; mala slova
pokazuju statisticki znacajne razliitosti u dobijenim vrednostima merenja izmedu istih vrsta merlo
vina razli¢itog godiSta, dok se velika slova odnose na statisticki znacajne razli¢itosti u vrednostima
dobijenim za razli¢ite vrste merlo vina u okviru istog godista.

Dobijeni korelacioni dijagrami ukazuju na odli¢énu pozitivnu korelaciju izmedu dobijene
anti-DPPH radikalske aktivnosti i sadrzaja ukupnih fenola (R? = 0,91) (Slika 50 (A)). Vrlo dobra
pozitivna korelacija takode je primecena izmedu anti-DPPH radikalske aktivnosti i sadrZaja
ukupnih flavonoida (R? = 0,80) (Slika 50 (B)). Sa druge strane, korelacija izmedu anti-DPPH
radikalske aktivnosti i sadrzaja monomernih antocijana takode je pozitivna, ali nesto slabija (R? =
0,30) (Slika 50 (C)).
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Slika 49. Sadrzaj ukupnih fenola, flavonoida, monomernih antocijana, tanina i anti-DPPH
radikalska aktivnost analiziranih uzoraka crvenih vina. Kom — komercijalno vino sorte merlo;
VCR1/VCR101 - vino sorte merlo dobijeno od VCR1/VCR101 klona vinove loze
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Slika 50. Korelacioni dijagrami izmedu anti-DPPH radikalske aktivnosti i: A) sadrzaja ukupnih
fenola; B) sadrzaja ukupnih flavonoida; C) sadrzaja monomernih antocijana u ispitivanim uzorcima
vina
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4.3.2. Fenolni profil

U ispitivanim uzorcima crvenog vina sorte merlo odreden je sadrzaj trinaest fenolnih
jedinjenja. Kao najzastupljenija fenolna jedinjenja u svim uzorcima isticu se galna kiselina i
(+)-katehin (Slika 51). Najveca koncentracija galne kiseline izmerena je u uzorku VCR1 2010
(30,46 £ 0,42 mg/L), dok je nesto niza koncentracija nadena u uzorku VCR101 2010 (23,39 + 0,45
mg/L) (p < 0,001). Sadrzaj galne kiseline izmeren u uzorku VCR1 2010 gotovo je dva puta veci u
odnosu na VCRI1 2011. Poredenjem uzoraka VCR101 2010 i VCR101 2011 primecuje se slicna
situacija. Najniza srednja vrednost koncentracije galne kiseline izmerena je u komercijalno
dostupnom vinu kako u 2010. tako i u 2011. godini proizvodnje (10,23 + 0,22 mg/L i 13,39 = 0,34
mg/L). U studiji Panteli¢ i sar. 2016., naden je sli¢an sadrzaj galne Kiseline u klonskim vinima (022,
025 1 029) merlo sorte poreklom iz Srbije (20,03 — 26,68 mg/L) [249,250], kao i u studiji Vujovié i
sar., 2016. (20,71 — 25,49 mg/L) [234]. S druge strane, koncentracija galne kiseline izmerena u
okviru ove studije znatno je veca u odnosu na koncentraciju nadenu u merlo vinu poreklom iz Srbije
u okviru studije Beara i sar., 2017 [251]. Isto se moze primetiti i u slu¢aju katehina; najsiromasnije
vino je komercijalno dostupno vino iz 2010. godine (16,98 = 0,36 mg/L), dok je najmanja
koncentracija (+)-katehina u 2011. godini nadena takode u komercijalno dostupnom vinu (23,10 *
0,21 mg/L). (+)-Katehin je najzastupljeniji i u uzorku VCR1 2011 (28,12 = 0,29 mg/L), a iz
dobijenih rezultata (Slika 51) jasno se vidi ve¢i sadrzaj (+)-katehina u vinima 2011. godista.
Izmerene koncentracije galne kiseline neSto Su nize od prethodno dobijenih eksperimentalnih
vrednosti, dok su dobijene koncentracije (+)-katehina u opsegu literaturnih vrednosti [201,203].
Takode se moze primetiti da je sadrzaj (+)-katehina u analiziranim klonskim vinima visestruko veci
u odnosu na klonska vina (022, 025 i 029) merlo sorte poreklom iz Srbije (1,56 — 4,31 mg/L)
[249,250]. Isto je slucaj i u odnosu na merlo vino poreklom iz Srbije, analizirano u studiji Beara i
sar., 2017 [251]. Uzorci VCR1 2011 i VCR101 2011 su uzorci sa najve¢im koncentracijama
(-)-epikatehina (16,36 + 0,28 u VCR1 20111 15,83 + 0,17 mg/L u VCR101 2011). Najmanji sadrzaj
ovog jedinjenja naden je u komercijalno dostupnom vinu iz 2010. i 2011. godine (9,04 + 0,15 i 9,46
+ 0,23 mg/L), kao i u uzorku VCR101 2010 (9,19 £ 0,13 mg/L). Sadrzaj (-)-epikatehina naden u
ovoj studiji veci je u odnosu na sadrzaj (-)-epikatehina u analiziranim klonskim vinima (022, 025 i
029) merlo sorte poreklom iz Srbije (0,58 — 1,59 mg/L) [249,250].

Ukupna koncentracija resveratrola i njegovih glukozida u okviru 2011. godista manja je u
komercijalno dostupnom vinu u odnosu na vina dobijena od VCR1 i VCR101 klonova vinove loze
(Slika 51). Uzorak sa najveéim sadrZzajem ukupnog resveratrola u obe godine proizvodnje je VCRL.
Takode se moZze primetiti da je ukupnog resveratrola viSe u uzorcima iz 2011. godine, u odnosu na
2010. S obzirom na vecu koli¢inu padavina 2010. godine, ovakav rezultat nije ocekivan te se moze
pretpostaviti da je uzrok odredena specifi¢nost same merlo sorte vinove loze. Koncentracije trans-
piceida i trans-resveratrola izmerene u ovoj studiji u skladu su sa vrednostima nadenim u
makedonskim vinima iste sorte u okviru studije Kostadinovi¢ i sar. 2012 [237]. Manje koncentracije
kvercetina i miricetina takode su izmerene u komercijalno dostupnim vinima u odnosu na vina
dobijena od oba klona vinove loze (VCR1 i VCR 101), u obe analizirane godine proizvodnje (Slika
51).
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Slika 51. Sadrzaj fenolnih jedinjenja u ispitivanim uzorcima vina odreden metodom LC-MS/MS. Kom — komercijalno vino sorte merlo;
VCR1/VCR101 - vino sorte merlo dobijeno od VCR1/VCR101 klona vinove loze
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4.3.3. Antioksidativna aktivnost

4.3.3.1. Antiradikalske aktivnosti i metoda FRAP

Rezultati dobijeni prilikom ispitivanja antiradikalske aktivnosti analiziranih uzoraka merlo
vina ukazuju da data vina pokazuju antiradikalsku aktivnost u odnosu na sve Cetiri ispitivane
slobodnoradikalske vrste (DPPH, ABTS, hidroksil i superoksid radikale) (Tabela 25). Moze se
primetiti da analizirana vina imaju medusobno sli¢nu aktivnost u odnosu na ABTS kao 1 u odnosu
na hidroksil radikal (Tabela 25). Sa druge strane, anti-superoksid radikalska aktivnost vina VCR1
znacajno je niza u odnosu na uzorke Kom i VCR101 (p < 0,001). Poredenjem antiradikalske
aktivnosti pojedina¢nih vina u odnosu na cCetiri razli¢ite slobodnoradikalske vrste primecuje se da je
aktivnost sva tri vina najmanja u odnosu na hidroksil radikal, dok je najveca aktivnost primeéena u
odnosu na DPPH radikal.

Tabela 25. Prikaz rezultata antioksidativnih testova za uzorke merlo vina 2011. godista.

Anti-DPPH Anti-ABTS Anti-hidroksil  Anti—superoksid FRAP
ECso? (1/uL) ECso? (1/uL) ECso? (1/uL) ECsot (1/uL) (mg/mL)

Uzorak

Kom 0,67 +0,03* 0,52 +0,02% 0,20+ 0,012 0,32 +£0,01° 3,59 £ 0,04%

VCR1 0,72+ 0,01° 0,53 £0,01* 0,18 + 0,002 0,23 £0,02* 3,62+0,03°

2011

VCR101 0,80+ 0,02° 0,52 £ 0,02% 0,18 + 0,012 0,33+0,01° 3,52 £ 0,04%

*

Kom - komercijalno vino sorte merlo; VCR1/VCR101 - vino sorte merlo dobijeno od
VCR1/VCR101 klona vinove loze. Vrednosti dobijene u FRAP testu su izrazene u ekvivalentima
askorbinske kiseline (mg AA/mL). Sve vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + SD (u
triplikatu). Razlic¢ita slova u superskriptu su pokazatelji da se dobijene srednje vrednosti merenja
statisti¢ki znacajno razlikuju, na nivou p < 0,05, prema HSD Tukey-evom testu; mala slova
pokazuju statisticki znacajne razli¢itosti izmedu vrednosti koje se nalaze u istoj koloni.

Naime, dok su anti-DPPH i anti-ABTS testovi odabrani kao najceSée korisceni
antiradikalski testovi u analizi biljnih proizvoda [252,253], ispitivanje anti—hidroksil i anti—
superoksid radikalske aktivnosti od posebne je vaznosti s obzirom na to da su dati radikali prirodno
prisutni u zivim organizmima. Za razliku od superoksid radikala, koji moze biti detoksikovan
dejstvom enzima superoksid dismutaze, hidroksil radikal se moze eliminisati Samo neenzimskim
putem [254]. Samim tim, prirodne komponente, poput polifenolnih jedinjenja, koje imaju
sposobnost u uklanjanju hidroksil radikala iz organizama dobijaju na jo§ vefem znacaju i
neophodno ih je koristiti u svakodnevnoj ishrani.

Rezultati FRAP testa ukazuju na redukujuéi potencijal analiziranih vina ekvivalentan od
3,52 do 3,62 mg askorbinske kiseline po mL vina (Tabela 25). To znaci da jedna casa vina (200
mL) ima redukujucu sposobnost kao 704 do 724 mg askorbinske kiseline. Dobijeni rezultati navode
na zakljucak da konzumiranje crvenog vina ima pozitivan uticaj na odrZanje redoks balansa u
uslovima in vitro.

4.3.3.2. Klasi¢na polarografija

Antioksidativna aktivnost odabranih uzoraka merlo vina (komercijalno dostupno merlo vino,
kao i VCR1 i VCR101 klonovi merlo sorti 2010. i 2011. godine proizvodnje) pracena je metodom
klasi¢ne polarografije. Ova metoda je po prvi put iskoriS¢ena u analizi pomenutih uzoraka.
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Antioksidativna aktivnost je pracena kroz smanjenje grani¢ne anodne struje nastale usled stvaranja
HPMC kompleksa u baznim rastvorima vodonik peroksida. Posmatran je efekat razli¢itih vina na
smanjenje polarografske struje (Slika 52) kroz zavisnost procenta opadanja pocetne anodne struje u
odnosu na zapreminu gradijentno dodavanih alikvota ispitivanih vina. Nagib linearnog dela
dobijenih krivin (pomnozen sa 1000) iskori§¢en je za izrazavanje antioksidativnog kapaciteta
uzoraka u %/mL analiziranih vina.
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Slika 52. Zavisnost smanjenja anodne struje HPMC kompleksa od dodate zapremine ispitivanih
uzoraka. Kom — komercijalno dostupno vino, VCR1/VCR101- vino sorte merlo dobijeno od
VCR1/VCR101 klona vinove loze

Iz dobijenih rezultata moze se zakljuciti da je najveée smanjenje osnovnog pika anodne
struje primec¢eno pri dodavanju uzorka merlo VCR101 vina iz 2011. godine, pa je samim tim i
antioksidativni potencijal datog uzorka najveéi (194,8 + 6,6 %/mL) (Tabela 26). Sa druge strane,
najmanje smanjenje osnovne struje vodonik peroksida izmereno je pri dodatku merlo VCR1 2011
uzorka (140,8 = 7,2 %/mL), $to ukazuje na njegovu najnizu antioksidativnu aktivnost, mereno
metodom klasi¢ne polarografije. Polarografski esej je u ranijim studijama Gorjanovic i sar., 2010. i
Suznjevi€ i sar., 2011. godine koriS¢en u analizi antioksidativne aktivnosti jakih alkoholnih pica,
kao i belih i crvenih komercijalno dostupnih vina [255,179,196]. Medutim, u okviru ove studije
pomenutom metodom po prvi put su analizirana specifi¢na klonska vina.

Tabela 26. Antioksidativni potencijal uzoraka vina odreden metodom klasi¢ne polarografije.

Uzorak HPMC (%/mL)
Kom 146,1 £5,3
S VCRL 161,6 +5,8
o ~ Verion 1639 +7,1
z Kom 159,0 + 9,6
= VCR1 140,8 +7,2
~ verio 194,8 + 6,6
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4.4. Antioksidativna aktivnost odabranih uzoraka vina u éelijama kvasca

Za dalja ispitivanja antioksidativne aktivnosti crvenih vina u ¢elijama S.cerevisiae odabrani
su uzorci merlo vina, kako komercijalno dostupno vino, tako i vina dobijena od dva razli¢ita klona
vinove loze VCR1 i VCR101 iz 2011. godine proizvodnje. Data vina su odabrana u odnosu na
najvedi sadrzaj ukupnih fenola, kao i grupno najveéi in vitro odreden antioksidativni potencijal.

4.4.1. Analiza PCA fenolnog profila

Analiza PCA dobijenih rezultata za sadrzaj ukupnih fenola (Tabela 24) i fenolni profil
(Slika 51) u uzorcima vina sorte merlo 2011. Godine proizvodnje pokazuje da prve dve
komponente iznose 100% od ukupne varijanse (77,94 i 22,06%) u okviru ¢etrnaest promenljivih
(sadrzaj ukupnih fenola i koncentracija trinaest fenolnih jedinjenja u ispitivanim vinima) (Slika 53).
Iz mape PCA analize dobijenih rezultata moze se videti da sadrzaji ukupnih fenola (koji doprinosi
7,4% ukupnoj varijansi, bazirano na korelacijama), My (8,5%), tR (8,85%), EC (8,9%), cR (8,8%),
Qe (8,9%), tP (8,8%), C (8,1%), GA (7,8%) i cP (7,4%) postizu pozitivan skor u odnosu na prvu
faktorsku koordinatu, dok CA (8,7%) i K (7,7%) pokazuju negativan skor vrednosti u odnosu na
prvu faktorsku koordinatu. Negativan doprinos raunanja druge faktorske koordinate moze se
primetiti za PA (32,2% ukupne varijanse, bazirano na korelacijama) i HBA (32,2%), dok je
pozitivan doprinos drugoj faktorskoj koordinati izracunat za sadrzaj ukupnih fenola (7,3%).
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Slika 53. Graficki prikaz PCA analize fenolnog sadrzaja u vinu. Kom — komercijalno vino; CI —
VCRL1 vino; C Il - VCR101 vino; TPC — sadrzaj ukupnih fenola; GA — galna kiselina; PA —
protokatehuinska kiselina; HBA — 4-hidroksibenzoeva kiselina; CA — kafeinska kiselina; C — (+)-
katehin; EC — (-)-epikatehin; tR — trans-resveratrol; cR — cis-resveratrol; tP — trans-piceid; cP — cis-
piceid; My — miricetin, Qe — kvercetin; K — kempferol

Komponente koje se pojavljuju na PCA grafiku (Slika 53), koje su geometrijski blizu jedna
drugoj, ukazuju na sli¢nost parametara koji ih karakterisu. Orijentacija vektora opisuje promenljive
u faktorskom prostoru ukazuju¢i na rastuc¢i trend datih promenljivih, dok je ugao vektora
proporcionalan kvadratu korelacionih vrednosti izmedu fitujuée vrednosti za promenljivu i same
promenljive. Uglovi izmedu odgovaraju¢ih promenljivih pokazuju stepen njihove medusobne
korelacije (mali uglovi odgovaraju visokoj korelaciji). Upravo korelacionom analizom primecena je
pozitivna, statisticki znacajna, korelacija izmedu najzastupljenijih fenolnih jedinjenja, C i GA (p <
0,05). Koncentracija CA je u statisti¢ki zna¢ajnoj, negativnoj korelaciji u odnosu na koncentracije
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EC, tR i My (p < 0,05). EC je u pozitivnoj korelaciji u odnosu na tR (p < 0,05), dok je cR pozitivno
korelisan u odnosu na tP i Qe (p < 0,05).

PCA grafik pokazuje dobru diskriminaciju medu uzorcima. Uzorci sa ve¢im sadrzajem
ukupnih fenola, My, tR, EC, cR, Qe, tP, C, GA i cP su locirani na desnoj strani grafika (Cl i ClII),
dok je uzorak komercijalnog vina (Kom), koji sadrzi vise CA i K lociran sa leve strane grafika. Prva
glavna komponenta opisana je pomoc¢u sadrzaja ukupnih fenola, My, tR, EC, cR, Qe, tP, C, GA i
cP, CA i K (diferencijacija medu uzorcima je prvenstveno definisana ovim promenljivama), dok je
druga glavna komponenta definisana sadrzajem HBA i PA.

4.4.2. Odabrani parametri antioksidativne aktivnosti

Kako bi se ispitao protektivni efekat analiziranih vina merlo sorte 2011. godine proizvodnje
u ovoj studiji pracen je stepen prezivljavanja Celija S. cerevisiae, sadrzaj T-SH grupa, kao i
aktivnost antioksidativnih enzima GPx, GR i Cat u ¢elijama stresiranim vodonik peroksidom, a
prethodno tretiranim ispitivanim uzorcima vina (Slike 54 i 55). Ova metoda za odredivanje
antioksidativne aktivnosti po prvi put je iskori$¢ena u analizi pomenutih uzoraka vina.
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Slika 54. Stepen prezivljavanja celija S. cerevisiae. Sve vrednosti su predstavljene kao srednja
vrednost + SD. Razli¢ita slova iznad stubova u okviru dijagrama, su pokazatelji da se dobijene
srednje vrednosti merenja statisti¢ki znacajno razlikuju, na nivou p < 0,05, prema HSD Tukey-
evom testu; Kont — negativna kontrola, Celije tretirane 13% etanolom; Kont + H>O> — pozitivna
kontrola, ¢elije tretirane vodonik peroksidom; Kom — komercijalno dostupno vino; C | — vino
dobijeno od VCR1 klona vinove loze; C 11 — vino dobijeno od VCR101 klona vinove loze.

U ovom testu uoCeno je da izlaganje celija kvasaca vodonik peroksidu smanjuje njihov
stepen prezivljavanja na 33% u poredenju sa kontrolnim ¢elijama kvasaca koje su tretirane samo
13% etanolom (100% prezivljavanje) (Slika 54). Pretretmanom celija kvasaca svim analiziranim
vinima raste njihova brzina prezivljavanja u uslovima stresa, pri ¢emu je najizraZeniji zastitni efekat
primec¢en za vino dobijeno od VCRI klona vinove loze. S obzirom na to da je uzorak VCR1 u
okviru 2011. godiSta najbogatiji galnom kiselinom, (+)-katehinom, ukupnim resveratrolom i
kvercetinom (Slika 51), moze se pretpostaviti da su upravo pomenuta jedinjenja zasluzna za najveci
stepen prezivljavanja celija kvasaca zahvaljujuéi izraZenoj antiradikalskoj aktivnosti. In vitro
analizama anti—hidroksil radikalske aktivnosti sva analizirana vina su pokazala sli¢nu aktivnost
(Tabela 25). Nesaglasnost izmedu rezultata dobijenih u in vitro i in vivo studijama, a koji se odnose
na antioksidativnu aktivnost razli¢itih bioaktivnih jedinjenja, primecena je i u ranijim studijama
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[256,257]. Data zapazanja nisu neocekivana S obzirom da jos uvek postoje neresena pitanja u smislu
bioapsorpcije, biodostupnosti, metabolizma, molekulskin meta kao i bioaktivnosti fenolnih
jedinjenja in vivo [257]. Ranije studije su takode pokazale da dolazi do sinergijskih interakcija
izmedu razli¢itih fenolnih jedinjenja i njihovih metaboli¢kih proizvoda §to moze objasniti razli¢itost
dobijenih rezultata antioksidativnog kapaciteta in vitro i in vivo [258].

Kada se obrati paznja na aktivnost antioksidativnih enzima, vidi se znacajno povecanje
aktivnosti enzima Cat, kao i znacajno smanjenje GPx aktivnosti u Celijama kvasaca stresiranim
vodonik peroksidom. Oba enzima Kkatalizuju reakcije redukcije vodonik peroksida, mada u ovom
slu¢aju, sude¢i po dobijenim rezultatima, Cat preuzima dominantnu ulogu u odbrani od
oksidativnog napada izazvanog izlaganjem vodonik peroksidu. Dalje je primec¢eno da svi analizirani
uzorci vina pomeraju antioksidativnu odbranu sa katalazne strane, $§to je dominantno u ¢elijama
kvasca stresiranim vodonik peroksidom, na GPx—dominantnu odbranu. Naime, moze se primetiti da
pretretman ispitivanim uzorcima vina prevenira pad u aktivnosti GPx usled dejstva vodonik
peroksida, pri ¢emu je efekat vina dobijenog od VCR101 klona vinove loze najveéi (Slika 55).
Aktivnost GPx u stresiranim ¢elijama kvasca prethodno tretiranim datim vinom je viSe nego dva
puta veca u odosu na kontrolne ¢elije. Ukoliko obratimo paznju na GR, enzim koji redukuje GSSG
do GSH, njegova aktivnost je znacajno poveéana u Celijama kvasca stresiranim Vvodonik
peroksidom, $to je u saglasnosti sa povecanim sadrzajem T-SH grupa koji je izmeren u ovim
¢elijama. Ovo zapazanje bi moglo ukazati na to da je smanjenje aktivnosti GPx u ¢elijama kvasca
tretiranim vodonik peroksidom pre usledilo zbog post-translatornih modifikacija koje su uticale na
funkciju GPx, nego zbog smanjenja sadrzaja ko-supstrata GSH. Dobijeni rezultati ukazuju na to da
povecanje u aktivnosti GPx moze biti jedan od bioloskih mehanizama koji dovodi do veéeg stepena
prezivljavanja ¢elija kvasaca u uslovima oksidativnog stresa koje su prethodno tretirane crvenim
vinom. Ovakva zapazanja u saglasnosti su sa prethodno objavljenim literaturnim podacima
[128,129].
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Slika 55. Sadrzaj ukupnih SH-grupa i enzimska aktivnost u ¢elijama S. cerevisiae. Sve vrednosti su
predstavljene kao srednja vrednost + SD. Razli¢ita slova iznad stubova u okviru dijagrama, su
pokazatelji da se dobijene srednje vrednosti merenja statisticki znacajno razlikuju, na nivou p <
0,05, prema HSD Tukey-evom testu; T-SH — ukupne sulfhidrilne grupe; GPx — glutation
peroksidaza; GR — glutation reduktaza; Cat — katalaza; Kont — negativna kontrola, ¢elije tretirane
13% etanolom; Kont + H202 — pozitivna kontrola, ¢elije tretirane vodonik peroksidom; Kom —
komercijalno dostupno vino; C I — vino dobijeno od VCR1 klona vinove loze; C 11 — vino dobijeno
od VCR101 klona vinove loze.

Analiza PCA rezultata dobijenih u okviru ispitivanja antioksidativne aktivnosti (Slika 56)
pokazuje da prva komponenta doprinosi 50,02% ukupne varijanse, dok druga komponenta
objasnjava 25,51% u okviru pet promenljivih. Kada se pogleda mapa PCA na dobijenim podacima,
stepen prezivljavanja (koji doprinosi 20,7% ukupne varijanse, bazirano na korelacijama) pokazuje
pozitivan skor u odnosu na prvu faktorsku koordinatu, dok GR (18,0%), Cat (29,4%) i T-SH
(25,7%), pokazuju negativne vrednosti skora u odnosu na prvu faktorsku koordinatu. Negativan
doprinos u proracunu za drugu faktorsku koordinatu uocen je za: GPx (26,0% ukupne varijanse,
bazirano na proracunima), GR (35,9%) i Cat (13,1%), dok je pozitivan skor u kalkulaciji za drugu
faktorsku koordinatu primecéen za T-SH (21,2%).
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Slika 56. PCA odnos promenljivih baziran na korelaciji komponenata vezanih za antioksidativnu
aktivnost vina. Kom — komercijalno dostupno vino; Kom + H20. — komercijalno dostupno vino,
¢elije tretirane vodonik peroksidom; Kont — negativna kontrola, ¢elije tretirane 13% etanolom; Kont
+ H20> — pozitivna kontrola, ¢elije tretirane vodonik peroksidom; C | — vino dobijeno od VCR1
klona vinove loze; C Il — vino dobijeno od VCR101 klona vinove loze; SP — stepen prezivljavanja;
T-SH — ukupne sulfhidrilne grupe; GPx — glutation peroksidaza; GR — glutation reduktaza; Cat —
katalaza.

PCA grafik (Slika 56) pokazuje prili¢no dobru diskriminaciju medu uzorcima. Uzorci sa
ve¢im T-SH sadrzajem i ve¢om Cat i GR aktivnos¢u su locirani sa leve strane grafika (Kom + H20-
i Kont + H202), dok su uzorci sa ve¢om aktivno$¢u GR i GPx locirani pri dnu grafika (C I+ H202 i
C Il + H202). Povecan SP je primeéen kod uzoraka lociranih sa desne strane grafika (Kom, C 11 C
II). Takode se moZe primetiti da najmanji ugao u odnosu na SP na PCA grafiku zaklapa GPx §to
ukazuje na to da, u ovom slucaju, aktivnost GPx pokazuje najveci pozitivni efekat na SP. Uzimajuci
sve dobijene rezultate u obzir mozZe se zakljuciti da, sude¢i po SP, sva testirana vina pokazuju
protektivan efekat u ¢elijama kvasca tretiranim vodonik peroksidom, dok povecana aktivnost GPx
moze biti jedan od bioloskih mehanizama koji najviSe doprinosi dokazanom protektivnom efektu.
Dobijeni rezultati u saglasnosti su sa prethodno objavljenim literaturnim podacima [128,129].

4.4.3. Analiza ANN

Sve promenljive uzete u obzir u analizi PCA takode su iskoris¢ene za ANN modeliranje
koje je u ovoj studiji po prvi put iskoris¢eno u predvidanju aktivnosti antioksidativnih enzima u
odnosu na malu promenu koncentracije fenola u vinima. Odredivanje odgovarajuceg broja skrivenih
slojeva kao i broja skrivenih neurona u svakom od slojeva jedna je od najkriti¢nijih stavki u okviru
dizajna ANN. Broj neurona u skrivenom sloju zavisi od kompleksnosti odnosa izmedu ulaznih 1
izlaznih promenljivih. Optimalan broj skrivenih neurona odabran je minimalizujuci razlicitosti
izmedu predvidenih ANN vrednosti i Zeljenih izlaznih vrednosti, koriste¢i sumu kvadrata razlika
(SOS) u toku analiza kao indikator performanse. U odnosu na dobijene rezultate primeceno je da je
optimalan broj neurona u skrivenom sloju za SP, T-SH, GPx, GR i Cat izraCunavanja 7. Algoritam
za ucenje mreze bio je BFGS 484, a koris¢ene su Logistic aktivacione funkcije za skriveni i izlazni
sloj. ANN model je dao prili¢no dobra predvidanja eksperimentalnih rezultata (SP, T-SH, GPx, GR
i Cat), za Sirok opseg promenljivih. Testiran je i kvalitet poklapanja modela, pri ¢emu r? vrednosti
treba da budu S§to vece 1 Sto blize 1, dok vrednosti xz, MBE, RMSE i MPE treba da budu $to nize
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(Tabela 27). Uradena je takode i rezidualna analiza razvijenog modela. Ukoliko je Skewness (mera
odstupanja raspodele rezidua od normalne ose simetrije) jasno razli¢it od nule, onda je raspodela
asimetri¢na, dok je normalna raspodela perfektno simetricna. Kurtosis meri vrhunac distribucije.
Ukoliko se Kurtosis jasno razlikuje od nule onda je distribucija razli¢ita od normalne; Kurtosis
normalne distribucije je nula. Takode je analizirana i srednja vrednost, SD i varijansa ostataka, a
dobijeni rezultati su prikazani u Tabeli 27.

Tabela 27. Kvalitet poklapanja testova i analiza rezidua za optimalan ANN.

e RMSE MBE MPE r2 Skew.  Kurt.  Mean SD Var.

SP 29,678 5,136 0,713 4,230 0976 -0,565 2,797 0,713 5183 26,867

T-SH 1115,430 31,488 -2,696 0950 0,957 -0,607 0,630 -2,696 31,970 1022,080

GPx 0,027 0,156 0,005 1,013 0923 0,688 -0,183 0,005 0,159 0,025

GR 2,935 1615 -0,103 1,116 090 0,034 -1,049 -0,103 1,643 2,698

Cat 6,120 2,332 -0,004 2,426 0967 0,642 0635 -0,004 2,377 5,649

v2 — redukovani y? test; RMSE — koren srednje vrednosti greske (engl. root mean square error);
MBE - srednja vrednost greske odstupanja (engl. mean bias error); MPE — srednja procentna
greska (engl. mean percentage error); r> — koeficijent determinacije (engl. coefficient of
determination); Skew. — zakrivljenost raspodele (engl. skewness); Kurt. — kurtosis; SD — standardna
devijacija; Var. — varijansa; SP — stepen prezivljavanja; T-SH — ukupne sulfhidrilne grupe; GPx —
glutation peroksidaza; GR — glutation reduktaza; Cat — katalaza

4.4.4. Analiza osetljivosti enzimskih aktivnosti

Uticaj ulaznih u odnosu na izlazne promenljive, npr. izraCunavanjem promene izlaznih
promenljivih u odnosu na beskrajno male promene ulaznih promenljivih prikazano je na Slici 57.
Dobijene vrednosti odgovaraju nivou eksperimentalnih greski, a prikazuju uticaj sadrZzaja fenolnih
jedinjenja na antioksidativnu aktivnost vina izraZzenu pomocu SP, sadrzaja T-SH grupa i aktivnosti
GPx, GR i Cat.

Analiza osetljivosti sluzi da pokaZe uticaj ulaznih promenljivih, ali takode pokazuje 1 znacaj
ulazne promenljive u odredenoj tacki ulaznog prostora [259]. MozZe se primetiti da na SP najveci
pozitivni uticaj imaju male promene u sadrzaju tR, Qe i K, dok najve¢i negativni uticaj imaju male
promene u sadrzaju cP, cR i tP u sredini ulaznog prostora (Slika 57). Na sadrzaj T-SH najveci
pozitivni efekat imaju male promene u sadrzaju ukupnih fenola u oblasti minimuma ulaznog
prostora, dok je najvec¢i negativni uticaj primecen pri malim promenama u sadrzaju cR u centralnom
delu ulaznog prostora. Na aktivnost GPx najpozitivnije deluju male promene u koncentraciji tR
blizu gornje granice ulaznog prostora. Moze se primetiti da tR ima isti Sablon delovanja na
aktivnost GPx kao i na SP (Slika 57). Pozitivan efekat tR na aktivnost GPx prikazan je u ranijim
nauc¢nim radovima. Npr. Sadi i saradnici (2014) [260] su primetili da je aktivnost GPx povecana u
jetri dijabeti¢nih pacova pri tretmanu resveratrolom, dok su Ourique i saradnici (2013) [261]
primetili isti efekat resveratrola u testisima T3-indukovanih hipertiroidnih pacova. GA takode
pokazuje isti Sablon pozitivnog uticaja na aktivnost GPx kao i na SP u srediSnjem delu ulaznog
prostora, gde koncentracija cP negativno utiCe na date parametre. Dobijeni rezultati podrzavaju
ranije zapazanje o tome da je aktivnost GPx glavna odgovorna za povecanje SP u ¢elijama kvasca
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stresiranim vodonik peroksidom i prethodno tretiranim analiziranim vinima. Ono $to je takode
primeceno jeste da je aktivnost GR pod najveé¢im pozitivnim uticajem pri malim promenama u
koncentraciji cP, dok najnegativniji uticaj na aktivnost GR pokazuju male promene u koncentraciji
tR i PK u centralnom delu ulaznog prostora. Ovi nalazi su u skladu sa PCA kao i sa
eksperimentalnim merenjima.
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Slika 57. Analiza osetljivosti — uticaj ulaznih u odnosu na izlazne promenljive. TPC — koncentracija
ukupnih fenola; GA — galna kiselina; PA — protokatehuinska kiselina; HBA — 4-hidroksibenzoeva
kiselina; KA — kafeinska kiselina; C — (+)-katehin; EC — (-)-epikatehin; tR — trans-resveratrol; cR —
cis-resveratrol; tP — trans-piceid; cP — cis-piceid; My — miricetin, Qe — kvercetin; K — kempferol
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4.5. Citotoksi¢na aktivnost odabranih uzoraka vina

Citotoksi¢na aktivnost analiziranih uzoraka merlo vina (komercijalno dostupno vino, kao i
vina dobijena od VCR1 i VCR101 klona vinove loze, iz 2011. godine proizvodnje) ispitana je u
odnosu na Cetiri kancerske ¢elijske linije (HCT116 — ¢elijska linija kancera creva, HeLa — Celijska
linija kancera cerviksa, A375 — Ccelijska linija melanoma i PANC-1 — ¢elijska linija kancera
pankreasa) po prvi put u okviru ove studije. Posmatran je efekat analiziranih vina u tri razlicita
zapreminska procenta (5, 10 i 20%).

U okviru 5% zapreminske koncentracije vina prvo §to se primecuje (Slika 58) jeste da sva
tri analizirana vina imaju najslabiji citotoksi¢ni efekat na cCelijsku liniju PANC-1 (p < 0,001).
Poredenjem citotoksi¢nog efekta na celijske linije A375 1 HelLa, moze se zakljuciti da sva tri
analizirana vina pokazuju vecu aktivnost u odnosu na ¢elijsku liniju A375, uzorci Kom i VCR1 sa
p < 0,01, dok je kod uzorka VCR101 znacajnost jos veéa (p < 0,001). Dalje, efekat svih vina na
¢elijske linije HCT116 1 HeLa je sliCan, tj. nema statisti¢ki znacajne razlike medu njima. Takode se
zapaza da jedino uzorak komercijalnog vina ima veci citotoksi¢ni efekat na ¢celijsku liniju A375 u
poredenju sa celijskom linijom HCT116 (p < 0,01) (Slika 58). Medusobnim poredenjem
citotoksi¢nog efekata analiziranih vina pri zapreminskoj koncentraciji od 5% u okviru jedne
kancerske celijske linije, moze se primetiti sli¢an efekat sva tri vina u odnosu na sve Cetiri ¢elijske
linije. Jedino se vidi veéa citotoksi¢na aktivnost vina VCR101 na ¢elijsku liniju HCT116 u odnosu
na komercijalno dostupno vino (p <0,001) (Slika 58).

Pri 10% zapreminskoj koncentraciji vina takode se zapaza najslabija citotoksi¢na aktivnost
svih vina u odnosu na ¢elijsku liniju PANC-1. U okviru ove zapreminske koncentracije vina VCR1
i VCR101 pokazuju veéu citotoksi¢nu aktivnost na A375 nego na ¢elijsku liniju HelLa (p < 0,001).
Komercijalno vino ima sli¢an efekat na ove dve ¢elijske linije. Poredenjem citotoksi¢nosti vina u
odnosu na linije HCT116 i HeLa primeceno je da su aktivnosti sli¢ne, osim u sluc¢aju vina VCR101
koje jace deluje na Celijsku liniju HCT116 (p < 0,05) (Slika 58). Sa druge strane takode je nadeno
da VCRI1 vino jace deluje na A375 nego na c¢elijsku liniju HCT116 (p < 0,001). VCR101 vino jace
deluje na liniju HCT116 u odnosu na VCR1 vino (p < 0,01). Poredenjem sva tri analizirana vina
primeceno je da komercijalno vino deluje najslabije na A375 (p < 0,001), dok VCR 101 deluje
najslabije na ¢elijsku liniju PANC-1 (p < 0,001) (Slika 58).

Pri 20% zapreminskoj koncentraciji vina jo§ jednom se vidi najslabija citotoksi¢na aktivnost
na ¢elijsku liniju PANC-1 (p < 0,001) (Slika 58). | pri ovoj zapreminskoj koncentraciji sva tri vina
pokazuju vecu aktivnost na ¢elijsku liniju A375 nego na HeLa ¢elije. Ovde se takode primecuje jace
dejstvo komercijalnog (p < 0,001) i vina VCR1 (p < 0,05) na ¢elijsku liniju HCT116 u odnosu na
HeLa ¢elije. Moze se primetiti da pri ovoj zapreminskoj koncentraciji VCR101 vino deluje jace na
¢elije A375 u poredenju sa ¢elijama HCT116, dok je u slu¢aju komercijalnog vina efekat suprotan.
Medusobnim poredenjem citotoksi¢ne aktivnosti ispitivanih vina u okviru efekta na pojedinacne
kancerske celijske linije pri 20% zapreminskoj koncentraciji vina vidi se da VCR101 vino najjace
deluje na ¢elije HelLa, dok komercijalno vino najslabije deluje na ¢elijsku liniju A375 u odnosu na
preostala vina (Slika 58). U okviru c¢elijske linije PANC-1 VCR1 vino pokazuje najjace
citotoksi¢no dejstvo (p < 0,001).

MozZe se primetiti da u vecini slucajeva 5% zapreminska zastupljenost pokazuje vecu
citotoksi¢nu aktivnost u odnosu na 20% koncentraciju vina. Naime, to se odnosi na dejstvo
komercijalnog vina na ¢elije HeLa, A375 i PANC-1, dejstvo uzorka VCR1 na HelLa i A375, kao i
dejstvo vina VCR101 na celijske linije HCT116 i PANC-1. U pojedinim slucajevima i 10%
konentracija vina ima vecu citotoksi¢nost od 20% (uzorak Kom na ¢elije HeLa i PANC-1, VCR1
vino na ¢elije HeLa i PANC-1 i VCR101 vino na ¢elijsku liniju HCT116 i PANC-1).
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Slika 58. Zavisnost prezivljavanja kancerskih ¢elija u odnosu na zapreminski procenat vina u
analiziranoj smes$i. Kom — komercijalno dostupno vino; VCR1/VCR101 — vino sorte merlo
dobijeno od VCR1/VCR101 klona vinove loze. HCT116 — ¢elijska linija kancera creva, HeLa —
¢elijska linija kancera cerviksa, A375 — Celijska linija melanoma i PANC-1 — €elijska linija kancera
pankreasa. Sve vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + SD (u triplikatu ili kvadriplikatu).
Dati simboli su pokazatelji da se dobijene srednje vrednosti merenja statisticki znac¢ajno razlikuju,
na nivou: “p < 0,05, “p < 0,011 p < 0,001, prema HSD Tukey-evom testu. Razli¢ita slova
pokazuju znacajnu statisticku razlicitost. Mala slova oznacavaju statisticku znacajnost dejstva
razli¢itih vina u okviru jedne kancerske celijske linije, dok velika slova pokazuju statisti¢ku
znacajnost citotoksi¢nog delovanja jednog vina na Cetiri razli¢ite kancerske ¢elijske linije.

45.1. Odnos GSH/GSSG

Prooksidativno dejstvo analiziranih uzoraka crvenog vina sorte merlo, 2011. godine
proizvodnje na melanomsku ¢elijsku liniju (A375) prikazano je na Slici 59.
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Slika 59. GSH/GSSG odnos u kontrolnim ¢elijama A375 (Kont) i ¢elijama A375 tretiranim
crvenim vinima sorte merlo, 2011. godiste i to: komercijalno dostupnim vinom (Kom) i vinom
dobijenih od VCR1 i VCR101 klonova grozda. Sve vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost
+ SD (u triplikatu ili kvadriplikatu). Razli¢ita slova pokazuju znacajnu statisticku razli¢itost medu
rezultatima na nivou p < 0,05, prema HSD Tukey-evom testu.

Moze se primetiti da je GSH/GSSG odnos u kancerskim ¢elijama tretiranim sa sva tri uzorka
merlo vina znatno manji od onog nadenog u kontrolnim (netretiranim) ¢elijama A375 (p < 0,001)
(Slika 59). Takode se moze primetiti da je u Celijama tretiranim VCR101 vinom GSH/GSSG odnos
najmanji (0,66 = 0,05) i da je zna¢ajno manji u odnosu na odnos naden u ¢elijama tretiranim
komercijalnim vinom (0,85 + 0,02) (p < 0,001) i ¢elijama tretiranim VCR1 vinom (0,76 + 0,03)
(p < 0,05). Tretman komercijalnim vinom manje pomera ravnotezu prema GSSG i u odnosu na
tretman VCR1 uzorkom (p < 0,05).

Iz dobijenih rezultata moze se zakljuciti da je uzrok pomerene GSH/GSSG ravnoteze prema
GSSG prooksidativno dejstvo crvenih vina u ¢elijama A375. Ovaj rezultat je od izuzetnog znacaja
imaju¢i u vidu hemio- i radio-rezistentnost melanomskih ¢elija. Dati zakljucak je u skladu sa
dosadas$njim nau¢nim pretpostavkama i saznanjima da polifenolna jedinjenja biljnog porekla upravo
prooksidativnim dejstvom ispoljavaju svoju antikancerogenu aktivnost [80,137,139,262].

4.6. Antibakterijska aktivnost odabranih uzoraka vina

Antibakterijska aktivnost analiziranih uzoraka vina merlo, po prvi put ispitana u okviru ove
studije, izraZzena je kroz vrednost MIC (uL/mL), koja predstavlja minimalnu koncentraciju vina
koja spreCava rast bakterija u eksperimentalnim uslovima (Tabela 28). U tu svrhu ispitana je
antibakterijska aktivnost vina u odnosu na Cetiri soja Gram-pozitivnih i Cetiri soja Gram-negativnih
bakterija u koncentracijskom opsegu vina od 0,25 do 500 pL./mL. Dobijeni rezultati su pokazali da
sva vina u datom opsegu koncentracija dostizu odgovarajuce vrednosti MIC, ¢ime je potvrdeno
njihovo antibakterijsko dejstvo u odnosu na ispitivane bakterijske sojeve (Tabela 28). Moze se
primetiti da se vrednosti MIC svih analiziranih vina kre¢u od 125 do 500 pL/mL. Dobijeni rezultati
pokazuju da je uzorak VCR1 2011 uzorak sa najjacom ukupnom antibakterijskom aktivno$¢u u
odnosu na osam ispitivanih bakterijskih sojeva. S obzirom na to da je uzorak VCR1 2011, uzorak sa
najve¢im sadrzajem ukupnog resveratrola, (+)-katehina i kvercetina (Slika 51), pokazana
antibakterijska aktivnost moze biti s tim u vezi. Prethodne nauc¢ne studije su pokazale da su fenolna
jedinjenja sposobna da ireverzibilno menjaju Celijsku membranu bakterija, pri cemu je
antibakterijska aktivnost direktno zavisna od strukture samih jedinjenja [263,264]. Osim toga,
Arima i saradnici (2002) su pokazali da postoji sinergija u antibakterijskom delovanju flavonoida
[265]. Takode se moze primetiti da je antibakterijska akrtivnost svih ispitivanih uzoraka vina
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oc¢ekivano izrazito slabija od pozitivne kontrole, antibiotika amikacina (Tabela 28). Prethodno
dobijeni literaturni podaci su u skladu sa rezultatima dobijenim u ovoj studiji [156].

Tabela 28. Antibakterijska aktivnost ispitivanih uzoraka vina, izraZzena kroz minimalnu inhibitornu
koncentraciju (MIC).

Kom VCR1 VCR101 Kom VCR1 VCR101 Amikacin

Bakterijski soj 2010 2011
pL/mL pg/mL

Gram (+)

S. aureus 250 500 125 250 125 125 11
C. sporogenes 500 500 250 500 125 250 15
K. rhizophila 500 250 250 500 125 250 2

B. subtilis 500 500 125 500 125 125 42

Gram (-)

E. coli 250 250 250 250 125 250 5

P. hauseri 500 500 250 500 250 250 7
P. aeruginosa 500 500 125 250 125 250 50
K. pneumoniae 500 500 250 500 250 500 8
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10.

11.

12.

13.

14.

V ZAKLJUCAK

Sva analizirana vina bogat su izvor fenolnih jedinjenja, kao i makro i mikro elemenata u
okviru dozvoljenih ili uobicajenih granica.

Najzastupljenija fenolna jedinjenja u svim vinima su galna kiselina i (+)-katehin, dok je
kalijum najzastupljeniji makroelement.

Vina 2010. godista svih sorti sadrze najmanje fenolnih jedinjenja Sto je u skladu sa podatkom
da je 2010. bila godina sa mnogo manje suncanih dana u oblasti vinograda nego 2011. 1 2012.
U okviru uzoraka komercijalnih vina, merlo i kaberne sovinjon sorte isticu se kao hemijski
kvalitetnije od sorte vranac.

Merlo 2012 je uzorak najbogatiji fenolnim jedinjenjima, sa izrazitom anti-DPPH radikalskom
aktivnos$¢u. Ovo vino je i najbogatije aluminijumom, gvozdem, manganom i cinkom.
Spektrofotometrijska i EPR metoda izdvajaju CI 2010 kao uzorak sa najnizom anti-DPPH
radikalskom aktivnos¢u, Sto je u saglasnosti sa najmanjim sadrzajem ukupnih fenola, medu
uzorcima sorte vranac. NajviSa anti-DPPH radikalska aktivnost nadena je u uzorku CIII 2011.
Metoda cikliéne voltametrije izdvojila je vina CIII (2010 i 2011) i vino CIl 2012 kao
antioksidativno najaktivnija u okviru svog godista.

CIl i CIlI 2012 su uzorci najbogatiji ukupnim fenolima, flavonoidima i antocijanima, kao i
uzorci sa veoma visokom anti-DPPH radikalskom aktivnoscu.

Spektrofotometrijski odredena anti-DPPH radikalska aktivnost klonskih vina merlo sorte visa
je u odnosu na komercijalno, dok je klasicnom polarografijom najjaca antioksidativna
aktivnosti izmerena u uzorku VCR101 2011.

Merlo vina 2011. godista pokazala su i anti-ABTS, anti—hidroksil i anti—superoksidnu
aktivnost, kao i aktivnost u FRAP testu.

Klonska merlo vina sadrze vise galne kiseline, (+)-katehina, miricetina i kvercetina u odnosu
na komercijalna vina. VCR1 2011 uzorak se isti¢e kao najbogatiji ukupnim resveratrolom,
(+)-katehinom i kvercetinom.

Sva analizirana merlo vina poveéavaju stepen prezivljavanja ¢elija S. cerevisiae u uslovima
oksidativnog stresa, pri ¢emu je protektivno dejstvo VCR1 2011 vina najjace. Protektivni
efekat analiziranih uzoraka vina prvenstveno je zasluga aktivnosti GPx.

Pomoc¢u ANN razvijena je brza i precizna metoda za predvidanje aktivnosti antioksidativnih
enzima u odnosu na malu promenu koncentracije fenolnih jedinjenja u vinima sa visokom
taénoséu predvidanja (R? = 0,98). Rezultati posebno ukazuju na to da sadrzaj trans-
resveratrola u vinima u okviru izmerenih gornjih granica pozitivno uti¢e na aktivnost GPx 1
¢elijsko preZivljavanje.

Sva analizirana vina pokazuju citotoksi¢nu aktivnost u odnosu na Cetiri kancerske celijske
linije. Najsnaznije dejstvo uoceno je u odnosu na melanomske ¢elije i ¢elijsku liniju kancera
creva HCT116, dok je najslabije delovanje primeceno u odnosu na celijsku liniju kancera
pankreasa. Smanjen odnos GSH/GSSG u melanomskim ¢elijama tretiranim merlo vinima u
odnosu na netretirane celije ukazuje na prooksidativno dejstvo datih vina u kancerskim
¢elijama.

Analizirana vina merlo sorte pokazuju antibakterijsku aktivnost u odnosu na osam patogenih
bakterijskih sojeva. VCR1 2011 uzorak se izdvaja kao uzorak sa najjacom ukupnom
antibakterijskom aktivnosc¢u, Sto je u skladu sa najve¢om zastupljenosc¢u fenolnih jedinjenja
sa pokazanom antibakterijskom aktivnoscu.

Doprinos date teze, pre svega, ogleda se u hemijskoj i bioloskoj karakterizaciji (ukljucujuéi

biohemijske aspekte) do sada neispitivanih uzoraka klonskih sortnih vina vranac i merlo. Ona
predstavlja jednu od retkih studija baziranoj na kombinaciji klasiénih 1 savremenih
eksperimentalnih metoda u karakterizaciji crvenih vina. S druge strane, plasticno je demonstrirano
kako se primenom napredne statistike podrobnije moze sagledati skrinovana bioloska aktivnost. Svi
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protokoli opisani u okviru ove doktorske disertacije sa uspehom se mogu primeniti i u
karakterizaciji belih i roze vina.

Dalja istrazivanja, koja su u planu, trebalo bi da budu fokusirana na simuliranu in vitro
digestiju odabranih uzoraka crvenih vina zbog procene uticaja razliCitih faktora (pH, prisustvo
enzima i/ili hrane, drugo), tokom digestije, na antioksidatvnu aktivnost vina. Time bi se, u stvari,
stekla potpunija slika o efektima crvenih vina u uslovima in vivo, po njihovom transportu kroz
digestivni trakt. S druge strane, ispitivanje uticaja pojedinih fenolnih komponenti vina na ekspresiju
gena u zdravlju i bolesti predstavlja dugoroc¢ni cilj kojem ¢e se intenzivno teziti u vremenu pred
nama.
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VIl BIOGRAFIJA

Neda (Olga) Dordevi¢ rodena je 9. februara 1983. godine u Beogradu. Po zavrsetku IX
beogradske gimnazije ,,Mihailo Petrovi¢ Alas” (prirodno-matematic¢ki smer, 2002. godine), upisuje
se na Hemijski fakultet Univerziteta u Beogradu, studijska grupa Biohemija. Diplomski rad pod
naslovom ,,Primena trienzimske metode za odredivanje folne kiseline” odbranila je 2007. godine sa
ocenom 10 (prose¢na ocena: 8,94). Skolske 2010/2011. godine upisuje se na doktorske akademske
studije na istom fakultetu.

U svojim dosadasnjim istrazivanjima Neda Dordevi¢ prvenstveno se fokusirala na hemijsku
karakterizaciju crvenih vina i ispitivanje njihove bioloske aktivnosti, s akcentom na polifenolna
jedinjenja i antioksidativnu aktivnost. Rezultate svog dosadasnjeg nau¢no-istrazivackog rada Neda
Dordevi¢ objavila je u 15 bibliografskih jedinica. Autor je 5 radova publikovanih u casopisima
medunarodnog znacaja, od kojih su 3 rada iz kategorije M21, 1 rad kategorije M2z i 2 rada kategorije
M23, kao i 10 naucnih saopStenja na medunarodnim nau¢nim skupovima (6 saopstenja kategorije
Mazsz i 4 saopstenja kategorije Mas) 1 2 saopStenja kategorije Mes Na skupovima od nacionalnog
znacaja.

Clan je Biohemijskog drustva Srbije, Srpskog druitva za molekularnu biologiju, Srpskog
drustva za mitohondrijalnu i slobodno-radikalsku fiziologiju i Srpskog drustva istrazivaca raka.
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H3jaBa o ayropcTBy

[ToTnucana Hena bophesuh

0poj HHIEKCa JAb10/2010

HN3jaBmyjem
J1a je JIOKTOpCKa JUCepTalija Mo HacJIOBOM

»»XEMHjCKH NPO(UI H AHTHOKCHIATHBHA AKTHBHOCT PBEHAX BHHA KJIOHOBA ayTOXTOHE U
HHTEPHAIMOHAIHUX COPTH BUHOBE Ji03e”

® PE3yaTaT COICTBCHOT UCTPAXKUBAYKOT pazna,

* Jla IPEUIOkKEeHa TUCepTalija y LUeIMHI HU y JIEIOBMMA HHje OHIla pe/UIoKeHa 3a T06Hjame
OmI10 KOj€ IMIUIOME TTPEMa CTYAUjCKUM IIPOrpaMUMa JAPYTHX BUCOKOIIKOJICKHX yCTaHOBA,

® Jia Cy pe3yJiTaTh KOPEKTHO HABEICHU U

® Jla HECaM KPILINO/JIa ayTOPCKa NPaBa U KOPHCTHO HHTEJIEKTYalHy CBOjUHY APYTHX JIHIIA.

Hornuc noxTopanaa

Yo %0/0@&%
oy

VY beorpany, /3 032020




M3jaBa 0 HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKe Bep3uje
JTOKTOPCKOT paja

Hme u npesume ayropa Hena Bophesuh

bpoj ungexca Jb 10/2010
Crtyaujcku mporpam JIokTOp OMOXEMHU]jCKUX HAyKa
Hacnos pazna »XeMHjCKH MPO(HJI U AHTHOKCHAATHBHA AKTHBHOCT L{PBEHHX BUHA

KJIOHOBA ayTOXTOHE U HHTEPHALIMOHAJTHUX COPTH BUHOBE J103e”

MenTop ITpod. np Bene Temesuh, penoBuu npodecop Xemujckor dakyinrera,
Yuusepsureta y beorpany

Hp bopuc Ilejun, Hayunu caBeTHUK MIHCTUTYTa 3a MyJITUAMCUUIIMHAPDHA
UCTpaKuBamwa, Y HUBep3urera y beorpany

[Tornucana Hena Bophesuh

H3jaBibyjeM Jia je mITamMiaHa Bep3rja MOT JOKTOPCKOT pajia HCTOBETHA €JIEKTPOHCKO] BEP3HjU KOJy
caM Ipesiao/lia paay noxpamena y JIMruTajJHoM peno3suTopujymy YHuBep3utera y beorpany.

Jlo3BosbaBaM Jia ce 0OjaBe MOjH JIMYHM MOJAIM Be3aHH 3a J00Mjame aKaJeMCKOI Ha3MBa JOKTOpA
HayKa, Kao IITO Cy UM ¥ Ipe3rMe, FOIMHA U MeCTO polera u JaTtyM onbpaHe paja.

OBM JMYHM TOJAlM MOTY ce O00jaBUTH Ha MPEXKHHM CTpaHHMIAMa TUTHUTaigHe Oubimorexe, y
€JIEKTPOHCKOM KaTaJlory U y ImyOnukanujama YHuBepauteTa y beorpany.

[MoTnuc ayropa

V Beorpany, 13.03. 2020,

fen odebul
AV,




U3jaBa o kopumthemy

Opnamhyjem YHuBep3utercky Oubmuorexy ,,CBerozap MapkoBuh pa y Jlurdrannu
penosuTopujyM YHHBep3uTeTa y beorpany yHece Mojy JOKTOPCKY AUCEPTALH]y O] HACTIOBOM:

,,XeMl/leKI/I HpO(l)lrlJI U AaHTHOKCHIATUBHA AaKTUBHOCT IIPBCHUX BHHA KJIOHOBA

ayTOXTOHE U HHTEPHALUMOHATHHUX COPTH BUHOBeE J103e”

KOja je MOje ayTOPCKO JEeJ0.

Hucepranujy ca CBUM IPUIO3MMa MpeNao/aa caM y eJIeKTPOHCKOM (opMaTy MOTOJHOM 3a TPajHO
apXUBHpAIbE.

Mojy IOKTOpCKy AMCEpTalujy MOXpameHy Yy JlururamiHoMm pemosuropujymy YHHUBEp3UTETa Y
beorpany m mocTymHy y OTBOpPEHOM IIPHCTYIy MOTY Ja KOPHCTE CBH KOjH IIOIITYjy oapende
cajipane y oiabpanom tury nunenne Kpeatusne 3ajemuune (Creative Commons) 3a KOjJy caMm ce
OJUTy4HO/J1a.

1. AyropctBo (CC BY)

2. Aytopcto — HekomepuujaHo (CC BY-NC)

@ AyTopcTBO — HEKoMepIHjaiaHo — 6e3 npepana (CC BY-NC-ND)

4. AyTOopcTBO — HEKOMEPLHjaJIHO — J1esuTH o uctuM ycnoeuma (CC BY-NC-SA)
5. AyrtopctBo — 6e3 npepana (CC BY-ND)

6. AyropctBo — aenuty nox uctuM yciaosuma (CC BY-SA)

(MonuMo f1a 3a0KpYXKHUTE CaMo jeHY OJ1 IECT MOHYEeHUX JTUIIEHIIH.
Kparaxk omnuc JuieHIHN je cacTaBHU JIC0 OBE HU3jaBe).

IToTninc ayropa

Y Beorpany, 14 03, 2000

Jesa %ﬁ@éwﬁ
U/ IV




1. AyropcrBo. Jlo3BosbaBaTe YMHOXKABAKE, JUCTPUOYLH]Y U jaBHO CAOMILITaBamke €A, ¥ IPEpaJe,
aKo ce HaBeJle UMe ayTopa Ha HauyWH ojapeljeH OJ CTpaHe ayTopa WIIM JaBaolla JHUIICHIIE, YaK U Y
KoMepitrjaiaHe cepxe. OBo je HajcinoO0 HUja O] CBUX JIUIIECHIIU.

2. AYTOpPCTBO — HeKoMmepuHjaiaHo. J[o3BojpaBaTe yMHOXKaBame, IUCTPHOYUHjy H JaBHO
CaomIlTaBamke Jejla, U Mpepajie, ako ce HaBele MMe ayTopa Ha HauuH oJpeheH of cTpaHe ayTopa
WM gasaona ymuenie. OBa TUUEHIa He J03B0JhaBa KOMEpLHjaliHy yIoTpedy Aena.

3. AyTopcTBO — HeKOMepuHjaHo — 6e3 mpepaja. J[03BosbaBaTe yMHOXKaBambe, TUCTPUOYLH]y U
jaBHO caoMmITaBame Jieyia, 0e3 MpoMeHa, IPeoOINKOBamba UM YIOTPEOe JIeNa y CBOM JIENy, ako Ce
HaBeJle KMe ayTopa Ha Ha4uMH onpelheH oJ] cTpaHe ayTopa WM AaBaola juueHue. OBa IMIeHna He
JI03BOJbaBa KOMEPLHjaJIHy yIOTpeOy nena. Y OZHOCY Ha CBE OCTaJie JIMLEHIE, OBOM JIMLIEHIIOM Ce
orpaHuuaBa Hajsehu oOuM mpaBa KopHuIIhema Aena.

4. AyTOpCcTBO — HEKOMEPIHjaJHO — JeJIUTH IO HCTUM ycaoBuMA. J[03BO/bABATE YMHOXKABAKSE,

JMCTpUOYLIHjy M jaBHO CAOIIITaBamke Jiefla, U Ipepaje, ako Ce HaBele MME ayTopa Ha HadyuH
onpeheH ofi cTpaHe ayTopa WX JaBaolia JHLEHIE U aKo ce Mpepana AUCTpuOyHpa Mox UCTOM MM
cnmunoM juieninoM. OBa JIHIIeHIa He T03B0JbaBa KOMEPIIMjaaHy yrnoTpely [iena 1 npepasja.

5. AyropcTBo — 6e3 mpepana. /lo3BosbaBaTe yMHOXKaBambe, AUCTPUOYIM]y U JaBHO CAOIILITABAKE
nena, 6e3 mpoMeHa, MpeoOIUKOBamka WM YIIOTpede Aena y CBOM Jely, ako ce HaBele UMe ayTopa
Ha HauuH oxapeheH on CTpaHe ayTopa WIM JaBaoua JmieHue. OBa JMIEHIA J03BOJbaBa
KOMepIHjaIHy yrnorpely aena.

6. AyTOpPCTBO — JeJIMTH NOJA MCTHM ycaoBHMa. [l03B0oJbaBaTe yMHOXKaBamke, AUCTPUOYLH]y U
jAaBHO CaolIITaBame JieNla, M Ipepajie, ako ce HaBele MMe ayTopa Ha HauuH oApeheH on crpaHe
ayTopa WM JaBaolia JHUIIEHIIE ¥ aKo ce NMpepafa JUcTpuOyupa oA UCTOM WIH CIMYHOM JIMIIEHIOM.
OBa jMueHIa J03BOJbaBa KOMEpUHjaJHy ynotpeOy nema u mpepama. CiauuHa je cO(TBEPCKUM
JIMIIEHIIaMa, OJIHOCHO JIUIIEHIIaMa OTBOPEHOT KOJIa.




