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Predgovor

Uspostaviti tradiciju je mnogo teZe nego realizovati inicijativu. Pokazalo se da je prvi broj tematskog
zbornika Trendovi u molekularnoj biologiji 1 pobudio interesovanje nau¢ne zajednice u Srbiji, tako da
drugi broj nije bilo tesko sastaviti. Broj poglavlja u tematskom zborniku Trendovi u molekularnoj biologiji 2
je premasio ocekivanja. Kao da je Tematski zbornik simboli¢no postao - Ko je ko u molekularnoj biologiji u
Srbiji. | ponovo se pokazalo da se naucnici u nasoj zemlji bave aktuelnim istraziva¢kim temama i aktivno
doprinose napretku molekularne biologije na mnogim poljima. | mladi molekularni biolozi su prikazom
svojih doktorskih teza pokazali da prate svetske trendove i savremene naucne pristupe.

Posebnost ovog broja je $to se objavljuje u vreme kada obelezavamo jubilej, pedesetogodisnjicu Beo-
gradske Skole molekularne biologije, o ¢emu svedoci tekst u kome je prikazan put razvoja programa za mo-
lekularnu biologiju na Bioloskom fakultetu Univerziteta u Beogradu.

Pre viSe godina na jednom nau¢nom skupu se govorilo o tome kako saznanja iz molekularne biologije
prozimaju sve naucne oblasti koje se bave Zivim organizmima i kako se moze predvideti da ¢e njena primena
obeleZiti novi vek. Iz auditorijuma je stigao komentar:,Proci ¢e i vase”. Vreme svedodi da je era molekularne

biologije tek pocela.

| $ta éemo sad?”

Sonja Pavlovi¢

I Trendovi u molekularnoj biologiji
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Iz recenzija Tematskog zbornika
Trendovi u molekularnoj biologiji

Drugi broj tematskog zbornika ,Trendovi u molekularnoj biologiji 2” predstavlja nastavak prikazivanja
i objavljivanja najznacajnijih nau¢nih radova proisteklih iz doktorskih disertacija mladih nauc¢nika Srbije,
kao i najznacajnijih naucnih rezultata ostvarenih u svetu u oblasti molekularne biologije, u protekloj godini,
u kojima su nasi nau¢nici dali svoj doprinos. U ovom broju, prikazano je 18 nau¢nih radova, od kojih je 12 iz
oblasti biomedicine, koji su posveéeni rezultatima ostvarenim u oblasti molekularne biologije retkih bolesti,
tumora i centralnog nervnog sistema. Ovi rezultati su od ogromnog znacaja za unapredenje dijagnostike i
terapije bolesti.

Rezultati koje su nasi naucnici ostvarili u oblasti molekularne biologije biljaka prikazani su kroz tri rada,
a akcenat u njima je na mogucnosti primene tih rezultata u oblasti ekologije, hortikulture i unapredenja
zdravlja ljudi (potraga za ekoloski prihvatljivim bioherbicidima, modifikacija boje cveta, bioloska aktivnost
prirodnih supstanci).

Dva rada su posvecena naprednim metodama u oblasti molekularne biologije i prikazana su u poseb-
nom poglavlju, sto smatram veoma vaznim.

Posebno bih istakla poglavlje u kojem je prikazan jedan od najznacajnijih naucnih rezultata u svetu u
protekloj godini (otkice receptora za temperaturu i dodir), za koji je dodeljena Nobelova nagrada za
fiziologiju i medicinu 2021. godine. Uvodno poglavlje ovog tematskog zbornika posveceno je znacajnom
jubileju — pedesetogodisnjici Beogradske skole molekularne biologije, i u njemu je prikazan razvojni put
studijskog programa Molekularna biologija i fiziologija na Univerzitetu u Beogradu - Bioloskom fakultetu.

Tematski zbornik ,Trendovi u molekularnoj biologiji 2” nastavlja svoju misiju nau¢ne avangarde za-
pocetu proslogodisnjim brojem. Prikazivanjem najkvalitetnijih i najznacajnijih naucnih rezultata ostvarenih
u oblasti molekularne biologije u protekloj godini u kojima su nasi mladi nau¢nici dali svoj ogromni dopri-
nos, prenose se informacije Sirem krugu istraZivaca i zaposlenih u razlic¢itim oblastima (medicina, farmacija,
poljoprivreda), ¢ime se otvaraju mogucnosti za saradnju, a samim tim za primenu rezultata, kao i za nova
istrazivanja.

Svojom koncepcijom i odabirom radova ,Trendovi u molekularnoj biologiji 2“ prate napredak u oblasti
molekularne biologije i ne samo da prenose najznacajnije nauc¢ne rezultate, vec i inspirisu i podsti¢u nova
istraZivanja i Sire interesovanje za ovu veoma znacajnu naucnu oblast. Ovaj zbornik opravdava svoj naziv i
nadam se da ¢e se nastaviti trend njegovog objavljivanja i narednih godina.

Dr Svetlana Radovi¢, redovni profesor,
Bioloski fakultet Univerziteta u Beogradu



Monografija/Tematski zbornik,,Trendovi u molekularnoj biologiji 2“ je drugi broj u nizu izdanja koje ima
za cilj da prikaze naucne rezultate iz oblasti molekularne biologije koje su ostvarili naucnici iz Srbije u
prethodnoj godini. Sacinjen je od 18 poglavlja, od kojih 8 predstavlja revijske radove proizasle iz doktorskih
disertacija mladih doktora nauka u kojima je prikazan njihov doprinos odredenoj nau¢noj oblasti moleku-
larne biologije koja je povezana sa temom njihove disertacije. Preostalih 7 poglavlja su prikazi aktuelnih
tema iz molekularne biologije u kojima su nasi nau¢nici dali svoj znacajni doprinos. Uvodno poglavlje je
posveceno jubileju, pedesetogodisnjici Beogradske Skole molekularne biologije, u kome je prikazan put
razvoja programa za molekularnu biologiju na Bioloskom fakultetu Univerziteta u Beogradu.

Veliki broj poglavlja iz Zbornika (12) je posvecen istrazivanjima iz oblasti biomedicine. Posebno je znaca-
jno poglavlje u kome je prikazan doprinos nasih istraZivaca u oblasti kojoj je dodeljena Nobelova nagrada
iz medicine za 2021. godinu (receptori za temperaturu i dodir).

Doprinos koji je molekularna biologija dala modernoj medicini je izuzetno veliki. Danas su u klini¢koj
praksi u svetu mnogobrojni dijagnosticki, prognosticki i terapijskih molekularni markeri. Posebno je znaca-
jno Sto je medicina u Srbiji pratila svetske trendove, i to zahvaljujudi i velikim naporima molekularnih bio-
loga u nasoj zemlji. Ovaj Tematski zbornik je svedocanstvo o znacajnim postignu¢ima molekularnih biologa
u Srbiji koji su doneli napredak nasoj medicini i drugim nauénim oblastima.

Monografija/Zbornik je izuzetno zanimljivo koncipiran sa sadrzajem koji je na visokom nau¢nom nivou
bez molekularne biologije. Primeri primenljivosti rezultata istrazivanja u praksi (medicinskoj i drugima) je
poseban kvalitet ovog Zbornika.

Prvi broj Tematskog zbornika, Trendovi u molekularnoj biologiji 1“ je doziveo veliko interesovanje. In-
teresovanje autora da objave svoj doprinos svetskoj nauci u broju 2 govori da je ovakav sadrzaj bio neopho-
dan nasoj nau¢noj javnosti. Sigurno je da ¢e ovako koncipiran Tematski zbornik imati buduénost, jer je
napredak medicine i drugih oblasti (biotehnologija, poljoprivreda, farmacija) nemoguce zamisliti bez novih
dostignu¢a molekularne biologije

Dr Vesna Skodri¢ Trifunovié, redovni profesor,
Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu
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Tematski zbornik ,Trendovi u molekularnoj biologiji 2“ sadrzi nau¢ne rezultate koji su prepoznati na
svetskom nivou, a koje su istrazivaci iz Srbije ostvarili u prethodnoj godini iz ove oblasti. Zbornik je sacinjen
od 18 poglavlja, preglednih radova, grupisanih u pet celina. Prva celina je posveéena vaznom jubileju,
pedesetogodisnjici osnivanja Beogradske skole molekularne biologije na Bioloskom fakultetu Univerziteta
u Beogradu, dok druga sadrzi prikaz rezultata nasih istrazivaca iz oblasti fiziologije i medicine za koju je u
2021. godini dodeljena Nobelova nagrada. Najvedi broj poglavlja je u okviru treée celine koja se bavi bio-
medicinom i to molekularnom biologijom retkih bolesti, tumora i centralnog nervnog sistema. Preostale
dve celine su posvecene molekularnoj biologiji biljaka i naprednim metodama molekularne biologije. Vazno
je istaci da su mladi doktori nauka aktivno ucestvovali u izradi ovog Zbornika, tako da 8 poglavlja u okviru
biomedicine i molekularne biologije biljaka predstavljaju revijske radove proizasle iz njihovih doktorskih
disertacija.

Znacaj ovog Zbornika je visestruk. Najpre, ve¢ drugu godinu za redom se objavljuju najrelevantnija
saznanja iz navedenih oblasti koja su proizasla iz rada istrazivaca iz Srbije i dostupna su $iroj javnosti na
maternjem jeziku. Takode, svoje radove su napisali istrazivaci iz razli¢itih naucnih instituta (5) i fakulteta (5)
iz Srbije, $to ohrabruje da ¢e se u nasoj zemlji i dalje nastaviti sa istrazivanjima u molekularnoj biologiji koja
su aktuelna u svetu.

~Trendovi u molekularnoj biologiji 2 je Tematski zbornik u kome su objedinjeni rezultati fundamental-
nih i primenjenih istrazivanja u molekularnoj biologiji ostvarenih u nasoj zemlji u prethodnoj godini.
Kori$¢enjem najnovijih metodoloskih pristupa u ovoj oblasti, ali i bioinformatickih i drugih softverskih alata,
postignut je znacajan napredak u dijagnozi i primeni novih strategija leCenja mnogih bolesti, forenzickim
analizama, razvoju novih lekova. Ovaj sveobuhvatni prikaz istraZivanja, koja se aktivno sprovode u nau¢nim
institutima i na fakultetima u Srbiji, doprinosi saznanjima o znacaju koji molekularna biologija ima kako u
humanoj i veterinarskoj medicini, poljoprivredi, farmaciji, tako i u razvoju biotehnologije, o¢uvanju zivotne
sredine i biodiverziteta.

Poseban doprinos Zbornika se ogleda u tome $to se u njemu nalaze aktuelni podaci o dostupnosti
navedenih savremenih metodologija, ¢ime se otvaraju realne mogucnosti za uspostavljanje novih saradniji
medu istrazivac¢ima, kao i u uspostavljanju inter- i multi-disciplinarnosti i daljem razvoju nauke u Srbiji.

Dr Gordana Nikcevi¢, naucni savetnik
Institut za molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo, Univerzitet u Beogradu
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Hemijski profil i antioksidativna aktivnost crvenih vina
klonova autohtone i internacionalnih sorti vinove loze

Neda Dordevi¢
Institut za nuklearne nauke,Vinca", Institut od nacionalnog znacaja za Republiku Srbiju, Univerzitet u Beogradu

Kontakt: neda@vin.bg.ac.rs; nedadjordjevic1@gmail.com

Apstrakt

Ova tema je fokusirana na hemijsku i biolosku karakterizaciju odabranih uzoraka crvenih vina. Akce-
nat je stavljen na hemijsku karakterizaciju klonskih sortnih vina vranac i merlo, kao i na procenu antioksi-
dativne aktivnosti merlo vina u ¢elijama kvasca. U radu su primenjene brojne analiticke tehnike za
odredivanje koncentracije fenolnih jedinjenja, elementalnog sastava i in vitro antioksidativnu aktivnosti
ispitivanih uzoraka (spektrofotometrija, cikli¢cna voltametrija, klasi¢na polarografija, EPR spektroskopija,
LC-MS/MS, ICP-OES i ICP-MS). Pored antioksidativne, ispitane su i citotoksi¢na i antibakterijska aktivnost od-
govarajucih uzoraka vina. Eksperiment na bazi vinskog kvasca je obuhvatio odredivanje ukupnih -SH
grupa, kao i enzimskih aktivnosti glutation peroksidaze, glutation reduktaze i katalaze. Eksperimentalno
dobijeni podaci za klonska sortna vina merlo ukazuju na poseban doprinos glutation peroksidaze preziv-
ljavanju celija kvasca u uslovima oksidativnog stresa. Kona¢no, primenom vestacke neuronske mreze raz-
vijena je brza i precizna metoda za predvidanje uticaja malih promena u vinskom fenolnom profilu na
aktivnosti istaknutih enzima antioksidativne zastite.

Kljucne redi: crvena vina, polifenolni sadrzaj, bioloska aktivnost crvenih vina, savremena statistika



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

Neda Pordevi¢
Vinca Institute of Nuclear Sciences, National Institute of Republic of Serbia, University of Belgrade
Correspondence: neda@vin.bg.ac.rs; nedadjordjevicl@gmail.com

Abstract

This topic focuses on the chemical and biological characterization of selected red wine samples. Emp-
hasis 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. Numerous analytical techni-
ques were used to determine the concentration of phenolic compounds, elemental composition and in
vitro antioxidant activity of the tested samples (spectrophotometry, cyclic voltammetry, classical polaro-
graphy, EPR spectroscopy, LC-MS/MS, ICP-OES and ICP-MS). In addition, total antioxidant activity, cytoto-
xic and antibacterial activity of the respective wine samples were determined. The wine yeast experiment
involved determining the total groups —-SH, as well as enzymatic activities of glutathione peroxidase, glu-
tathione 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 con-
ditions. Finally, using an artificial neural network (ANN), a rapid and accurate method was developed to pre-
dict the effect of small changes in the wine phenolic profile on the activities of prominent antioxidant
enzymes.

I Trendovi u molekularnoj biologiji
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Crveno vino je alkoholno pice koje se dobija fermentacijom Sire (grozdanog soka). Na sastav vina utice
veliki broj faktora, kao sto su kvaliteta sorte, stepena zrelosti grozda, klimatski i drugi agroekoloski uslovi sre-
dine, kao i sam postupak vinifikacije, uslovi skladistenja i zrenja vina [1,2]. Umereno kori$éenje ovog alko-
holnog pica ima blagotvorno dejstvo na zdravlje ljudi, koje se povezuje sa mikronutrijentima koji ulaze u
njegov sastav. Identifikacija bioaktivnih jedinjenja vina, kao i utvrdivanje mehanizama njihovog delovanja
ciljevi su naucne zajednice proteklih decenija [3]. Fenolna jedinjenja, mikro- i makroelementi se svrstavaju
medu najznacajnije mikronutrijene vina. Vitis vinifera L. je evropska vrsta vinove loze koja raste u umerenoj
klimatskoj zoni u kojoj veliki broj suncanih sati i mala koli¢ina padavina posebno pogoduju razvoju ove
vrste. Vranac je crnogorska autohtona sorta vinove loze, veoma vazna za vinogradarstvo i vinarijsku indus-
triju, kao i za ekonomiju Crne Gore uopste. Kao takva, najznacajnija je sorta vinove loze za proizvodnju cr-
venog vina u Crnoj Gori. Vino ove sorte sadrzi 11 do 14% alkohola i od 5-6 g/L kiselina [4]. Prepoznatljivo je
po specifitnom sortnom mirisu i ukusu, kao i po intenzivnoj tamnoj boji. Kvalitet mu omogucava kupazu sa
vinima drugih sorti. Klimatski uslovi u Cemovskom polju na podrugju Crne Gore pogoduju i uspesnom
gajenju introdukovanih sorti vinove loze kaberne sovinjon i merlo, od kojih se dobijaju vina vrhunskog
kvaliteta. Pomenute sorte su deo svetske vinske bastine, cuvene i prepoznatljive svuda u svetu [5]. O tome
svedodii ¢injenica da merlo sorta zauzima 62%, a kaberne sovinjon 25% ukupne povrsine plantaza vinove
loze u vinogradima Bordoa, poznatog vinarijskog grada na jugozapadu Francuske, odakle i poticu [5].

KLONSKA SELEKCIJA

Klonska selekcija predstavlja individualnu selekciju vinove loze u cilju poboljsanja agrobioloskih i
privredno-tehnoloskih osobina vinove loze, kao i povecanja prinosa grozda. Danas se savremeni vinogradi
podizu sa klonskim materijalom sorte. Ona se sastoji od serije procedura osmisljenih radi selekcije zdravih
klonova vinove loze, sa sortnom autenti¢nos¢u i poboljsanim karakteristikama [6]. Svaki mutirani Cokot iste
sorte vinove loze predstavlja razliciti klon i ¢okot sa drugacijim fenotipom. Cilj ove procedure je dobijanje
najvec¢eg moguceg broja klonova, genetski medusobno razli¢itih radi spreCavanja redukovanja prirodne
genetske razli¢itosti jedne vrste, kao i u cilju dobijanja dovoljne baze za obrazovanje poliklonskih vinograda
[7]. Klonska selekcija je od posebne vaznosti za autohtone sorte s obzirom na to da je teSko naci klonove iz
drugih regiona. Kompanija,13. jul Plantaze” a.d. Podgorica je s tim razlogom u toku desetogodisnjeg peri-
oda (2004-2014) radila na klonskoj selekciji autohtone sorte vranac. Tim postupkom je izdvojeno 7 klonova
(Cl do CVII) koji su se istakli visokim prinosom, kvalitetom grozda i vina, dobrim habitusom koji su vizuelno
zdravi i nezarazeni virusima. Oni su 2017. godine priznati i zati¢eni kao patenti. Osim toga, na podrugje Ce-
movskog Polja koje je u vlasnistvu kompanije ,13. jul Plantaze” a.d. Podgorica introdukovani su i klonovi
sorte merlo (VCR 1iVCR 101), selekcionisani od strane Vivai Cooperativi Rauscedo (VCR) Italija, najveéeg i
najcenjenijeg rasadnika vinove loze u Italiji (provincija Udin, region Friuli, severno od Venecije).

AKTIVNE KOMPONENTE VINA

Vino sadrzi vise od 500 jedinjenja medu kojima su najzastupljeniji voda, alkohol (etanol) i fenolna jedi-
njenja. Fenolna jedinjenja su heterogena grupa sekundarnih metabolita biljaka, a predstavljaju i jednu od
najvaznijih klasa bioaktivnih jedinjenja uopste. Oni nastaju iz amino kiselina u pentozo-fosfatnom i fenil-
propanoidnom putu, kao i u ciklusu Sikiminske kiseline. Stvaraju se u semenu i pokoZici grozda, a ekstrahuju
se tokom procesa fermentacije prelazeci u vino. U pokozici crnog grozda se nalazi oko 50% ukupnih fenol-
nih jedinjenja, u semenu 46-69%, dok se u pulpii soku grozda moze naci oko 6% fenolnih jedinjenja [8]. Ta-




kode, u vinu se mogu nadi i fenolna jedinjenja iz kvasca koji se koristi u postupku vinifikacije, kao i fenolna
jedinjenja iz hrastovog drveta oslobodena tokom procesa starenja vina. Finalni sastav i sadrzaj ovih jedi-
njenja u vinu zavisi od njihovog sadrzaja u grozdu, parametara vezanih za nacin ekstrakcije, nacin vinifika-
cije, kao i od samih hemijskih reakcija koje se desavaju tokom starenja vina. Fenolna jedinjenja prisutna u
grozdu i vinu mogu se svrstati u flavonoide i neflavonoide, pri ¢emu je flavonoidna grupacija u crvenom vinu
zastupljenija ¢inedi oko 85% ukupnih fenola [8].

Flavonoidi

Kao sekundarni metaboliti biljaka, flavonoidi imaju razli¢ite funkcije (antioksidativnu, fungicidnu, in-
sekticidnu, UV-protektivnu, signalnu, privlacenje insekata, itd.) [9]. Osnovni skelet strukture flavonoida cini
difenilpropansko jezgro C4-C3-Cg. To znadi da se u okviru strukture flavonoida zapaZaju dva benzenova pr-
stena (prsten A i prsten B) medusobno povezana trougljeni¢nim lancem koji gradi piranov prsten (hetero-
cikli¢ni prsten sa kiseonikom) (prsten C). Prema stepenu oksidacije piranskog prstena polifenoli se mogu
podeliti na $est podgrupa: flavonoli, flavanoli, izoflavoni, flavanoni, flavoni i antocijani. Glavne klase flavo-
noida koje se mogu naci u grozdu i vinima su flavonoli, antocijani, flavan-3-oli (katehini) i flavan-3-ol-
polimeri (proantocijanidini).

Najzastupljenija klasa flavonoida u pokozici crnog i belog grozda jesu flavonoli. Kvercetin i njegovi ko-
njugovani derivati mogu predstavljati i do 87% od ukupnog sadrzaja flavonola u crnom grozdu [10]. Za raz-
liku od kempferola i kvercetina prisutnih i u belim vinima, miricetin je specifi¢can samo za crvena vina. U
okviru pomenutih struktura glukoza je najéesce zastupljena Se¢erna komponenta povezana preko poloZaja
C-3 u prstenu C. Kvercetin se, takode, u grozdu moze naci u formi 3-ramnozilglukozida (rutina).

Flavan-3-oli (katehini) se u monomernoj, oligomernoj ili polimernoj formi mogu naci u semenu, kozici
i stabljici grozda. Od Cetiri moguca izomera katehina najzastupljeniji u vinu, a ujedno i najstabilniji su (+)-
katehin i (-)-epikatehin. Oligomerne i polimerne forme katehina, tzv. proantocijanidini (kondenzovani tanini),
odgovorne su za jedak (opor) karakter vina. Molekuli flavanola nemaju glikozilovane forme, ali mogu biti ve-
zani za polisaharide u grozdu i mogu biti ekstrahovani u obliku kompleksa u toku vinifikacije.

Antocijani su glikozilovani, hidrosolubilni pigmenti, koji daju obojenost vocu i cveéu. Najzastupljeniji su
u pokozici grozda, a manje ih ima u mesu. U grozdu i vinu identifikovano je pet antocijana, medusobno raz-
licitih prema supstituciji B-prstena sa dva ili tri supstituenta (OH i OCH3) [11]. Glikozidne forme su zastu-
pljenije u prirodi. U vinima dobijenim od vrste Vitis vinifera identifikovani su samo monoglukozidi antocijana,
kao i monoglukozidi antocijana acilovani p-kumarinskom, kafeinskom i siréetnom kiselinom. Malvidin mo-
noglukozid (malvin) je zasluzan za formiranje bazi¢ne boje crvenog grozda, a samim tim i crvenog vina.
Osim njega u grozdu se moze naci jos Cetiri razli¢itih antocijana: cijanidin, peonidin, delfinidin i petunidin.

Neflavonoidna jedinjenja

Derivati hidroksibenzoeve i hidroksicimetne kiseline, stilbeni, kao i tzv. hidrolizabilni tanini spadaju u ne-
flavonoidna jedinjenja vina. Ona su u grozdu i vinu prirodno prisutna, a ima i onih koji se u vino ekstrahuju
iz drveta u toku procesa maturacije ili se dodaju u toku procesa vinifikacije. Neflavonoidna jedinjenja stabi-
lizuju boju crvenih vina kroz intra- i intermolekulske interakcije, iako su sama po sebi bezbojna [12]. Pored
boje, znacajna su i za ukus i biolosku aktivnost samih vina.

U grozdu i vinu identifikovano je sedam benzoevih kiselina: galna, gentizinska, p-hidroksibenzoeva,
protokatehuinska, siringinska, salicilna i vanilinska kiselina. U vinu se moze naci i elaginska kiselina poreklom
iz drvenih buradi ili iz tanina, vinskih aditiva [11]. Salicilna i gentizinska kiselina su u grozdu i vinu prisutne
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u tragovima. U vinu se ove kiseline uglavno nalaze u svojim slobodnim formama [13]. Galna kiselina je naj-
zastupljenija u vinu. Ona zajedno sa elaginskom kiselinom ulazi u sastav galotanina i elagitaninina.

Hidroksicimetne kiseline su u vinima uglavnom zastupljene u esterifikovanoj formi. Takode se mogu
nadiiu obliku prostih glukozida. Iz ove grupe jedinjenja u vinima je najzastupljenija kafeinska kiselina u slo-
bodnom ili esterifikovanom obliku. Ona inace ¢ini 75 do100% ukupnog sadrzaja derivata cimetne kiseline
u vocu.

Jedno od najznacajnijih jedinjenja koje spada u grupu stilbena je trans-resveratrol (3,5,4'-trihidroksi-
stilben). U toku same fermentacije ovo jedinjenje dospeva u vino iz pokozice grozda. Za razliku od trans izo-
mera, cis-resveratrol je u tragovima prisutan u samom grozdu, a smatra se da nastaje iz trans oblika u procesu
vinifikacije [14]. U prirodi je najzastupljena glikozidna forma resveratrola, tzv. piceid (3-O-f-D-glukozid) [15].
U vrsti V. vinifera identifikovano je vise oligomera resveratrola.

Tanini nastaju polimerizacijom elementarnih fenolnih molekula [11]. Ova jedinjenja mogu da stvaraju
stabilne agregate sa proteinima i drugim biljnim polimerima. Galotanini i elagitanini spadaju u hidrolizabilne
tanine koji u svojoj strukturi sadrze galnu ili elaginsku kiselinu koje se oslobadaju nakon kisele hidrolize.
Pored toga tanini u svojoj strukturi sadrze i molekule glukoze. Hidrolizabilni tanini se dodaju kao aditivi u
vino, a u vino mogu dospeti i iz hrastovih buradi. Sa druge strane, (+)-katehin i (-)-epikatehin su osnovne
strukturne jedinice kondenzovanih tanina koji se takode nalaze u vinu [16].

Mikro— i makroelementi u crvenom vinu

Sadrzaj mikro—i makroelemenata moZe znacajno uticati na organolepticki kvalitet i nutritivnu vred-
nost vina. Koncentracija ovih elemenata u vinu moze prili¢no da varira. Poznato je da konzumiranje vina u
umerenim koli¢cinama (1-2 ¢ase na dan) snabdeva organizam elementima esencijalnim za njegovo
funkcionisanje [17]. Medutim, iznad optimalnog nivoa pojedini elementi mogu negativno uticati na
organolepticke osobine vina i biti Stetni po zdravlje ljudi [18,19]. The International Organisation of Vine and
Wine - OIV je internacionalna organizacija koja se bavi vinovom lozom i vinom i kao takva propisuje maksi-
malno dozvoljene vrednosti za sadrzaj metala u vinima [20]. Takode, ve¢ina zemalja ima sopstvene regula-
tive. Faktori koji mogu uticati na elementalni sastav vina su: sorta grozda, sadrzaj neorganskih jedinjenja u
zemljistu, klimatski uslovi, tehnika vinifikacije, transport i skladistenje vina [1]. Naime, koris¢enje organskih
i mineralnih dubriva, neorganskih pesticida, zagadenost spoljasnje sredine, upotreba aditiva mogu znaca-
jno promeniti elementalni sadrzaj vina [2,21].

BIOLOSKI EFEKTI VINA

Pozitivan efekat polifenola na zdravlje ljudi od davnina je poznat [11]. Medu alkoholnim pi¢ima crveno
vino pokazuje najjaci efekat protiv pojave oboljenja povezanih sa oksidativnim stresom [22]. Za antioksi-
dativnu sposobnost polifenola zasluzna je njihova struktura koja im omogucava da deluju kao redukcioni
agensi, donori vodonika i,hvataci” singletnog kiseonika [23]. Smatra se da je konzumacija crvenog vina za-
jedno sa maslinovim uljem klju¢na za objasnjenje ,Francuskog paradoksa” — smanjenja incidencije kardio-
vaskularnih oboljenja uprkos pove¢anom unosu hrane bogate zasi¢enim masnim kiselinama [24].
Zahvaljujudi svojim antioksidativnim, baktericidnim i vitaminskim svojstvima fenolna jedinjenja su u vezi
sa prevencijom od nastanka kardiovaskularnih i neurodegenerativnih oboljenja, kao i dijabetesa i kancera

[25,26]. Pretpostavlja se da inhibicija oksidativnih procesa podrazumeva:

« neutralisanje lipidnog, alkoksil i peroksil radikala doniranjem vodonika



« heliranje jona metala
- regeneraciju a-tokoferola kroz reakciju a-tokoferol radikala.

Brojne studije su proucavale antioksidativne efekte flavonoida. 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 je pokazala i da je ostatak strukture flavonoida od malog znacaja za samu aktivnost,
osim u slucaju kvercetina u ¢ijoj strukturi kombinacija kateholne grupe sa dvostrukom vezom izmedu C2 i
C3 i hidroksilnom grupom na C3 u prstenu C uslovljava izrazitu antiradikalsku aktivnost [57]. Samim tim,
antioksidativna aktivnost kvercetina je duplo vec¢a u odnosu na katehin [38]. Takode, kvercetin ima vecu
sposobnost da helira jone prelaznih metala od katehina [58]. Sa druge strane, katehin i epikatehin poka-
zuju slican antioksidativni potencijal, dok cijanidin ima antioksidativni potencijal slican kvercetinu [38].

Antioksidativni kapacitet fenolnih kiselina i njihovih estara zavisi od broja i poloZaja hidroksilnih grupa
u odnosu na karboksilnu funkcionalnu grupu [27,28]. Monohidroksibenzoeve kiseline sa hidroksilnom
grupom u polozajima orto ili para u odnosu na karboksilnu grupu nemaju antioksidativnu aktivnost, za ra-
zliku od onih sa hidroksilnom grupom u meta polozaju [28]. Broj hidroksilnih grupa je direktno propor-
cionalan antioksidativnoj aktivnosti, pa su samim tim polifenoli efikasniji antioksidanti od monofenolnih
jedinjenja [27]. Galna kiselina, sa svoje tri hidroksilne grupe efikasniji je antioksidant od odgovarajucih
difenolnih kiselina (protokatehuinske i gentizinske). Resveratrol je jedno od najznacajnijih i najproucavani-
jih polifenolnih jedinjenja zasluznih za odrzavanje redoks statusa u organizmu. Ovo jedinjenje je i dobar
promotor aktivnosti razli¢itih antioksidativnih enzima [29]. U studiji Losa (2003) pokazano je da stilbeni uti¢u
na odrzavanje nivoa glutationa u monojedarnim celijama periferne krvi, time ih stite¢i od oksidativnih oste-
¢enja usled dejstva 2-deoksi-D-riboze [30]. Osim toga, ova studija je pokazala da resveratrol pozitivno de-
luje i na smanjenje oksidacije tiolnih grupa proteina u celijama humanih krvnih plocica. Sli¢no tome,
resveratrol indukuje povecdanje nivoa glutationa u humanim limfocitima aktiviranim vodonik peroksidom.
U sledecoj studiji, pokazano je da resveratrol povecava sintezu nekoliko antioksidativnih enzima, ukljucu-
juci glutation peroksidazu, glutation-S-transferazu i glutation reduktazu [31].

Antikancerogeni efekti fenolnih jedinjenja prvenstveno se odnose na zaustavljanje celijskog ciklusa,
inhibiciju onkogene signalne kaskade i angiogeneze, menjanje nivoa ROS u celiji, promociju ekspresije
tumor supresornih proteina, kao 5to je p53, kao i na povecanje sposobnosti diferencijacije i transformacije
u normalne ¢elije. Osim toga, prirodno prisutna fenolna jedinjenja pozitivho deluju na zaustavljanje migra-
cije Celija pri ¢elijskoj invaziji i ekstravazaciji [32]. Samim tim fenolna jedinjenja potpomazu lokalizaciju kan-
inicirajuci prekidanje celijske DNK, usled dejstva reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, a samim tim i celijsku smrt
kancerskih celija [33,34].

Godinama unazad postoji sve veéa tendencija za pronalazenje efikasnijih antimikrobnih prirodnih proiz-
voda, koji bi mogli poboljsati otpornost ljudi prema patogenim bakterijama uz minimalne sporedne efekte
[35,36]. Proucavanje antimikrobne aktivnosti specifi¢nih polifenolnih jedinjenja, kao $to su resveratrol, kver-
cetin i brojne fenolne kiseline predmet je mnogih nau¢nih studija [37,38]. Ono se odnosi kako na strukturne
specificnosti fenolnih jedinjenja kao antibakterijskih agenasa, tako i na razumevanje mehanizama antibak-
terijskog delovanja datih jedinjenja. Pretpostavlja se da se mehanizmi zasnivaju na: inhibiranju sinteze nu-
kleinskih kiselina, inhibiranju funkcionisanja ¢elijske membrane, inhibiranju energetskog metabolizma,
inhibiranju samog vezivanja bakterija i stvaranja biofilma, inhibiranju porina na ¢elijskoj membrani bakte-
rija, menjanju membranske propustljivosti kao i na samom smanjivanju patogenosti bakterija [39,40].
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SADRZAJ FENOLNIH JEDINJENJA U ODABRANIM UZORCIMA VINA

Analiza spektrofotometrijskog merenja sadrzaja ukupnih fenola, sadrzaja ukupnih flavonoida, mo-
nomernih antocijana, kao i anti-DPPH radikalske aktivnosti u uzorcima komercijalno dostupnih crvenih vina
sorti vranac, merlo i kaberne sovinjon (berba 2010-2012), je pokazala da sorta vinove loze, kao i klimatski
uslovi u godini proizvodnje vina znacajno uti¢u na pomenute parametre. Vina sorte vranac sadrzala su od
1513,0 £ 54,6 do 2362,1 £ 77,6 mgGAE/L ukupnih fenola [41]. U sortama merlo i kaberne sovinjon koncen-
tracije su bile vece i to 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 fe-
nola dobijene su u ranijim studijama koje su proucavale vina pomenutih sorti poreklom iz Makedonije, Crne
Gore, Gr¢ke, Argentine i Brazila [42,47]. Analizom uzoraka klonskih vina sorte vranac (Cl, Cll i Clll) pokazano
je da je sadrzaj ukupnih fenola (od 1349,0 + 56,3 do 2668,8 + 102,8 mgGAE/L) takode sli¢an sadrzaju nade-
nom u ranijim istraZivanjima vina sorte vranac poreklom iz Crne Gore, Srbije i Makedonije [42,43,48-52]. Sa-
drzaj ukupnih fenola u klonskim vinima sorte Merlo, VCR1 i VCR101 analiziranim u ovoj studiji kretao se u
okviru 2184,5 +£ 93,7 - 3337,9 £ 115,4 mgGAE/L. Taj sadrzaj je znatno veci u odnosu na sadrzaj naden u klon-
skim vinima iste sorte (022, 025 i 029), poreklom iz Srbije, kao i u odnosu na sadrzaj fenola u vinima pore-
klom iz Hrvatske (53-55). Koncentracija tanina u ispitivanin uzorcima merlo vina (551,6 + 28,7 do 793,8 + 37,5
mg/L) u skladu je sa vrednostima pronadenim u crvenim vinima merlo i drugih sorti crnog grozda (53,56-
58). Dobijeni rezultati za sadrzaj ukupnih flavonoida i monomernih antocijana takode su u skladu sa litera-
turnim podacima [49,51,53,59-62].

Faktori spoljasnje sredine, kao $to su temperaturne klimatske razlike, broj suncanih sati i osvetljenost te-
rena, kao i koli¢ina padavina imaju veliki uticaj na stepen fenolne zrelosti grozda, a samim tim i na fenolni
sastav vina. Naime, ¢ini se da su nepovoljniji meteoroloski uslovi (obilne padavine i zna¢ajno maniji broj sun-
¢anih sati) u 2010. godini uslovili da vina proizvedena te godine imaju najnizi sadrzaj ukupnih fenola.

Fenolni profil vina

U cilju detekcije i kvantifikacije polifenolnih jedinjenja u vinu koris¢ena je te¢na hromatografija sa
ultraljubicastim detektorom sa nizom fotodioda (PDA) i masenim detektorom sa tri analizatora — trostruki
kvadrupol (engl. triple quadrupole — QQQ) (LC-MS/MS). Dobijeni rezultati su pokazali da su najzastupljenija
fenolna jedinjenja u svim analiziranim uzorcima vina (+)-katehin i galna kiselina, sa najve¢im izmerenim
vrednostima 43,22 + 0,33 mg/L za koncentraciju (+)-katehina i 28,65 + 0,42 mg/L za koncentraciju galne ki-
seline u uzorku merlo vina iz 2012. godine. Opseg izmerenih koncentracija ovih jedinjenja u analiziranim cr-
venim vinima u skladu je sa prethodno publikovanim vrednostima (44,63-67). Komercijalno vino sorte
vranac sadrzalo je znatno manje (+)-katehina u odnosu na vina dobijena od klonova Cl, Cll i Clll. Porede-
njem komercijalno dostupnog i klonskih vina sorte merlo moze se primetiti da je najniza srednja vrednost
koncentracije galne kiseline izmerena u komercijalno dostupnom vinu iz2010i 2011. godine (10,23 + 0,22
mg/Li 13,39 + 0,34 mg/L). Sli¢cne koncentracije galne kiseline nadene su u klonskim vinima (022, 025 i 029)
merlo sorte poreklom iz Srbije [53,68]. S druge strane, koncentracija galne kiseline izmerena u okviru ove stu-
dije znatno je veca u odnosu na koncentraciju nadenu u merlo vinu poreklom iz Srbije ispitivanom u studiji
Beara i sar., 2017 [69]. Isti je slucaj i sa (+)-katehinom; najsiromasnije vino je komercijalno dostupno merlo
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). Koncentracija (-)-epikatehina u analiziranim
vinima kretala se u opsegu od 2,96 + 0,04 do 21,74 + 0,28 mg/L. Sadrzaj (+)-katehina i (-)-epikatehina u ana-
liziranim klonskim vinima je visestruko ve¢i u odnosu na klonska vina (022, 025 i 029) merlo sorte poreklom



iz Srbije [68]. Opseg izmerenih vrednosti za sadrzaj kvercetina u okviru analiziranih uzoraka kretao se od
0,27 £0,01 do 6,10 £+ 0,09 mg/L. Klonska vina sorte merlo sadrzala su vise kvercetina i miricetina u odnosu
na komercijalno dostupno vino. Glukozidna forma resveratrola (piceid) zastupljenija je u odnosu na sam re-
sveratrol $to je ocekivano jer u crvenom vinu piceid moze biti i do deset puta zastupljeniji u odnosu na sam
resveratrol. U vinima sorte vranac ocigledna je njihova najveca zastupljenost u uzorcima iz 2010. godine. Ki-
Sovita 2010. godina je ocigledno pogodovala ve¢em stvaranju fitoaleksina resveratrola. Ukupna koncen-
tracija resveratrola i njegovih glukozida u okviru merlo vina 2011. godista manja je u komercijalno
dostupnom vinu u odnosu na klonska vina VCR1 i VCR101. Koncentracije trans-piceida i trans-resveratrola
izmerene u ovoj studiji u skladu su sa vrednostima nadenim u makedonskim vinima iste sorte u okviru stu-
dije Kostadinovi¢ i sar. 2012 [70]. Najzastupljenije jedinjenje iz grupe derivata hidroksicimetne kiseline je
kafeinska kiselina. Sadrzaj ovog jedinjenja naden u uzorcima vina vranac u saglasnosti je sa sadrZzajem na-
denim u vinima iste sorte i istog geografskog porekla u studiji Pajovi¢-Séepanovic i sar., 2018 [67].

ELEMENTALNI SASTAV VINA

Za odredivanje koncentracije makroelemenata (Ca, Na, K, Mg i Fe) u okviru ove studije koris¢en je
opticki emisioni spektometar sa indukovano spregnutom plazmom (ICP-OES), iCAP-6500 Duo, Thermo
Scientific, UK, koji poseduje CID86 cip detektor. Odredivanje koncentracije preostalih Sesnaest mikroele-
menata (Al,V, Cr, Mn, Co, Ni, Cu, Zn, As, Se, Ag, Cd, Sb, Ba, Tl, Pb), kao i elemenata prisutnih u tragovima, ura-
deno je na masenom spektometru sa indukovano spregnutom plazmom (ICP-MS), iCAP Q, Thermo Scientific
X series 2, UK. Visok odnos koncentracija kalijuma i natrijuma pronaden u svim analiziranim vinima veoma
je vazan za normalno funkcionisanje kardiovaskularnog sistema kod ljudi. Analizirana vina su znacajan izvor
i kalijuma, kalcijuma i magnezijuma, elemenata koji su esencijalni za funkcionisanje ljudskog organizma
[71]. Najzastupljeniji mikroelement u analiziranim uzorcima je gvozde. Nadena koncentracija ovog elementa
je bila ispod 6 mg/L, $to se smatra grani¢nom vredno$¢u pri kojoj moze doc¢i do stvaranja zamucenja vina
[72]. Iz istog razloga je vazno i to $to je koncentracija bakra u svim analiziranim uzorcima ispod 1 mg/L [72].
Osim toga, bakar je element koji moze ispoljiti prooksidativno dejstvo pri dozama iznad 1 mg/L [72]. Niza
koncentracija od date, koja je nadena u svim analiziranim uzorcima, ukazuje na netoksi¢an nivo bakra u
njima [12,73]. Sadrzaj cinka u svim uzorcima je u skladu sa vrednostima dozvoljenim od strane OIV (do 5
mg/L) [74]. Uzorak merlo vina iz 2012. godine je, medu komercijalnim vinima, uzorak sa najve¢im sadrzajem
gvozda, cinka, mangana i aluminijuma, dok je sadrZaj bakra znatno veci u uzorcima vina merlo 2012 i vra-
nac 2010 u poredenju sa svim ostalim uzorcima. Gvozde, bakar i cink su elementi vazni za funkcionisanje pro-
teina ukljucenih u transfer elektrona pa je njihov unos neophodan za odrzanje redoks balansa u organizmu
[75]. Koncentracija bakra znatno varira u uzorcima klonskih sortnih vina vranac u zavisnosti od godine proiz-
vodnje. Tako primera radi, uzorak Cl iz 2012. godine sadrzi 15 puta vise bakra u odnosu na uzorak istog vina
iz2011. godine. Ovakav rezultat moze biti posledica razli¢itih spoljasnjih faktora, kao $to su izmedu ostalih,
transportovanje i Cuvanje uzoraka. Izmerene koncentracije Fe, Cu, Mn i Zn u analiziranim vinima u skladu su
sa prethodno dobijenim vrednostima u hrvatskim i ¢eSkim crvenim vinima [76,77]. Jo$ jedan od esencijal-
nih elemenata crvenih vina, selen, kvantifikovan je u vedini analiziranih uzoraka. Populacioni preporuceni
unos selena od strane Naucne komisije za hranu u Evropskoj uniji iznosi 55 pg/dan [78]. Uzorak vina najbo-
gatiji selenom je merlo 2011, dok je kaberne sovinjon 2011 jedini uzorak pomenute sorte koji sadrzZi selen.

Vrednosti dobijene za koncentraciju teSkih metala arsena, kadmijuma i olova u ovoj studiji su ispod
granica toksi¢nosti naznacenih od strane evropske direktive kao i od strane OIV [20] (0,20 mg/L za As, 0,01
mg/L za Cd i 0,15 mg/L za Pb). Koncentracije elemenata prisutnih u tragovima, hroma, nikla, kobalta i vol-
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frama u analiziranim uzorcima u okviru su ranije publikovanih vrednosti [76,77]. Na osnovu dobijenih re-
zultata merenja takode se moze zakljuciti da je koncentracija potencijalno toksi¢nih elemenata (Pb, As, Cd,
Ni, Sb) 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 ¢ase) vina. lako nisu definisane dozvoljene koncentracije
mangana u vinu, vrednosti dobijene u ovoj studiji u skladu su sa literaturnim podacima [76,77].

ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST VINA

Spektrofotometrijsko odredivanje

Anti-DPPH radikalska aktivnost analiziranih uzoraka komercijalnih vina ispitana je pomocu UV-Vis
spektrofotometrije. Dobijeni rezultati jasno pokazuju da komercijalno dostupna vina sorti merlo i kaberne
sovinjon imaju znatno vecu anti-DPPH radikalsku aktivnost u odnosu na vino sorte vranac. Anti-DPPH ra-
dikalska aktivnost vina sorte vranac 2011. i 2012. godine proizvodnje znatno je veca u odnosu na vino iz
2010. godine. Pozitivne korelacije izmedu anti-DPPH radikalske aktivnosti i koncentracije ukupnih fenola,
flavonoida i monomernih antocijana ukazali su na pozitivan doprinos koji date klase jedinjenja imaju u od-
nosu na anti—-DPPH radikalsku aktvnost. Sli¢ne korelacije su pronadene i publikovane u predasnjim studi-
jama [50,79-81]. Poredenjem anti—-DPPH radikalske aktivnosti uzoraka vina sorte merlo moze se zakljuciti da
uzorci klonskih vina VCR1 i VCR101 imaju znatno vecu aktivnost u odnosu na komercijalno dostupno vino,
kao i da su anti-DPPH aktivnosti svih merlo vina iz 2011. godine vec¢a u odosu na vina iz 2010. godine proiz-
vodnje. Dobijeni korelacioni dijagrami i u slu¢aju ovih vina ukazuju na odli¢nu pozitivnu korelaciju izmedu
dobijene anti-DPPH radikalske aktivnosti i sadrzaja ukupnih fenola (R? = 0,91). Merlo vina iz 2011. godine
proizvodnje takode pokazuju i aktivnosti u odnosu na ABTS, hidroksil i superoksid radikale. Dok su anti—
DPPH i anti—-ABTS testovi odabrani kao naj¢esce koris¢eni antiradikalski testovi u analizi prirodnih proiz-
voda, 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 neenzim-
skim putem [67]. Merlo vina iz 2011. godine proizvodnje pokazala su redukujucu aktivnost u FRAP eseju
ekvivalentnu redukujucoj aktivnosti od 3,52 do 3,62 mg askorbinske kiseline po mL vina. To znaci da jedna
¢asa vina (200 mL) ima redukujuéu sposobnost kao 704 do 724 mg askorbinske kiseline. Dobijeni rezultati
navode na zaklju¢ak da konzumiranje crvenog vina u umerenim koli¢inama ima pozitivan uticaj na odrza-
nje redoks balansa u uslovima in vitro.

Cikli¢na voltametrija i klasi¢na polarografija

Cikli¢na voltametrija je u ovoj studiji koris¢ena kao brza i pouzdana metoda za odredivanje antioksi-
dativne aktivnosti ispitivanih uzoraka vina, kao alternativha metoda tradicionalnim spektrofotometrijskim
tehnikama. U prethodnim studijama ova metoda je uspesno koris¢ena za odredivanje fenolnog sadrzaja u
vinima i za korelaciju analitickog odgovora sa antioksidativnim kapacitetom datih uzoraka [82-84]. Ova teh-
nika sluzi za odredivanje ukupne antioksidativne aktivnosti. Kako bi se obuhvatile sve grupe antioksidativ-
nih 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 pred-
stavlja antioksidativni kapacitet uzorka. Za poredenje antioksidativnog kapaciteta analiziranih uzoraka vina
koriscen je Q600 faktor, kao i antioksidativni kompozitni indeks (ACI) izraZzen u procentima. Analizom klon-
skih vina sorte vranac dobijeni rezultati su pokazali da se u voltamogramu uzorka Clll vidi drasti¢no pove-
¢anje Q600 faktora i ACl indeksa, $to ukazuje na najvecu antioksidativnu aktivnost ovog klonskog vina medu



uzorcima iz 2010.i2011. godine [85]. Sa druge strane, u grupi uzoraka 2012. godine proizvodnje, Cll uzorak
se isti¢e najve¢om antioksidativnom aktivnoscu.

Antioksidativna aktivnost odabranih uzoraka merlo vina prac¢ena je i metodom klasi¢ne polarografije.
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 pola-
rografske struje kroz zavisnost procenta opadanja pocetne anodne struje u odnosu na zapreminu gradi-
jentno dodavanih alikvota ispitivanih vina. Nagib linearnog dela dobijenih krivih (pomnozen sa 1000)
iskoris¢en je za izrazavanje antioksidativnhog kapaciteta uzoraka u %/mL analiziranih vina. |1z dobijenih re-
zultata moze se zakljuciti da je najvece smanjenje osnovnog pika anodne struje primecéeno pri dodavanju
uzorka merloVCR101 vina iz 2011. godine, pa je samim tim i antioksidativni potencijal datog uzorka najvedi
(194,8 + 6,6 %/mL). Polarografski esej je u ranijim studijama koris¢en u analizi antioksidativne aktivnosti
jakih alkoholnih pica, kao i belih i crvenih komercijalno dostupnih vina [50,86,87]. Medutim, u okviru ove stu-
dije pomenutom metodom po prvi put su analizirana specifi¢na klonska vina.

Antioksidativna aktivnost odabranih uzoraka vina u ¢elijama kvasca

Antioksidativna aktivnost analiziranih vina merlo sorte 2011. godine proizvodnje pracena je u ¢elijama
kvasca prethodno tretiranim vodonik peroksidom kroz stepen prezivljavanja (SP) ¢elija S. cerevisiae, sadrzaj
T-SH grupa, kao i kroz aktivnost antioksidativnih enzima glutation peroksidaze (GPx), glutation reduktaze
(GR) i katalaze (Cat). U ovom testu uoceno je da izlaganje ¢elija kvasaca vodonik peroksidu smanjuje njihov
stepen prezivljavanja na 33% u poredenju sa kontrolnim ¢elijama kvasaca koje su tretirane samo 13% eta-
nolom (100% preZivljavanje). Pretretmanom celija kvasaca svim analiziranim vinima raste njihova brzina
prezivljavanja u uslovima stresa, pri ¢emu je najizrazeniji zastitni efekat primecen za vino dobijeno od VCR1
klona vinove loze [88]. Pomenuti uzorak je i najbogatiji galnom kiselinom, (+)-katehinom, ukupnim resve-
ratrolom i kvercetinom, pa se moze pretpostaviti da su upravo pomenuta jedinjenja zasluzna za najvedi ste-
pen prezivljavanja ¢elija kvasaca zahvaljujuci izrazenoj antiradikalskoj aktivnosti.

U celijama kvasaca stresiranim vodonik peroksidom dolazi do znac¢ajnog povecanja aktivnosti enzima
Cat, kao i znacajno smanjenje GPx aktivnosti. Oba enzima katalizuju reakcije redukcije vodonik peroksida,
mada u ovom slucaju, Cat preuzima dominantnu ulogu u odbrani od oksidativnog napada izazvanog izla-
ganjem vodonik peroksidu. Dalje je primeéeno da svi analizirani uzorci vina pomeraju antioksidativnu od-
branu sa katalazne strane, $to je dominantno u celijama kvasca stresiranim vodonik peroksidom, na
GPx-dominantnu odbranu [88]. Naime, pretretman ispitivanim uzorcima vina prevenira pad u aktivnosti
GPx usled dejstva vodonik peroksida, pri ¢emu je efekat vina dobijenog od VCR101 klona vinove loze naj-
vedi. Aktivnost GPx u stresiranim Celijama kvasca prethodno tretiranim datim vinom je viSe nego dva puta
veca u odosu na kontrolne ¢elije. Sa druge strane, aktivnost GR je znacajno povecana u ¢elijama kvasca stre-
siranim vodonik peroksidom, 5to je u saglasnosti sa pove¢anim sadrzajem T-SH grupa koji je izmeren u ovim
celijama. 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. Analiza PCA rezultata dobijenih u okviru ispitivanja antioksida-
tivne aktivnosti pokazuje da sva testirana vina pokazuju protektivan efekat u odnosu na stepen prezivlja-
vanja Celija kvasca tretiranim vodonik peroksidom, dok povecéana aktivnost GPx moze biti jedan od bioloskih
mehanizama koji najvise doprinosi dokazanom protektivnom efektu. Ovakva zapaZanja u saglasnosti su sa
prethodno objavljenim literaturnim podacima [89,90].
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Vestacka neuronska mreza

Sve promenljive uzete u obzir u analizi PCA takode su iskoris¢ene za ANN (engl. Artificial Neural Ne-
twork) modeliranje koje je u ovoj studiji po prvi put iskoris¢eno u predvidanju aktivnosti antioksidativnih en-
zima u odnosu na malu promenu koncentracije fenola u vinima. ANN model je dao prilicno dobra
predvidanja eksperimentalnih rezultata (SP, T-SH, GPx, GR i Cat), za Sirok opseg promenljivih. Dobijene vred-
nosti odgovaraju nivou eksperimentalnih greski, a prikazuju uticaj sadrzaja fenolnih jedinjenja na antioksi-
dativnu aktivnost vina izrazenu pomocu SP, sadrzaja T-SH grupa i aktivnosti GPx, GR i Cat. Analiza osetljivosti
sluzi da pokaze uticaj ulaznih promenljivih, ali takode pokazuje i znacaj ulazne promenljive u odredenoj
tacki ulaznog prostora [91]. Primecéeno je da na SP najvedi pozitivni uticaj imaju male promene u sadrzaju
tR, Qe i K, dok najvedi negativni uticaj imaju male promene u sadrzaju cP, cR i tP u sredini ulaznog prostora.
Na sadrzaj T-SH najvedi pozitivni efekat imaju male promene u sadrzaju ukupnih fenola u oblasti minimuma
ulaznog prostora, dok je najveci 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. Takode je primeceno da tR ima isti Sablon delovanja na aktivnost GPx kao i na SP.
Pozitivan efekat tR na aktivnost GPx prikazan je u ranijim nauc¢nim radovima [92,93]. GA takode pokazuje isti
$ablon pozitivnog uticaja na aktivnost GPx kao i na SP u sredisnjem delu ulaznog prostora, gde koncentra-
cija cP negativno utice na date parametre. Dobijeni rezultati podrzavaju ranije zapazanje o tome da je ak-
tivnost GPx glavna odgovorna za povecanje SP u celijama kvasca stresiranim vodonik peroksidom i
prethodno tretiranim analiziranim vinima. Ono 5to je takode primeceno jeste da je aktivnost GR pod naj-
vedim 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.

Trends in Molecular Biology

m CITOTOKSICNA AKTIVNOST ODABRANIH UZORAKA VINA

Citotoksi¢na aktivnost analiziranih uzoraka merlo vina 201 1. godine proizvodnje ispitana je u odnosu
na Cetiri kancerske ¢elijske linije (HCT116 - Celijska linija kancera creva, Hela - Celijska linija kancera cervi-
ksa, A375 - ¢elijska linija melanoma i PANC-1 - Celijska linija kancera pankreasa). Posmatran je efekat anali-
ziranih vina u tri razli¢ita zapreminska procenta (5, 10 i 20%). Dobijeni rezultati su pokazali da sva analizirana
vina imaju najslabiji citotoksi¢ni efekat na celijsku liniju PANC-1. Poredenjem citotoksi¢nog efekta na ¢elij-
ske linije A375 i Hela, moze se zakljuditi da sva tri analizirana vina pokazuju veéu aktivnost u odnosu na ¢e-
lijsku liniju A375. Dalje, poredenjem efekata vina na celijske linije HCT116 i HeLa moze se primetiti da je taj
efekat razli¢it u odnosu na zapreminsku koncentraciju vina. Dok je pri 5 i 10% koncentraciji efekat svih vina
slican, pri 20% koncentraciji jace je dejstvo komercijalnog i vina VCR1 na ¢elijsku liniju HCT116. Medusob-
nim poredenjem citotoksi¢nog efekata analiziranih vina pri zapreminskoj koncentraciji od 5% u okviru jedne
kancerske celijske linije, mozZe se primetiti slican efekat sva tri vina u odnosu na sve cCetiri Celijske linije. S
druge strane, pri 20% zapreminskoj koncentraciji VCR101 vino najjace deluje na Celije HelLa, dok komereci-
jalno vino najslabije deluje na ¢elijsku liniju A375.

Odnos GSH/GSSG

Prooksidativno dejstvo analiziranih uzoraka crvenog vina sorte merlo, 2011. godine proizvodnje na me-
lanomsku celijsku liniju (A375) ispitano je kroz odnos GSH/GSSG u celijama tretiranim vinom u odnosu na
netretiranu kontrolu. Dobijeni rezultati su pokazali 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. Ta-




kode se vidi da je u ¢elijama tretiranim VCR101 vinom GSH/GSSG odnos najnizi (0,66 + 0,05) i da je znacajno
nizi u odnosu na odnos naden u ¢elijama tretiranim komercijalnim vinom (0,85 + 0,02) i ¢elijama tretiranim
VCR1 vinom (0,76 £ 0,03). 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 imajuci u vidu hemio- i radio-rezistentnost melanomskih celija. Dati zaklju¢ak je u skladu
sa dosadasnjim naucnim pretpostavkama i saznanjima da polifenolna jedinjenja biljnog porekla upravo
prooksidativnim dejstvom ispoljavaju svoju antikancerogenu aktivnost [29,33,94,95].

ANTIBAKTERIJSKA AKTIVNOST ODABRANIH UZORAKA VINA

Radi ispitivanja antibakterijske aktivnosti analiziranih uzoraka vina merlo u ovoj studiji koriscen je
MIC esej kroz izraZzavanje minimalne koncentracije vina koja sprecava rast bakterija u eksperimentalnim
uslovima. U tu svrhu ispitana je antibakterijska aktivnost vina u odnosu na ¢etiri soja Gram-pozitivnih i ce-
tiri soja Gram-negativnih bakterija u koncentracijskom opsegu vina od 0,25 do 500 pyL/mL. Dobijeni rezul-
tati 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. Vrednosti MIC svih
analiziranih vina krecu se od 125 do 500 pL/mL. Uzorak VCR1 2011 je uzorak sa najjatom ukupnom anti-
bakterijskom aktivno$¢u u odnosu na osam ispitivanih bakterijskih sojeva. S obzirom na to da je uzorak
VCR1 2011, uzorak sa najvec¢im sadrzajem ukupnog resveratrola, (+)-katehina i kvercetina, pokazana anti-
bakterijska aktivnost moze biti s tim u vezi. Prethodne naucne studije su pokazale da su fenolna jedinjenja
sposobna da ireverzibilno menjaju ¢elijsku membranu bakterija, pri ¢emu je antibakterijska aktivnost di-
rektno zavisna od strukture samih jedinjenja kao i da postoji sinergija u antibakterijskom delovanju flavo-
noida [96-98]. Takode se moze primetiti da je antibakterijska akrtivnost svih ispitivanih uzoraka vina
ocekivano izrazito slabija od pozitivne kontrole, antibiotika amikacina.

ZAKLJUCAK

Rezultati ove studije su pokazali da su sva analizirana vina bogat izvor fenolnih jedinjenja, kao i makro
i mikro elemenata u okviru dozvoljenih ili uobicajenih granica. Uzorci analiziranih vina su ispoljili antioksi-
dativnu aktivnost in vitro. Takode je utvrdeno da sva analizirana merlo vina povecavaju stepen prezivljava-
nja celija S. cerevisiae u uslovima oksidativnog stresa. Protektivni efekat analiziranih uzoraka vina
prvenstveno je zasluga aktivnosti GPx. Pomocu ANN razvijena je brza i precizna metoda za predvidanje ak-
tivnosti antioksidativnih enzima u odnosu na malu promenu koncentracije fenolnih jedinjenja u vinima sa
visokom ta¢nosc¢u 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 i Celijsko prezivljavanje. Sva ana-
lizirana 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
primec¢eno u odnosu na Celijsku liniju kancera pankreasa. Prooksidativno dejstvo merlo vina potvrdeno je
na melanomskim ¢elijama. Analizirana vina merlo sorte pokazuju i antibakterijsku aktivnost u odnosu na
osam patogenih bakterijskih sojeva.

Ova studija predstavlja jednu od retkih studija baziranih na kombinaciji klasi¢nih i savremenih ekspe-
rimentalnih metoda u karakterizaciji crvenih vina. S druge strane, plasti¢no je demonstrirano kako se pri-
menom napredne statistike podrobnije moze sagledati skrinovana biolo$ka aktivnost.
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